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1. Introduction 

Le sélénium est un oligoélément pouƌàl’Hoŵŵeàqui devient toxique dans un intervalle étroit 

deàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàdĠpeŶdaŶtàdeà l’espğĐeà sĠlĠŶiĠe.à L’eǆpositioŶàau sélénium est liée à son 

origine naturelle mais également aux activités anthropiques. Les transformations 

microbiennes de Se affectent la biodisponibilité de cet élément. Certaines bactéries 

(anaérobies et aérobies) utilisent les ions sélénite et séléniate comme accepteur final 

d’ĠleĐtƌoŶsàloƌsàdeàlaàƌespiƌatioŶ,àƌĠduisaŶtàĐesàespğĐesàeŶà“e0 et/ou, en séléniures méthylés 

volatils comme par exemple diméthylséléniure (DMSe), diméthyldiséléniure (DMDSe) ou 

diméthylsélénylsulfure (DMSeS). DeàĐetteàŵaŶiğƌe,àl’aĐtiǀitĠàdeànombreux microorganismes 

intervient dans le cycle du sélénium et dans les procédures de bioremédiation des sols qui 

ont une haute concentration en sélénium. 

L’oďjeĐtifàdeàce travail est de caractériser les modifications de la spéciation du sélénium liées 

à l’aĐtiǀitĠàdes microorganismes, en particulier la formation de sélénium élémentaire. Tout 

d’aďoƌd,àuŶeàƌeĐheƌĐheàďiďliogƌaphiƋueàseƌaàpƌĠseŶtĠeàeǆposaŶtàlesàpƌopƌiĠtĠsàgĠŶĠƌalesàdeà

Se et sa toxicité et,à uŶeà sǇŶthğseà desà ĐoŶŶaissaŶĐesà ĐoŶĐeƌŶaŶtà l’utilisation de Se par les 

ŵiĐƌooƌgaŶisŵes.àPouƌàsuiǀƌeàlaàŵiseàauàpoiŶtàduàpƌotoĐoleàdeàpƌĠpaƌatioŶàd’ĠĐhaŶtilloŶ, la 

méthodologie analytique du traçage isotopique a étĠàŵiseàeŶàœuvre. Les résultats obtenus 

suite aux différentes conditions de préparation testées seront exposés et discutés. Enfin, 

l’appliĐatioŶàduàpƌotoĐoleàƌeteŶuàăàdesàĠĐhaŶtilloŶsàissusàdeàĐultuƌesàďaĐtĠƌieŶŶesàeŶàŵilieuà

enrichi en sélénite sera présentée. 
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2. Revue bibliographique 

      2.1 Le sélénium: caractéristiques, fonctions et toxicité  

Le sélénium (Se) est un élément qui appartient au groupe des chalcogènes ou groupe 16 du 

tableau périodique. Son numéro et masse atomique sont 34 et 78,96 g mol-1 

respectivement. Cet élément possède six isotopes stables (74Se (0,89 %), 76Se (9,36 %), 77Se 

(7,63 %), 78Se (23,78 %), 80Se (49,61 %) et 82Se (8,73 %)) [1]. Le sélénium peut exister sous 

formes d’oǆǇaŶioŶsà soluďlesàdaŶsà l’eauàĐoŵŵeà les ions séléniate (ܵ݁ 4ܱ
2−, +��) et sélénite 

(ܱܵ݁3
2−, +��), de sélénium élémentaire (ܵ݁0) iŶsoluďleàdaŶsàl’eauàet, de séléniure (ܵ݁ − �� ) 

formant des séléniures métalliques ou différents composés organiques comme par exemple 

les acides aminés sélénométhionine et la sélénocystéine qui représentent les formes 

d’iŶĐoƌpoƌatioŶàdeà“eàdaŶsàlesàpƌotĠiŶesàsĠlĠŶiĠesàetàles sélénoprotéines respectivement [2]. 

La sélénocystéine est considérée comme le 21ème acide aminé et constitue le centre actif de 

différentes enzymes peroxydases et réductases. La sélénocystéine a un potentiel de 

réduction plus haut et un pKa plus bas que son homologue soufré, la cystéine, étant plus 

recommandable pour les protéines qui ont une fonction antioxydante [3]. 

Le sélénium est un élément très peu abondant (concentrations daŶsà l’ĠĐoƌĐeà teƌƌestƌeà deà

0,03 à 0,8 mg kg1) mais cependant largement répandu dans tous les compartiments de 

l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.àIlàjoue de plus un ƌôleàtƌğsàiŵpoƌtaŶtàdaŶsàl’iŶdustƌieàĠleĐtƌoŶiƋueàgrâce à 

ses propriétés électriques et semi-conductrices [4,5]; daŶsà l’agƌiĐultuƌeà comme fertilisant 

[6,7]; ou daŶsàl’iŶdustƌieàaliŵeŶtaiƌeàétant utilisé comme complément nutritionnel. 

Le sĠlĠŶiuŵà està uŶà oligoĠlĠŵeŶtà esseŶtielà pouƌà l’Hoŵŵeà età laà fƌoŶtiğƌeà eŶtƌeà lesà

concentrations physiologiquement essentielle et toxique est très étroite. La dose minimale 

ƌeƋuiseàpaƌà jouƌà pouƌà l’Hoŵŵeàestà deà ϯϬ-55 µg tandis que le sélénium devient toxique à 

partir de valeur > 400 µg [8,9]. 

Une carence en Sélénium peut induire des troubles physiologiques (défenses immunitaires, 

reproduction) et psychologiques (humeur, dépression). Au contraire, une consommation 

excessive de sélénium provoque une sélénose dont les symptômes peuvent être: perte de 

cheveux, ongles cassants, éruptions cutanées, douleurs, irritation des yeux et finalement 

provoque laàŵoƌtàeŶàĐasàd’iŶtoǆiĐatioŶàaiguë [10,11]. 
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Par le passé, de fortes concentrations environnementales ont eu des effets néfastes sur les 

êtres vivants. La contamination des eaux de la réserve nationale de Kesterson en Californie 

(États Unis) à la concentration de 350 µg L-1 a provoqué des déformations embryonnaires et 

la mort des oiseaux aquatiques [12]. DesàĐasàd’iŶtoǆiĐatioŶ humaine ont aussi été reportés 

en Chine et liés aux teneurs élevées de Se dans les sols (montagne de Daba) [13].  

Le sélénium est apporté aux animaux et aux êtres humains via la chaine alimentaire, 

notamment les végétaux qui peuvent être riches ou pauvres en sélénium en fonction du sol 

dans lequel la plante a été cultivée. Les activités anthropiques telles que les industries du 

charbon, les industries minières et l’aĐtiǀitĠà agƌiĐole sont des sources de Se auxquelles 

s’ajouteŶtà lesàappoƌtsàŶatuƌelsà liĠsàauàĐǇĐleàďiogĠoĐhiŵiƋueàdeàĐetàĠlĠŵeŶtàdaŶsà laàĐƌoûteà

terrestre (Figure 1).  

 

Figure 1. Cycle schématique du transport de sélénium dans un environnement terrestre [9]. 

De nombreux microorganismes présents dans les différents compartiments de 

l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, aérobies [14] et anaérobies [15,16], sont capables de réduire les ions 

sélénite et séléniate en Se0 et/ou, en séléniures méthylés volatils. Ces réactions provoquent 

aiŶsià desà ŵodifiĐatioŶsà deà laà spĠĐiatioŶà duà sĠlĠŶiuŵà daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.à Ce type de 

réduction biologique donne lieu à la formation de nanoparticules cristallines de Se 

élémentaire (souvent notées BioSeNPs dans la littérature) de couleur rouge et de forme 

sphĠƌiƋue,à doŶtà laà tailleà està deà l’oƌdƌe des 300 nm de diamètre, pouvant se trouver dans 
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l’espaĐeàiŶtƌa- ou extracellulaire des microorganismes. Ces particules formées par réduction 

biologique sont différentes des particules de Se de couleur noir et de forme vitreuse 

obtenues par réduction chimique aǀeĐà diffĠƌeŶtesà ƌĠaĐtifsà Đoŵŵeà paƌà eǆeŵpleà l’aĐideà

ascorbique [17]. 

La production de BioSeNPs par les microorganismes est une méthode alternative 

ĠĐoŶoŵiƋueàĐouƌaŵŵeŶtàutilisĠeàaujouƌd’hui.à 

      2.2 Transformations microbiennes du sélénium 

De nombreux microorganismes présentent une haute tolérance au sélénium et peuvent 

modifier sa spéciation. Ces modifications sont liées à des réactions de réduction assimilatrice 

consommatƌiĐeàd’ĠŶeƌgie,àouàdissiŵilatƌiĐe pƌoduĐtƌiĐeàd’ĠŶeƌgie.àLa plupart des procédures 

de détoxification quiàoŶtà lieuàsoŶtàdesàƌĠaĐtioŶsàd’oxydation-réduction au cours desquelles 

les ions sélénite et séléniate sont réduits en Se0. La transformation des espèces inorganiques 

sélénite et séléniate en organiques par réduction et méthylation conduit aux espèces 

volatiles : le diméthylséléniure (DMSe), le diméthyldiséléniure (DMDSe) et le 

diméthylsélénylsulfure (DMSeS).  

La réduction des oxyanions séléniate et sélénite en Se0, composé insoluble daŶsàl’eau, réduit 

la toxicité de cet élément en limitant sa biodisponibilité biologique. La formation de 

séléniures méthylés résulte également en une diminution de la toxicité du sélénium du fait 

du caractère volatil de ces composés.  

a) Réduction des ions sélénite en Se
0
 

Silverberg et al. [18] ont montré que les bactéries Escherichia coli et des espèces de 

Pseudomonas, isolĠesà ăà paƌtiƌà desà sĠdiŵeŶtsà d’uŶà lac, sont capables de réduire les ions 

sélénite en Se0 sous forme de particules ƌougesàăàl’iŶtĠƌieuƌàduàĐǇtoplasŵe. Pour connaître la 

loĐalisatioŶàduàsĠlĠŶiuŵàĠlĠŵeŶtaiƌeàfoƌŵĠ,àuŶàspeĐtƌoŵğtƌeàd’ĠŶeƌgieàdispeƌsiǀeàĐoŵďiŶĠà

avec un microscope de transmission électronique (TEM) a été utilisé.    

Garbisu et al. [14] ont également mis en évidence la réduction des ions sélénite en Se0 par 

Pseudomonas fluorescens et Bacillus subtilis, bactéries aérobies Gram négatives et positives 

respectivement, tandis que les ions séléniate ne sont pas réduits. Les granules rouges formés 

soŶtà loĐalisĠsà ăà l’eǆtĠƌieuƌà desà Đellulesà pour Pseudomonas fluorescens et, entre la paroi 
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cellulaire et la membrane plasmatique pour Bacillus subtilis. Dans cette étude, le sélénium 

total a été déterminé par ICP-MS et les cellules ont été vues par microscopie électronique, 

en observant la formation des granules rouges de Se0. 

Kessi et al. [19] ont étudié le comportement de Rhodospirillum rubrum, bactérie 

phototrophe capable de réduire les ions sélénite en Se0, cette réaction étant favorisée dans 

un milieu de culture désoxygéné. En effet, une concentration de 1,5 mM de sélénite est 

totalement réduite en aďseŶĐeàd’oǆǇgğŶeàtaŶdisàƋu’en présence d’oxygène seulement 75 % 

du sélénite, à une concentration de 0,5 mM, est réduit. Ceà faità ŵoŶtƌeà Ƌu’eŶà pƌĠseŶĐeà

d’oǆǇgğŶeàleàsĠlĠŶiuŵàĠlĠŵeŶtaiƌeàse ré-oxyde en sélénite. Le sélénium élémentaire formé 

est ensuite excrété par les cellules. La concentration en sélénite est déterminée par 

spectrophotométrie, en mesurant à 377 nm la concentration en sélénium-2,3-

diaminonaphtalène obtenu par une réaction de dérivation. La présence de sélénium 

élémentaire est vérifiée en utilisant la microscopie électronique avec analyse à rayons X à 

dispeƌsioŶàd’ĠŶeƌgieà;EDX).    

Ces faits nous montrent que la réduction de sélénite en Se0 par différentes bactéries donne 

lieu à la formation de particules de sélénium élémentaire intra- et/ou extra- cellulaire.   

b) Réduction des ions séléniate en Se0 

Fujita et al. [20] ont mis en évidence pour la première fois en 1997 laàĐapaĐitĠàd’uŶeàďaĐtĠƌie 

Gram positive, Bacillus sp. SF 1, à réduire les ions séléniate successivement en SeIV puis Se0. 

Avant cette étude, seule la capacité des bactéries Gram négative pour la réduction de SeVI en 

Se0 était connue. Bacillus sp. SF 1 avait précédemment été isolée par Garbisu et al. [14] mais 

seule la réduction de SeIV en Se0 avait été étudiée. Fujita et al. ont montré que pour la 

réduction des ions séléniates, la bactérie utilise le laĐtateàĐoŵŵeàdoŶŶeuƌàd’ĠleĐtƌoŶsàdans 

le métabolisme énergétique et,àeŶàpƌĠseŶĐeàd’ioŶsàŶitƌateàlaàƌĠduĐtioŶàŶeàpeutàaǀoiƌàlieu,àlesà

ioŶsà Ŷitƌateà jouaŶtà leà ƌôleà d’aĐĐepteuƌà final d’ĠleĐtƌoŶsà ăà laà plaĐeà desà ioŶsà sĠlĠŶiate.à Leà

sélénium élémentaire formé est intra- et extra- cellulaire, et a été détecté par microscopie 

électronique à balayage (SEM). 

Zhang et al. [21] ont montré que la mélasse peut-être utilisée par différents types de 

bactéries GƌaŵàŶĠgatiǀes,à lesà ioŶsàsĠlĠŶiateàjouaŶtà leàƌôleàd’aĐĐepteuƌàpouƌàfoƌŵeƌà“e0, les 
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ions sélénite étant détectés comme intermédiaires. Dans cet article, les auteurs ont étudié le 

comportement de cinq bactéries différentes (Enterobacter taylorea, Pantoea sp. SSS2, 

Klebsiella sp. WRS2, Citerobacter freundii et Shigella sp.DW2) dans les eaux de drainage de 

sols, daŶsà l’objectif d’éliminer l’oǆǇaŶioŶ toxique séléniate présent. Les auteurs indiquent 

l’oƌdƌeà d’effiĐaĐitĠ suivant pour l’ĠliŵiŶatioŶà du séléniate par ces bactéries: Enterobacter 

taylorea > Pantoea sp. SSS2 > Klebsiella sp. WRS2 > Citerobacter freundii > Shigella sp.DW2. 

La concentration en sélénium a été analysée par speĐtƌoŵĠtƌieà d’aďsoƌptioŶà atoŵiƋue 

ĐouplĠeàăàlaàgĠŶĠƌatioŶàd’hǇdƌuƌes (HGAAS).  

c) Méthylation du sélénium 

Reamer et Zoller [22] ont détecté la formation de composés volatils méthylés du sélénium 

dans des sols ouà desà ďouesà deà statioŶsà d’ĠpuƌatioŶ par les microorganismes à partir 

d’espğĐesà iŶoƌgaŶiƋuesà duà sĠlĠŶiuŵà Đoŵŵeàpaƌà eǆeŵpleà les ions sélénite ou le sélénium 

élémentaire. Les espèces volatiles qui ont été analysées et détectées par GC-MS sont le 

diméthylséléniure (DMSe), diméthyldiséléniure (DMDSe) et le diméthylsélénylsulfure 

(DMSeS). Le taux de formation de composés volatils est plus élevé lorsque du sélénite est 

ajoutĠà auǆà solsà ouà auǆà ďouesà d’ĠpuƌatioŶà eŶà ĐoŵpaƌaisoŶà aǀeĐà l’ajoutà deà sĠlĠŶiuŵà

élémentaire ce que les auteurs attribuent à la plus grande disponibilité du sélénite. 

Fan et al. [23] ont démontré Ƌu’uŶe Đultuƌeàd’espğĐesàĐǇaŶophǇtesàfilaŵeŶteusesàdu groupe 

des bactéries LPP (Lyngbya, Phormidium et Plectonema) est capable de transformer et 

volatiliser des espèces inorganiques du sélénium en diméthylséléniure (DMSe), 

diméthyldiséléniure (DMDSe) et diméthylsélénylsulfure (DMSeS) via des intermédiaires tels 

que la méthylsélénométhionine et le méthylsélénocystéine. Ils ont détecté ces espèces par 

GC-MS.  

Chasteen et al. [24] ont également mis en évidence la formation de ces composés volatils 

par trois types de microorganismes : Penicillium citrinum, Acremonium falciforme et 

Pseudomonas fluorescens K27. La détection de ces composés a été faite par 

chromatographie gazeuse avec détection par chimioluminescence induite. 
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Chasteen et Bentley [25] ont synthétisé dans un article de revue bibliographique une liste 

d’algues,à ďaĐtĠƌiesà età ĐhaŵpigŶoŶsà Ƌuià soŶtà Đapaďlesà deà tƌaŶsfoƌŵeƌà leà sĠlĠŶiuŵ 

inorganique en espèces volatiles DMSe, DMDSe et DMSeS (Tableau 1). 

Tableau 1. Biotransformations du sélénium en espèces volatiles [25].

 

En conséquence, ces mécanismes de détoxification par réduction des espèces inorganiques 

et biométhylation, attestent que les microorganismes sont une voie importante de 

transformation de “eà daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà età aussià de bioremédiation dans des zones 

contaminées.  
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      2.3 Extraction du sélénium élémentaire 

Différentes méthodes ont été publiées pour séparer le sélénium élémentaire formé par des 

cultures de microorganismes, cette méthode de production de Se0 présentant un fort intérêt 

du fait de ses applications daŶsà l’iŶdustƌieà ĠleĐtƌonique en particulier [4,5΁.à D’autƌes 

protocoles ont également été publiés pour des applications à des échantillons naturels. 

Un organigramme résumant les différentes méthodes utilisées dans la littérature pour isoler 

le sélénium élémentaire (BioSe0) formé par des cultures de microorganismes est présenté 

dans la Figure 2. Toutes ces méthodes font appel à une première étape de rinçage 

eǆtƌaĐellulaiƌeàsuiǀieàd’uŶeàĠtapeàdeàlǇseàet d’élimination de la biomasse (a). Cette seconde 

étape est réalisée par filtrations successives (b) dans la procédure décrite par Hnain et al. 

[26].  

 

Figure 2. Protocole général des différentes méthodes utilisées pour isoler Se0 [14,26-32]. 

La première étape aà pouƌà oďjeĐtifà d’ĠliŵiŶeƌà les oxyanions de sélénium présents dans les 

membranes extracellulaires par échange anionique réalisé par rinçages avec des solutions de 
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NaCl [27,14], de tampon phosphate [28΁;àdeàl’eauàdĠioŶisĠà΀26],  ou avec le tensioactif SDS 

permettant la solubilisation des lipides membranaires [29]. Cette étape de rinçage est 

généralement assistée par sonication, le surnageant étant ensuite séparé par centrifugation.  

La deuxième étape a pour but de libérer le Se0 intracellulaire par hydrolyse acide avec HCl 

[30,31], basique avec Na2S ou NaOH [27,29] ou enzymatique avec le lysozyme de blanc 

d’œufà[14] qui lǇseàlesàĐellulesàďaĐtĠƌieŶŶesàeŶàĐatalǇsaŶtàl’hǇdƌolǇse des liaisons βàϭ,ϰàeŶtƌeà

lesàƌĠsidusàd’aĐideàN-acétylmuramique et N-acétyl-D-glucosamine des peptidoglycanes. 

Le culot restant après ces deux étapes est sensé contenir uniquement du sélénium 

élémentaire, les autres formes séléniées ayant été solubilisées. 

     2.4 Méthodes d’analyse du sélénium  

La détermination des espèces du sélénium présentes dans différentes matrices peut se faire 

par différentes techniques telles que la spectrophotométrie UV-Visible (L.D. : 10-100 µg L-1), 

des techniques spectrofluorimétriques, la spectroscopie de fluorescence atomique (AFS) 

(L.D. : 0,1 µg L-1), la spectroscopie d’absorption atomique de flamme (FAAS) (L.D. : 0,1 µg L-1), 

l’électrochimie, la speĐtƌoŵĠtƌieà d’ĠŵissioŶà atoŵiƋueà ăà plasŵaà iŶduità ;ICP-AES) ou la 

spectrométrie de masse à plasma induit (ICP-MS) (L.D. : 0,01 µg L-1) [32]. Toutes ces 

teĐhŶiƋuesàŶĠĐessiteŶtàƋueàl’ĠĐhaŶtilloŶàsoitàiŶtƌoduitàsousàfoƌŵeàliƋuide.à 

Pendant ce stage, laàteĐhŶiƋueàutilisĠeàpouƌàl’aŶalǇseàduàsĠlĠŶiuŵàaàĠtĠàlaàspeĐtƌoŵĠtƌieàde 

masse à plasma induit (ICP-MS) du fait de sa sélectivité, sa sensibilité  et sa capacité multi-

isotopique. Pour toutes ces raisons, l’ICP-MS est actuellement la technique la plus 

performante pour analyser le sélénium ăàl’Ġtat deàtƌaĐesàdaŶsàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. 

      2.4.1 Principe de la spectrométrie de masse à plasma induit (ICP-MS) 

La spectrométrie de masse est une technique qui offre une haute sensibilité et donc des 

limites de détection basses deà l’oƌdƌeà deà laà dizaiŶeà deà Ŷg L-1 pouƌà l’aŶalǇseàdu sélénium. 

Cette technique est basée sur la séparation des ions dans un analyseur de masses en 

fonction de leur rapport m/z et permet donc de ƋuaŶtifieƌàlesàdiffĠƌeŶtsàisotopesàd’uŶàŵġŵeà

élément. Ces ions soŶtà foƌŵĠsàdaŶsàuŶeàsouƌĐeàd’ionisation et détectés dans un détecteur 

de masse qui est un analyseur destructif. Le schéma deà l’appareil ICP-MS Agilent 7500ce 
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ĠƋuipĠà d’uŶeà Đelluleà deà ƌĠaĐtioŶ/ĐollisioŶ,à utilisĠà daŶsà Đeà tƌaǀail,à est représenté dans la 

Figure 3. 

 

Figure 3. “ĐhĠŵaàd’uŶàappareil ICP-MS 7500ce Agilent [33]. 

L’aŶalǇseà d’uŶ échantillon liquide par spectrométrie de masse à plasma induit suit quatre 

Ġtapes:à l’iŶtƌoduĐtioŶàetà la ŶĠďulisatioŶàdeà l’ĠĐhaŶtilloŶ en formant un aérosol,à l’ioŶisatioŶà

desàespğĐesàpƌĠseŶtesàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶ,àlaàsĠpaƌatioŶàdesàioŶsàseloŶà leur rapport m/z dans 

l’aŶalǇseuƌàde masse et la détection.    

Premièrement, une pompe péristaltique aŵğŶeàl’ĠĐhaŶtilloŶàliƋuideàjusƋu’au nébuliseur où 

uŶàfluǆàd’aƌgoŶàtƌaŶsfoƌŵeàl’ĠĐhaŶtilloŶàeŶàun aérosol, transporté vers le plasma. Dans le cas 

deàl’ICP-MS, le plasma est formé à partir du gaz argon. L’aƌgoŶ traverse une torche en quartz 

formée par trois tubes concentriques qui sont entourés par une bobine de radiofréquences, 

produisant un champ magnétique qui permet deàtƌouǀeƌàuŶàŵĠlaŶgeàd’ioŶsàd’aƌgoŶ, atomes 

d’aƌgoŶàexcités et électrons à une température entre 5000-10000 K. Lorsque l’aĠƌosolàaƌƌiǀeà

au centre du plasma, les composés deà l’ĠĐhaŶtilloŶà sont désolvatés, vaporisés et atomisés 

aǀaŶtà d’ġtƌeà ioŶisĠs.à Les ions formés, à pression atmosphérique dans le plasma, doivent 

aƌƌiǀeƌàăàl’aŶalǇseuƌàdeàŵassesàoùàlaàpƌessioŶàestàdeàϭϬ-6 mbar. Le changement de pression 

se fait par une iŶteƌfaĐeà d’eǆtƌaĐtioŶà d’ioŶsà ĐoŵposĠe de deux cônes (Ni ou Pt), appelés 

cône échantillonneur au-delà duquel la pression est de 10 mbar, et cône écorceur au-delà 

duquel la pression est de 10-3 mbar. Les ions sont ensuite séparés selon leur rapport m/z 

daŶsà l’aŶalǇseuƌàdeàŵasses. Le filtre de masse quadripolaire consiste en quatre électrodes 

parallèles reliées électriquement par paires opposées. En fonction du potentiel appliqué 

entre les électrodes, seulement la trajectoire des ions avec un rapport m/z déterminé sera 

stable et seulement ces ions arriveront au détecteur tandis que les autres ions avec une 
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valeur de m/z différente seront rejetés. En changeant les valeurs de potentiel appliqué, 

l’eŶseŵďleàdesà ioŶsàăàaŶalǇseƌàdeàƌappoƌtsàŵ/zàdiffĠƌeŶtsàestàŵesuƌĠàsĠƋueŶtielleŵeŶtàeŶà

quelques millisecondes. Finalement les ions séparés en fonction de leur rapport m/z arrivent 

au détecteur générant un signal mesurable qui est lié à la concentration des éléments qui 

foƌŵeŶtàl’ĠĐhaŶtilloŶ.   

L’iŶĐoŶǀĠŶieŶtà pƌiŶĐipalà loƌsà deà laà ŵesuƌeà deà “eà paƌà ICP-MS est lié aux interférences 

spectrales aux rapports m/z des isotopes de Se. L’utilisatioŶà d’une cellule de 

collision/ƌĠaĐtioŶà peƌŵetà d’éliminer différentes interférences polyatomiques (Tableau 2, 

[34]).  

Tableau 2. Interférences spectrales pour la détection du sélénium par ICP-MS [34]. 

Isotopes Abondances Interférences spectrales 

74Se 0,89 % 37Cl2, 40Ar34S+ 

76Se 9,36 % 36Ar40Ar+,38Ar38Ar+,40Ar36S+,31P2
14N 

77Se 7,63 % 40Ar37Cl+,40Ar36Ar1H+ 

78Se 23,78 % 38Ar40Ar,31P2
16O+ 

80Se 49,61 % 40Ar2 

82Se 8,73 % 12C35Cl2,34S16O3+,82Kr+,40Ar2H2+,1H81Br+ 

 

LesàgazàgĠŶĠƌaleŵeŶtàutilisĠsàdaŶsàleàĐasàdeà“eàsoŶtàleàdihǇdƌogğŶeàouàl’hĠliuŵ,àseulsàouàeŶà

mélange, le choix du gaz pressurisant la cellule de collision/réaction étant fonction du type 

de technologie utilisée et donc du constructeur. L’utilisatioŶà d’hǇdƌogène conduit à la 

formation de nouvelles interférences polyatomiques (par exemple SeH+, BrH+Ϳà Ƌu’ilà està

possible de corriger mathématiquement.  

      2.4.2 Traçage isotopique et dilution isotopique inverse 

Le traçage isotopique est un outil analytique qui permet de suivre le comportement d’uŶ 

élément daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà ouà loƌsà deà l’optiŵisatioŶà d’uŶà pƌotoĐoleà deà pƌĠpaƌatioŶà

d’ĠĐhaŶtilloŶ.à Leà tƌaĐeuƌ,à està uŶà ĐoŵposĠà eŶƌiĐhià aǀeĐà uŶà desà isotopesà deà l’ĠlĠŵeŶtà deà

manière à obtenir une empreinte isotopique diffĠƌeŶteà deà l’aďoŶdaŶĐeà Ŷatuƌelle. Le suivi 
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des espèces naturellement présentes et du traceur isotopique est réalisé en parallèle grâce à 

la capacité multi-isotopique de l’ICP-MS. 

L’utilisatioŶà de traceurs enrichis en isotopesà staďlesà peƌŵetà d’ajouteƌà leà traceur à des 

niveaux de concentrations proches des niveaux naturels, permettant de reproduire les 

ĐoŶditioŶsà ƌĠelles.à Duà faità deà leuƌà ŶoŶà daŶgeƌositĠà pouƌà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt,à lesà isotopesà

stables, à la différence des radio-isotopes, peuvent être utilisés dans tout type 

d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàauàlaďoƌatoiƌe.  

La dilution isotopique (IDMS) consiste à faire varier volontairement la composition 

isotopique d’uŶàĠlĠŵeŶt présent dans un échantillon par ajoutàd’uŶeàƋuaŶtitĠàĐoŶŶue d’uŶà

isotope enrichi de cet élément (spike, Figure 4) et, à mesurer les rapports isotopiques dans 

l’ĠĐhaŶtilloŶ avant et après ajout, deà l’isotopeà eŶƌiĐhià pouƌà ƋuaŶtifieƌà l’ĠlĠŵeŶtà daŶsà

l’ĠĐhaŶtilloŶ.à 

 

Figure 4. VaƌiatioŶàdesàaďoŶdaŶĐesàisotopiƋuesàdeàl’ĠĐhantillon, du spike et du mélange 

peŶdaŶtàl’utilisatioŶàdeàlaàdilutioŶàisotopiƋueà΀35]. 

DaŶsàleàĐasàduàtƌaçageàisotopiƋue,àlaàĐoŵpositioŶàisotopiƋueàduàsĠlĠŶiuŵàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶà

a été modifiée du fait du dopage avec un traceur isotopiquement enrichi. La quantification 

du sélénium (de compositioŶà isotopiƋueàŵodifiĠeͿàdaŶsà l’ĠĐhaŶtilloŶàestàaloƌsàoďteŶueàpaƌà

dilution isotopique inverse (RID) en mesurant les rapports isotopiques du sélénium avant et 

apƌğsàajoutàd’uŶàĠtaloŶàdeàsĠlĠŶiuŵàdeàĐoŵpositioŶàisotopiƋueàŶatuƌelle. La concentration 

totale eŶàsĠlĠŶiuŵàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶàseàĐalĐule selon l’Équation 1 : 
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             [Se]s = [Se]sp

msp . Ms . (Rm . Asp
77 − Asp

78 )

ms . Msp . ( As
78 − Rm . As

77 )
                (Éq. 1) 

 [Se]s et [Se]sp : Concentrations eŶàsĠlĠŶiuŵàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶàetàdaŶsàl’ĠtaloŶàajoutĠ 

ms et msp: Masses deàl’ĠĐhaŶtilloŶàetàdeàl’ajout 

Ms et Msp : Masses atomiques deà“eàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶàet dans l’ajout (Msp = 78,96) 

Rm : Rapport 78Se / 77Se mesuré après ajout 

Asp  78,77 : Abondances des isotopes 78 et 77 dansàl’ĠtaloŶàutilisĠàpouƌàl’ajoutà;78Asp = 23,78 % 

et 77Asp = 7,63 %) 

As  78,77  : Abondances des isotopes 78 et 77 daŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶàaǀaŶtàl’ajoutà 

UŶeà foisà Ƌueà laà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà totaleà deà sĠlĠŶiuŵà daŶsà l’ĠĐhaŶtilloŶà aà ĠtĠà ĐalĐulĠe, les 

concentrations individuelles de sélénium naturel (Senaturel) et isotopiquement enrichis 

(Setraceur) peuvent être calculées à partir des Équations 2 et 3.  

                      Se naturel =
 Se s . As

78

Asp
78                                        (Éq. 2) 

        [Se]traceur =

 Se s . As
78 −   Asp

78

Asp
77  .  Se s . As

77  
 Atraceur

78

Atraceur
77  −  Asp

78

Asp
77                   (Éq. 3) 

Avec : 

[Se]naturel :àCoŶĐeŶtƌatioŶàeŶà“eàŶatuƌelàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶ   

[Se]traceur : Concentration du traceur 77Se daŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶ 

78,77 Atraceur : Abondances des isotopes 78 et 77 dans le traceur isotopiquement enrichi 
(78Asp=0,1 % et 77Asp = 99,9 %) 

Pour minimiser laàpƌopagatioŶàd’eƌƌeuƌà loƌsàdeà l’aŶalǇseàpaƌàdilutioŶà isotopiƋueà iŶǀeƌse,à laà

ƋuaŶtitĠà d’ĠtaloŶà de Se naturel à ajouter est calculée pour obtenir un rapport isotopique 

modifié optimal après ajout (Équation 4). 
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݈�݉�ݐ݌݋ܴ = (ݏܴ�݌ݏܴ)
1
2     (Éq. 4) 

Avec : 

Rsp : Rapport 78Se / 77“eàdeàl’ĠtaloŶàduàsĠlĠŶiuŵàŶatuƌelàutilisĠàpouƌàl’ajoutà(Rsp = 3,12) 

Rs : Rapport 78Se / 77“eàdeàl’ĠĐhaŶtilloŶàaǀaŶt ajout  

Les intensités mesurées sont corrigées mathématiquement de la formation des ions SeH+ et 

BrH+ [36]. Pour mener à bien cette correction, des solutions étalons de sélénium et de brome 

(10 µg L-1) ont été analysées de manière régulière (tous les trois échantillons). Les facteurs 

d’hǇdƌuƌatioŶàsoŶtàĐalĐulĠsàăàl’aideàdes Équations 5 et 6. 

݂ܵ ݁ =  �83 �                (Éq. 5)82  

ݎܤ݂ =  �82 �                (Éq. 6)81  

Les signaux peuvent être corrigés en utilisant les Équations 7-12 et lesàfaĐteuƌsàd’hǇdƌuƌatioŶà݂ܵ ݁et ݂ݎܤdéjà calculés.  

 ܵ݁ =  � − ݂ܵ ݁( ܵ݁)              (Éq. 7)767777  ܵ݁ =  � − ݂ܵ ݁( ܵ݁)              (Éq. 8)777878 ݎܤ  =  � − ݂ܵ ݁( ܵ݁)              (Éq. 9)787979  

     ܵ݁ =  � − )ݎܤ݂ .Éq)           (ݎܤ 10)798080 ݎܤ  =  � − ݂ܵ ݁( ܵ݁)           (Éq. 11)808181  ܵ݁ =  � − )ݎܤ݂ .Éq)          (ݎܤ 12)818282  

 

Avec : 
 
XI: Intensité du signal au rapport m/z X 

YSe: Intensité duàsigŶalàdeàl’isotopeàYàdeà“e 

ZBr: Intensité duàsigŶalàdeàl’isotopeà)àdeàBƌ 

 

Il est important aussi de faire la correction du biais de masse dû à des efficacités différentes 

de transmission, extraction et détection des isotopes en fonction de leur masse. Cette 

correction est faite en utilisant un modèle exponentiel [37] (Équation 13).  
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ݎݎ݋�ܴ = ݌�ܴ݁  ݁−(���)                (Éq. 13) 

 

Avec : 

Kà :à ďiaisà deàŵasseà oďteŶuà paƌà laà peŶteà deà laà ƌĠgƌessioŶà liŶĠaiƌeà eŶtƌeà l’eƌƌeuƌà ƌelatiǀeà lŶ 

(Rmesuré/Rthéorique) et la différence de masse (ΔMͿàeŶtƌeàl’isotopeàdeàƌĠfĠƌeŶĐeàpour le calcul 

des rapports R (ici m/z 80) et les autres isotopes (m/z 76, 77, 78, 82). 
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3. Objectifs et démarche  

L’oďjeĐtifàdeàĐeàtƌaǀailàest d’optiŵiseƌàuŶeàŵĠthodeàdeàpƌĠpaƌatioŶàd’ĠĐhaŶtilloŶ biologique, 

permettant de séparer le Se0 des autres formes de Se pour application à des culots 

bactériens (Desulfovibrio sp) cultivés en milieu enrichi en sélénite précédemment obtenus au 

laboratoire (Projet ANR ArticMetals) (Figure 5). La détermination du sélénium élémentaire 

dans ces échantillons permettra de compléter le bilan de la composition (nombres 

d’oǆǇdatioŶ,àisotopiƋueͿàduàsĠlĠŶiuŵàdaŶsàĐesàĐultuƌes. Dans ce but nous avons utilisé deux 

ŵodğlesà deà ŵatƌiĐesà ďiologiƋuesà diffĠƌeŶtes.à Pouƌà suiǀƌeà l’iŶflueŶĐeà desà Ġtapesà deà

préparation testées nous avons utilisé la méthode du traçage isotopique en dopant ces 

matrices avec 77Se0. 

 

Figure 5. Particules du sélénium élémentaire formées par réduction du sélénite dans les 

cellules des microorganismes [38]. 

Les échantillons utilisés comme modèles dans ce travail sont: 

- Une levure enrichie en sélénium (2919 ± 85 mg Se kg-1). 

- Une spiruline commerciale (200 ± 8 µg Se kg-1). 

D’uŶeàpaƌt,àlaàleǀuƌeà;Saccharomyces Cerevisae) est un organisme unicellulaire eucaryote qui 

a une membrane nucléaire entourant le matériel génétique et une membrane plasmique et 

une paroi cellulaire constituée de polysaccharides de glucanes et mannanes [39] qui 

pƌotğgeŶtàlesàoƌgaŶites.àD’autƌeàpaƌt,àlaàspiruline est une cyanobactérie filamenteuse Gram-

négative du genre Arthrospira, qui est procaryote et par conséquent a son matériel 

génétique libre dans le cytoplasme [11]. Elle se caractérise aussi par une paroi cellulaire 

formée de trois couches: la membrane cytoplasmique, sur laquelle repose une fine couche 

de peptidoglycanes, entourée par une membrane externe. 
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Figure 6. A :àstƌuĐtuƌeàd’uŶeàĐelluleàdeàleǀuƌe.àB :àstƌuĐtuƌeàd’uŶeàďaĐtĠƌieàGƌaŵ-négative. 

Ces deux microorganismes présentent donc à la fois des teneurs en sélénium naturel variées 

et des compositions de parois cellulaires différentes dont les comportements peuvent être 

différents lors des étapes de traitement ŵisesàeŶàœuǀƌeàpouƌàisoleƌàleàsĠlĠnium élémentaire. 

 

A B 
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4. Matériels et méthodes 

      4.1 Matériels et réactifs 

Le matériel utilisé dans le laboratoire a été le suivant : 

 ICP-MS 7500ce Agilent (Tokyo, Japon). 

 Balance analytique de précision Mettler Toledo (Courtaboeuf, France). 

 BaiŶàd’UltƌasoŶsàTranssonic Digital D Elma (Singen, Allemagne). 

 Micropipettes Thermo Scientific (Courtaboeuf, France). 

 DigiPREP MS – SCP Science (Courtaboeuf, France). 

 Centrifugeuse Eppendorf 5415 R (Montesson, France). 

 Lyophilisateur LP3 de Jouan (France). 

 Vortex de Fisher Scientific (Illkirch, France). 

 Agitateur/Incubateur de Grant (France). 

 Broyeur à billes de Retsch. 

 Agitateur rotatif de Stuart (Villepinte, France). 

 MatĠƌielàd’usageàgĠŶĠƌalàdaŶsàuŶàlaďoƌatoiƌe. 

 

Les réactifs utilisés dans ce travail ont été les suivants : 

a) Échantillons: 

 Spiruline commerciale de Flamant Vert (Bourges, France).  

 Levure enrichie en sélénium (non commerciale). 

b) Étalons Se: 

 Solution étalon de sélénium naturel à 1000 mg L-1 de PlasmaCAL Standard, 

SPC Science (Quebec, Canada). 

 Se élémentaire enrichi en 77Se de Isoflex (Moscou, Russie). 

c) Enzymes: 

 Lysozyme de ďlaŶĐàd’œufàd’áffǇŵetƌiǆà;CleǀelaŶd,àU“áͿ. 

 Trypsine de pancréas bovin de Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne). 

 Protéase type XIV de Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne). 
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d) Réactifs chimiques: 

I. Acides: 

 HNO3 69% Intra-Analyzed reagent de J. T. Baker (Center Valley, PA, USA). 

 HCl 36,5-38 % Intra-Analyzed reagent de J. T. Baker (Center Valley, PA, USA). 

II. Bases: 

 “olutioŶà d’hǇdƌoǆǇdeà deà tĠtraméthylammonium (TMAH) 25% de Sigma-

Aldrich (Steinheim, Allemagne). 

 NaOH•H2O Suprapur de Merck (Darmstadt, Allemagne). 

III. Sels: 

 NaCl pureté > 99,0 % de Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne). 

 áĐĠtateà d’aŵŵoŶiuŵà pureté > 98,0 % de Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Allemagne).    

 SDS ultrapur de Panreac (Barcelone, Espagne). 

IV. Autres: 

 H2O qualité Milli-Q (ϭϴ,ϮàMΩ,àMillipore S.A. St. Quentin-en-Yvelines, France). 

 PeƌoǆǇdeà d’hǇdƌogğŶe 30 %  reagent grade de Scharlab (Barcelone, 

Espagne). 

      4.2 Méthodes 

Les méthodes choisies pour isoler le sélénium élémentaire sont basées sur celles décrites 

dans les travaux de Biswas et al. [27], Torres et al. [29] et Oremland et al. [14] (cf. 

Bibliographie, 2.3).  

      4.2.1 Protocole analytique pour l’extraction du sélénium élémentaire  

Dans un échantillon de culture bactérienne enrichie en sélénium, différentes espèces 

peuvent co-exister et en particulier, des ions sélénite ( ܵ݁ 4ܱ
2−) utilisés dans le milieu de 

culture. La première étape doità doŶĐà peƌŵettƌeà d’ĠliŵiŶeƌà Đes espèces ioniques de la 

ŵeŵďƌaŶeàeǆtƌaĐellulaiƌeàǀoiƌeàaltĠƌeƌà laàŵeŵďƌaŶeàeǆteƌŶe.àD’apƌğsàBiswas et al. [27] et 

Torres et al. [29] des solutions de NaCl 1M et SDS 0,1 % ont été utilisées pour cette première 

étape.  
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Le sélénium élémentaire formé par les bactéries pouvant être intra- et/ou extra- cellulaire 

[14, 18-21], une lyse de la paroi et de la membrane plasmique est nécessaire pour libérer les 

particules du sélénium élémentaire se trouvant ăàl’iŶtĠƌieuƌàdeàlaàĐellule et libérer les autres 

formes de sélénium associées à ces tissus. Pour faire cette rupture cellulaire nous avons 

testé différents réactifs sur la base des travaux de Torres et al. [29], Domokos-Szabolcsy et al. 

[31] et Oremland et al. [14]. Des hydrolyses chimiques et enzymatiques ont été testées en 

utilisant les réactifs suivants: 

 Chimique : NaOH 1M, HCl 1M et hydroxyde de tétraméthylammonium 10 %. 

 Enzymatique : Lysozyme, protéase type XIV et trypsine. [Enzyme] = 10 mg mL-1. 

Pour suivre l’iŶflueŶĐeà deà Đesà tƌaiteŵeŶts,à leà pƌotoĐoleà schématisé dans la Figure 7 a été 

appliqué aux échantillons (trois répétitions/échantillon).  

 

Figure 7. Protocole de préparation des échantillons. 

L’ĠĐhaŶtilloŶàestàŵisàeŶàsolutioŶàaǀeĐàϭ,ϱàŵLàdeàsolutioŶ de rinçage. Le mélange subit une 

agitation vortex puis uŶà ďaiŶà d’ultƌasoŶsà ;ϯ’,à puissaŶĐeà ϭϮϬà%Ϳà età uŶeà ĐeŶtƌifugatioŶà ;ϭϱ’,à
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13000 rcf). LeàĐulotàoďteŶuàapƌğsàĐeŶtƌifugatioŶàestàeŶsuiteàsouŵisàăàl’Ġtapeàd’hǇdƌolǇse.àLesà

hydrolyses enzymatiques ont été réalisées à 37°C pendant 18h (avec un tampon 20 mM 

d’acétate d’aŵŵoŶiuŵͿ.àLesàhǇdƌolǇsesàĐhiŵiƋuesàoŶtàĠtĠàƌĠalisĠesàsoitàauàďaiŶàultƌasoŶsàăà

température ambiante soit au bain-marie à 65 °C. Les surnageants issus de ces étapes ainsi 

que le culot final sont digérés avec HNO3/H2O2 (2:1) en utilisant le DigiPREP MS – SCP Science 

à une température de 90 ºC pendant 3h. Les échantillons sont ensuite diluĠsà jusƋu’ăà un 

volume final de 50 mL et filtrés (0,45 µm, membrane acétate de cellulose) aǀaŶtà d’ġtƌeà

analysés par ICP-MS 

      4.2.2 Préparation des échantillons de spiruline et levure dopées avec 
77

Se
0 

Le traceur 77Se0 aàĠtĠàajoutĠàauǆàĠĐhaŶtilloŶsàăàuŶeàĐoŶĐeŶtƌatioŶàdeàl’oƌdƌeàduàtieƌsàdeàĐelleà

de Se naturellement présent. Le contrôle de la concentration de dopage a été obtenu par 

dilution isotopique inverse.  

Dans un premier temps, une suspension de 77Se0 est préparée (6,931 mg de 77Se0 dans 35 mL 

d’eauà Milli-Q) et homogénéisée par sonication (2 min). Cette solution de concentration 

théorique proche de 200 mg 77Se0 L-1 est utilisée directement pour le dopage de la levure et  

après dilution jusƋu’ăà uŶeà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà pƌoĐheà deà ϮϬà µgà 77Se0 L-1 pour le dopage de la 

spiruline. 

LeàdopageàestàƌĠalisĠàdaŶsàdesàflaĐoŶsàeŶàpolǇpƌopǇlğŶe,àl’ĠĐhaŶtilloŶà;pƌĠalaďleŵeŶtàďƌoǇĠͿà

et la solution contenant le traceur étant apportés dans un rapport 6/35 (g/mL). Le mélange a 

été homogénéisé pendant 22h par agitation mécanique par retournement, congelé puis 

lyophilisé. 

      4.2.3 Quantification du sélénium 

L’aŶalǇseà du sélénium, est réalisĠeà aǀeĐà l’appareil ICP-MS Agilent 7500ce (Figure 3) [33] 

équipé d’une cellule de réaction/collision. Les paramètres de fonctionnement sont résumés 

dans le Tableau 3 (Tolu et al. [40]).  
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Tableau 3. PaƌaŵğtƌesàutilisĠsàaǀeĐàl’ICP-MS Agilent 7500ce [40]. 

IŶtƌoduĐtioŶàd’ĠĐhaŶtilloŶ  

    Type de nébuliseur Nébuliseur Concentrique 

    Chambre de pulvérisation  Scott double pass chamber cooled to 2ºC 

Paramètres du plasma   

    Puissance RF 1500 W 

    DĠďitàd’áƌàgazàplasŵa 15 L min-1 

    DĠďitàd’áƌàgazàauǆiliaiƌeà 1,5 L min-1 

    Débit de gaz de nébulisation  0,15 L min-1 

    Cône échantillonneur et cône écorceur   Nickel  

    Lentilles ioniques Optimisé tous les jours pour une meilleure 

sensibilité 

Paramètres de la cellule de collision/réaction  

    DĠďitàd’H2 3,8 mL min-1 

    DĠďitàd’He 

    Octopôle biais 

1,0 mL min-1 

-18,0 V 

    Quadripôle biais  -16,0 V 

Paƌaŵğtƌesàd’aĐƋuisitioŶàdeàdoŶŶĠes  

    Isotopes suivis  76, 77, 78, 79, 80, 81, 82 et 83 

    Teŵpsàd’aĐƋuisitioŶàpaƌàpoiŶtà;aŶalǇseàtotaleͿ 1 s (3 s/isotope) 

 

Les quantifications du sélénium naturel et du traceur 77Se0 ont été obtenues par dilution 

isotopique inverse (RID) (c.f Bibliographie, 2.4.2) lorsque les rapports isotopiques mesurés 

dans les échantillons étaient suffisamment éloignés des rapports naturels (> 10-15 % de 

différence). Dans les autres cas, les concentrations ont été calculées par étalonnage externe. 

Les droites d’ĠtaloŶŶageà sont construites à partir des intensités corrigées (Éq 7-12) des 

solutions étalons de sélénium naturel dans la gamme 0,5-10 µg Se L-1. La concentration du 

sĠlĠŶiuŵàŶatuƌelàestàoďteŶueàăàl’aideàdesàpeŶtesàdes droites d’ĠtaloŶŶageàdesàisotopesàϳϴàetà

80 en fonction de la concentration totale en sélénium (Équation 14). 

݈݁ݎݑݐ�݊[݁ܵ] =  
78,80݁ݐ78,80ܲ݁݊݁ܵ                (Éq. 14) 
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Avec : 

[Se] naturel : Concentration en sélénium naturel daŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶ 

 78,80Se : Intensité des signaux des isotopes 78 ou 80 (Éq 8 et 10)  ܲ݁݊78,80݁ݐ  : Pentes desà dƌoitesà d’ĠtaloŶŶagesà desà iŶteŶsitĠsà desà isotopesà 78Se ou 80Se en 

fonction de la concentration totale en sélénium (78,80Se = f ([Se]). 

La concentration du traceur 77Se daŶsà l’ĠĐhaŶtilloŶ est ensuite calculée à partir de la 

concentration totale en 77Se (Équation 15) corrigée de la participation de la teneur en 

sélénium naturel en 77Se (Équation 16).  

[ ܵ݁]77 ݏ =  
77∗݁ݐ77ܲ݁݊݁ܵ                (Éq. 15) 

Avec : 

[77Se]s : Concentration totale en 77Se daŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶ 

77Se : Intensité du signal deàl’isotopeàϳϳà(Éq 7) ܲ݁݊77∗݁ݐ  : Pente deàlaàdƌoiteàd’ĠtaloŶŶageàdesà iŶteŶsitĠsàdeà l’isotopeàϳϳàeŶàfoŶĐtioŶàdeà laà

concentration en 77Se dans les solutions étalons (77Se = f [77Se] concentration calculée avec 

l’abondance isotopique expérimentale (pas de correction du biais de masse)).  ܵ݁ ݎݑ݁��ݎݐ =  ܵ݁77 ݏ  − ݈݁ݎݑݐ�݊[݁ܵ] . 77݌�݁ܣ            (Éq. 16) 

Avec : 

[Se]traceur : Concentration du traceur 77Se daŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶ 

[Se]naturel :àCoŶĐeŶtƌatioŶàeŶà“eàŶatuƌelàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶ 

77Aexp : Abondance eǆpĠƌiŵeŶtaleàdeàl’isotopeàϳϳ 

Les incertitudes analytiques sont calculées en tenant compte des incertitudes sur les 

facteurs de corrections (fSe; fBr et biais de masse) et les formules mathématiques de la 

dilution isotopique selon la loi de propagations des erreurs [41] (détaillé en Annexe 1). Ces 

incertitudes analytiques sont ensuite combinées aux incertitudes associées à la variabilité 

entre réplicats. 
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5. Résultats et discussions  

Dans cette partie les résultats seront exprimés en quantité de sélénium naturel ou 77Se0 

présentes dans les différents surnageants et culots (ng pour la spiruline ou µg pour la levure) 

et en pourcentage par rapport à leurs quantités totales dans les échantillons dopés.  

      5.1 Concentration du traceur dans les échantillons dopés 

Les concentrations en Se naturel et 77Se0 dans la spiruline et la levure dopées ont été 

quantifiées par RID après digestion avec le système DigiPREP (Ϭ,ϰà gà d’ĠĐhaŶtilloŶ, cf. 

protocole digestion 4.2.1). Les valeurs obtenues sont présentés dans le Tableau 4, les 

incertitudes obtenues entre les réplicats de digestion ( 6%) indiquent un dopage homogène 

des échantillons.  

Tableau 4. Concentrations en Se naturel et 77Se0 dans les échantillons dopés. 

  [Senat] ng g
-1

 ± ng g
-1

 [
77

Se] ng g
-1

 ± ng g
-1

 

Spiruline 200 ± 8 66 ± 4 

       

  [Senat] µg g
-1

 ± µg g
-1

 [
77

Se] µg g
-1

 ± µg g
-1

 

Levure 2919 ± 85 1066 ± 13 

 

      5.2 Sélection de la solution de rinçage (étape 1) 

Les essais sur les solutions de rinçage sĠleĐtioŶŶĠesàd’apƌğsà laàƌeǀueàďiďliogƌaphiƋueà;NaClà

1M et SDS 0,1 %, cf 4.2.1) ont été réalisés en triplicats.  

Dans un premier temps, trois rinçages successifs avec chacune des solutions ont été 

appliqués aux échantillons (0,3 g de spiruline et 0,4 g de levure). Les valeurs moyennes 

obtenues sont rassemblées dans le Tableau 5. Pour la spiruline les résultats indiquent que 

l’utilisation de NaCl 1 M donne lieu à une récupération du 77Se0 dans le surnageant plus 

haute (7 ± 2 %) eŶàĐoŵpaƌaisoŶàaǀeĐàl’utilisation du SDS 0,1 % (4 ± 2 %).  

Pouƌàlaàleǀuƌeàl’utilisatioŶàdeàNaClàϭàMà;Ϭ,Ϭϳà±àϬ,Ϭϲà%Ϳàouà“D“àϬ,ϭà%à;Ϭ,ϭϲà±àϬ,ϭϯà%ͿàdoŶŶeà

lieu à des résultats similaires pour la récupération du 77Se0 dans les surnageants.  
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Tableau 5. Quantité de sélénium récupéré dans les surnageants NaCl 1M et SDS 0,1 % 

(somme des rinçages successifs). 

 
Masses initiales  

Masses et pourcentages 

dans les surnageants 

Surnageants NaCl 

 Senaturel 
77Se Senaturel 

77Se 

Spiruline (ng Se) 50  2 17  1 
22  7 1,2  0,4 

44  14 % 7  2 % 

Levure (µg Se) 874  25 319  4 
128  4 0,2  0,2 

14,7  0,6 % 0,07  0,06 % 

Surnageants SDS 

 Senaturel 
77Se Senaturel 

77Se 

Spiruline (ng Se) 53  3 18  1 
16  5 0,6  0,3 

30  10 % 4  2 % 

Levure (µg Se) 884  32 323  8 
117  7 0,5  0,4 

13,3  0,7 % 0,16  0,13 % 

 

D’apƌğsàces résultats, le SDS 0,1 % est choisi comme solution de rinçage car il entraine moins 

de pertes de 77Se0 en comparaison avec NaClàϭàM.àDeàplus,àl’utilisatioŶàde la solution de NaCl 

1 M entraine des sigŶauǆàd’iŶteŶsitĠ plus élevée dans les blancs en comparaison avec le SDS, 

ce qui dégrade la détection et la quantification du sélénium.  

L’utilisatioŶàdeàtƌoisàrinçages successifs avec SDS 0,1 % permet de solubiliser de 13 % (levure) 

à 30 % (spiruline) de sélénium naturel. La plus grande part du sélénium naturel étant 

éliminée lors du premier rinçage (62 % pour la spiruline et 74 % pour la levure), un seul 

rinçage avec la solution de SDS 0,1 % estàƌeteŶuàpouƌàlaàsuiteàafiŶàd’ĠǀiteƌàdesàŵaŶipulatioŶsà

supplĠŵeŶtaiƌesàd’ĠĐhaŶtilloŶsàetàd’ĠǀeŶtuellesàpeƌtesàouàĐoŶtaŵiŶatioŶs.  

Par ailleurs, la pƌiseàd’essai d’ĠĐhaŶtilloŶàutilisée pour ces premiers essais (0,3 g - 0,4 g) a 

rendu difficile la mise en suspension dans la solution de rinçage. Pour vérifier si la mise en 

ĐoŶtaĐtàdeà l’ĠĐhaŶtilloŶàaǀeĐà laàsolutioŶàaàĠtĠàeffiĐaĐeàŶousàaǀoŶsàƌĠpĠtĠà laàpƌoĐĠduƌeà (un 
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seul rinçage avec 1,5 mL de solution de SDS 0,1 %, 3 min bain ultrasons) avec une prise 

d’essaiàde Ϭ,ϭϱàgàd’ĠĐhaŶtilloŶ.àLes pourcentages de solubilisation du sélénium naturel sont 

alors de 20  5% et 11  2% pour la spiruline et la levure respectivement. Pour le traceur, les 

pourcentages sont de 5  2% et 0,23  0,21%. Ces valeurs sont donc tout à fait comparables 

avec celles précédemment obtenues. 

      5.3 Hydrolyse de l’échantillon (étape 2) 

L’effiĐaĐitĠà deà diffĠƌeŶtsà ƌĠaĐtifsà ;ĐhiŵiƋuesà ouà eŶzǇŵatiƋuesͿà pouƌà l’hǇdƌolǇseà desà

échantillons de levure et de spiruline a été évaluée dans un premier temps en se basant sur 

la perte en ŵasseàdeàl’ĠĐhaŶtilloŶ (Tableau 6).  

Tableau 6. PeƌteàeŶàŵasseàdesàĠĐhaŶtilloŶsàeŶàfoŶĐtioŶàdesàĐoŶditioŶsàd’hǇdƌolǇse.  

 Solution Conditions % échantillon restant 

  Tª (ºC) Temps Autres  

 NaOH 1M 22 3' Bain Ultrasons 92 % 

 NaOH 1M 65 1h DigiPrep-Bain marie 50 % 

 NaOH 1M 65 2*1h DigiPrep-Bain marie 44 % 

 NaOH 1M 65 10h DigiPrep-Bain marie 41 % 

Hydrolyse chimique      

 TMAH 10 % 22 20' Bain Ultrasons 87 % 

 TMAH 10 % 65 1h DigiPrep-Bain marie 61 % 

 TMAH 10 % 65 2h DigiPrep-Bain marie 59 % 

      

 HCl 1M 22 13h  117 % 

      

      

 Trypsine 37 18h Bain marie agité 84 % 

Hydrolyse 

enzymatique 

     

 Protease type 
XIV 

37 12h Bain marie agité 65 % 

            

 Lysozyme 37 20 h Bain marie agité 101 % 

 

Les pertes en masse les plus importantes sont ainsi observées après utilisation de la soude 

à 1M à une température de 65 ºC pendant 10 h ou après deux étapes successives de 1 h. 

Ces conditions sont donc retenues dans un premier temps. 
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      5.3.1 Hydrolyse basique à 65 ºC 

L’hǇdƌolǇseàestàƌĠalisĠeàavec 1,5 mL de NaOH 1M sur le culot récupéré après rinçage avec la 

solution de SDS.àCeàpƌotoĐoleàaàĠtĠàappliƋuĠàăàl’ĠĐhaŶtilloŶàdeàleǀuƌeàà une température de 

ϲϱàºCàetàdeuǆàduƌĠesàd’hǇdƌolǇse : 10 h et 2 fois 1 h.  

Les résultats présentés dans la Tableau 7 ŵoŶtƌeŶtàƋueà l’hǇdƌolǇseàďasiƋueàăàϲϱàºCàdoŶŶeà

lieu à une extraction comprise entre 70 et 100 % pour le sélénium naturel. Ces valeurs 

iŶdiƋueŶtàdoŶĐàuŶeàhǇdƌolǇseàeffiĐaĐeàdeàl’ĠĐhaŶtilloŶ,àŵaisàĠgaleŵeŶtàuŶeàŵiseàeŶàsolutioŶà

du traceur 77Se0 comprise entre 60 et 100 % dans le surnageant, ce qui ne correspond pas à 

notre objectif.à L’hǇdƌolǇseà ďasiƋueà està doŶĐà ĐoŶseƌǀĠe pour la suite des essais mais sans 

chauffage. 

Tableau 7. Quantité de sélénium mise en solution par NaOH 1M à 65 ºC. 

 

Masses initiales de  Senat 

et 
77

Se 

Masse et pourcentage de 

Senat et 
77

Se dans le 

surnageant 

10 h – 65º C 

 Senaturel 
77Se Senaturel 

77Se 

Levure (µg Se) 447  23 163  7 
310  15 98  4 

70  2 % 60  1 % 

1 h - 65 ºC (2 hydrolyses successives) 

 Senaturel 
77Se Senaturel 

77Se 

Levure (µg Se) 440  15 161  4 
443  50 163  10 

101  10 % 102  5 % 

 

      5.3.2 Hydrolyse basique à température ambiante 

L’hǇdƌolǇseàďasiƋueàestàŵiseàeŶàœuǀƌeàăàteŵpĠƌatuƌeàaŵďiaŶteà;ďaiŶàultƌasoŶs,àϯàŵiŶͿ.àLesà

résultats obtenus après une seule étape, deux ou cinq étapes successives sont rassemblés 

dans la Figure 8.  Les résultats détaillés complets sont présentés dans l’Annexe 2. 
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Figure 8. Quantité totale de sélénium mise en solution par NaOH 1M à température 

ambiante.  

Ces résultats indiquent que des hydrolyses successives à température ambiante donnent lieu 

à une solubilisation élevée du sélénium naturel avec des pertes relativement basses de 77Se0. 

Les valeurs obtenues pour la spiruline sont :  64 ± 9 %  de Se naturel et 10 ± 2 % de 77Se0 dans 

les surnageants après 5 hydrolyses successives. Les valeurs obtenues pour la levure après 5 

hydrolyses sont : 44 ± 2 %  de Se naturel et 2,3 ± 0,7 % de 77Se0 dans les surnageants. 

      5.4 Bilans de matière avec les conditions choisies 

Suite à ces étapes de traitement (SDS 0,1 % puis 5 hydrolyses successives NaOH 1 M), le 

bilan de masse est contrôlé par analyse des culots de la spiruline et de la levure. Avant 

hǇdƌolǇse,à lesà Đulotsà soŶtà ƌiŶĐĠsà deuǆà foisà ăà l’eauà ;ultƌasoŶs,à ϯ minutes) pour éliminer la 

solution résiduelle de NaOH. Les résultats sont présentés dans le Tableau 8. 

Les résultats montrent que le protocole choisi permet de solubiliser une grande quantité du 

sélénium naturel présente dans les échantillons. La quantité de Se naturel restante dans le 

culot est de 15 ± 2 % pour la spiruline. Cette quantité du sélénium naturel est éliminée avec 

une perte très basse de 77Se0, la quantité restante dans le culot  étant de 95 ± 6%. Le bilan de 

ŵatiğƌeààiŶdiƋueàdeàplusàƋu’ilàŶ’ǇàaàpasàeuàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàŶiàpeƌteàdeàŵatiğƌe.àLaàƋuaŶtitĠà

de sélénium naturel restante dans le culot pourrait être du sélénium élémentaire naturel 

présent dans la spiruline. 
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Tableau 8. Bilan de matière du protocole complet: 1,5 mL SDS 0,1 % ; 5*1,5 mL NaOH 1M et 

2 rinçages *1,5 mL H20. 

 

Masses initiales  

Masses et 

pourcentages dans le 

culot 

Bilan (SDS + NaOH + H2O 

+ Culot) 

 Senaturel 
77Se Senaturel 

77Se Senaturel 
77Se 

Spiruline (ng 

Se) 
30  1 10,0  0,6 

4,6  0,7 9,5  0,1 
110  6 % 108  9 % 

15  2 % 95  6 % 

Levure (µg Se) 448  13 164  2 
71  1 123  4 

77  3 % 78  4 % 
16,0  0,6 % 77  1 % 

 

De la même manière, les résultats obtenus pour la levure iŶdiƋueŶtàƋu’uŶe grande quantité 

duà sĠlĠŶiuŵà Ŷatuƌelà pƌĠseŶteà daŶsà l’ĠĐhaŶtilloŶà Ŷ’està pasàmise en solution (pouvant être 

également sous forme de Se (0) (forte concentration)) avec une valeur de 16,0 ± 0,6 % pour 

le sélénium naturel restant dans le culot. Une quantité importante de sélénium naturel peut 

être éliminée avec une perte plus élevée de 77Se0. Seulement  77 ± 1 %  du 77Se0 est récupéré 

dans le culot de la levure tandis que dans le culot de spiruline ce taux est de 95 ± 6 %. Les 

bilans de matière dans le cas de la levure sont ainsi de 78  4% pour le traceur et de 77 ± 3 % 

pour le sélénium naturel. Ces valeurs inférieures à 100% sont indicatives de pertes de 

matière pendant les manipulations et ne nous permettent pas de conclure aussi clairement 

que dans le cas  de la spiruline. 

      5.5 Application à des échantillons de cultures bactériennes 

Le protocole a ensuite été appliqué à trois échantillons issus de cultures bactériennes 

(Desulfovibrio sp.) en anaérobiose et en présence de sélénite, précédemment réalisées au 

laboratoire. Ces trois échantillons ont été obtenus après centrifugation des cultures 

induisant deux types de métabolisme (respiration des sulfates (SRL-1) ou des fumarates 

(FRR1-nr et FRR1-r)). Les échantillons FRR1-nr et FRR1-r proviennent de la même culture, 

l’uŶàaǇaŶtàĠtĠàƌiŶĐĠàaǀeĐàduàŵilieuàdeàĐultuƌeàsaŶsàsĠlĠŶiteà;FRR1-r).   
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Desulfovibrio sp. est une bactérie Gram-négative et procaryote comme la bactérie du genre 

Arthrospira qui se trouve dans la spiruline. Elles ont donc la même structure et l’application 

du protocole développé devrait fonctionner pour isoler le sélénium élémentaire produit lors 

des incubations de la bactérie Desulfovibrio sp. 

Les résultats obtenus suiteàăàl’appliĐatioŶàduàpƌotoĐoleàsont présentés dans le Tableau 9, qui 

donne un bilan de matière en % du sélénium récupéré dans chaque étape de la procédure.     

Tableau 9. Bilan de matière (%) duàsĠlĠŶiuŵàtotalàpouƌàlaàŵĠthodeàd’isolatioŶàduàsĠlĠŶiuŵ 

élémentaire dans les trois types de cultures. 

  

SRL-1 

 

FRR1-nr FRR1-r 

Quantité 

initiale 

µg ± µg Se 

1881 ± 65 1017 ± 29 1787 ± 71 

Quantité 

surnageant SDS  
0,12 ± 0,01 % 1,8 ± 0,1 % 0,59 ± 0,05 % 

Quantité 

surnageants 

NaOH  

1,2 ± 0,1 % 2,5 ± 0,2 % 1,2 ± 0,1 % 

Quantité 

surnageants 

H2O  

0,09 ± 0,01 % 2,4 ± 0,1 % 0,9 ± 0,1 % 

Fraction de Se 

(0) estimée  
60 ± 3 % 61 ± 4 % 30 ± 2 % 

Bilan  62 ± 3 % 68 ± 4 % 33 ± 2 % 

 

Les bilans de matière obtenus (< 100 %) indiquent soit une perte de matière soit un manque 

d’hoŵogĠŶĠitĠàdesàĠĐhaŶtilloŶs.àPouƌà lesàdiffĠƌeŶtes conditions testées les recouvrements 

de Se total sont en moyenne  de 62 ± 3 %, 68 ± 4 % et 33 ± 2 %  de récupération pour la 

culture SRL-1, FRR1-nr et FRR1-r respectivement. 
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L’appliĐatioŶà deà ce protocole aux cultures bactériennes de type Desulfovibrio sp. fait 

apparaitre des résultats très différents de ceux obtenus pour la spiruline, ce qui est indicatif 

d’uŶeàspĠĐiatioŶàtƌğsàdiffĠƌeŶtes du sélénium dans ces deux échantillons. Ceci pouvant être 

attribué au fait ƋueàlaàspiƌuliŶeàŶ’Ġtaitàpasàissueàd’uŶeàĐultuƌeàenrichie en Se ăàl’iŶǀeƌseàdesà

culots de type Desulfovibrio sp. cultivées dans un milieu contenant 0,1 mM d’ioŶsàsélénite. 

Par contre, nous pouvons conclure que la production de Se0 est indépendante du 

métabolisme car la quantité de Se0 obtenu par respiration des sulfates (SRL1, 60 ± 3 %) ou 

par respiration des fumarates (FRR1-nr, 61 ± 4 %) a été presque la même. D’autƌeàpaƌt,à laà

moitié de Se0 a été retrouvé dans le culot lorsque la culture bactérienne a été rincée avec le 

milieu de culture (FRR1-r, 30 ± 2 %). Ce pourcentage plus faible obtenu pour le culot rincé 

est difficile à expliquer mais pourrait en partie être du à une quantification erronée de la 

teneur du culot en sélénium total, celle-ci étant supérieure à celle mesurée dans le culot 

bactérien non rincé. 
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6. Conclusions 

L’oďjeĐtifà deà Đeà tƌaǀailà Ġtaità d’optiŵiseƌà uŶeà ŵĠthodeà deà pƌĠpaƌatioŶà d’ĠĐhaŶtilloŶ,à

permettant de séparer le Se0 des autres formes de Se pour application à des culots 

bactériens (Desulfovibrio sp) cultivés en milieu enrichi en sélénite. Deux modèles 

d’ĠĐhaŶtilloŶà;spiƌuliŶeàetà leǀuƌeͿàoŶtàĠtĠàutilisĠsàpouƌàtesteƌàdiffĠƌeŶtesàƌĠaĐtifsàpouƌà faire 

une première étape de nettoyage extracellulaire et une deuxième étape de lyse cellulaire. 

Pour la première étape, les meilleurs résultats sont obtenus lorsque Ϭ,ϭϱàgàd’ĠĐhaŶtilloŶàsont 

rincés avec 1,5 mL de SDS 0,1 %. Ce rinçage peƌŵetà d’ĠliŵiŶeƌà lesà espğĐesà ioŶiƋuesà duà

sélénium extracellulaires aiŶsiàƋu’uŶeàdĠsoƌgaŶisatioŶàdesàŵeŵďƌaŶesàpaƌàsolubilisation des 

lipides membranaires.   

Pour la deuxième étape, les meilleurs résultats son obtenus en faisant cinq hydrolyses avec 

1,5 mL de NaOH 1M, suivis de trois rinçages ăàl’eauàăàteŵpĠƌatuƌeàaŵďiaŶte.àL’appliĐatioŶà

de chaleur loƌsàdeàl’hǇdƌolǇse provoque une mise en solution très effiĐaĐeàdeàl’ĠĐhaŶtilloŶ,à

mais également celle du traceur 77Se0. 

Le protocole optimisé avec lesàdeuǆàŵodğlesàd’ĠĐhaŶtilloŶàpeƌŵetàd’ĠliŵiŶeƌà la plupart du 

sélénium naturel (15 ± 2 % pour la spiruline et 17,0 ± 0,9 % pour la levure sont quantifiés 

dans les culots), la plupart du 77Se0 restant dans le culot (95 ± 6 % pour la spiruline et 77 ± 1 

% pour la levure).  

Après application du protocole aux cultures bactériennes de Desulfovibrio sp. la quantité 

estimée de Se0 récupéré est : 60 ± 3 % pour la culture de respiration des sulfates (SRL-1), 61 

± 4 % pour la culture de respiration des fumarates non rincé (FRR1-nr) et 30 ± 2 % pour la 

culture de respiration des fumarates rincé (FRR1-r). Les résultats permettent de conclure 

que la formation de particules de Se0 est indépendante du métabolisme car la production est 

similaire lorsque la respiration de sulfates ou fumarates est utilisé dans le milieu de culture. 
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8. Annexes 

Annexe 1 : Calcul des incertitudes 

DaŶsàuŶàpƌeŵieƌàteŵps,à l’iŶĐeƌtitude (ΔxIcorrigéͿàsuƌà l’iŶteŶsitĠàduàsigŶalàĐoƌƌigĠàdesàfaĐteuƌsà

d’hǇdƌuƌatioŶàdeà“eàetàBƌ (Équations 7-12) est calculée: 

     2corrigé
1X2

corrigé
1X2X

corrigé
X IffIII       (a) 

Avec: 

ΔXI:à iŶĐeƌtitudeàsuƌà l’iŶteŶsitĠàduàsigŶalàdeàl’isotopeàXàŵesuƌĠàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶà;ĠĐaƌt-type 

suƌàtƌoisàŵesuƌesàpouƌàl’aŶalǇseàtotaleͿ 

f:àfaĐteuƌsàd’hǇdƌuƌatioŶàdeà“eàou Br 

Δf: incertitude sur fSe ou fBr  

 

Les incertitudes sur les rapports isotopiques sont déterminées à partir de celles des 

intensités des isotopes de Se considérés dans le rapport: 
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
       (b) 

Avec : 

XSe et YSe déterminés selon les Équations 7-12 

ΔXSe et ΔYSe déterminés selon (a) 

L’iŶĐeƌtitudeàdeàla correction du biais de masse (K ± ΔK) est: 
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Avec : 

x/y R :àƌappoƌtàdesàisotopesàǆàetàǇàŵesuƌĠàapƌğsàĐoƌƌeĐtioŶàd’hǇdƌuƌatioŶ 

M : différence entre les masses des isotopes X et Y  

K : biais de masse 
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ΔK: incertitude sur K  

Lesà iŶĐeƌtitudesà suƌà lesà aďoŶdaŶĐesà isotopiƋuesà deà “eà daŶsà l’ĠĐhaŶtilloŶà aiŶsià Ƌueà suƌà saà

masse atomique sont ensuite calculées:  
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Avec : X : isotopes 76, 77, 78 ou 82 

Les incertitudes analytiques sur les concentrations de Senaturel et Setraceur (Éq. 2 et 3) sont 

fiŶaleŵeŶtàĐalĐulĠesàăàl’aideàde (f) et (g):  
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Avec : 

77,78As.:àaďoŶdaŶĐesàdesàisotopesàϳϳàetàϳϴàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶà 

Δ77, 78As:àiŶĐeƌtitudesàsuƌàlesàaďoŶdaŶĐesàdesàisotopesàϳϳàetàϳϴàdaŶsàl’ĠĐhaŶtilloŶà 
77, 78Anaturel:àaďoŶdaŶĐesàdesàisotopesàϳϳàetàϳϴàdaŶsàl’ĠtaloŶàdeà“eàdeàĐoŵpositioŶàisotopiƋueà

naturelle ajouté pour la dilution isotopique inverse 

[Se]s et Δ[Se]s: ĐoŶĐeŶtƌatioŶàdeà“eàtotalàdaŶsàl’échantillon et son incertitude  
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Annexe 2 : Hydrolyse basique à température ambiante 

Tableau. Quantité totale de sélénium mise en solution par NaOH 1M à Tª ambiante.       

 
Masses initiales  

Masses et pourcentages 

dans les surnageants 

1 hydrolyse  

 Senaturel 
77Se Senaturel 

77Se 

Spiruline (ng Se) 30  1 10,1  0,6 
3,6  0,9 0,08  0,07 

12  3 % 0,8  0,7 % 

Levure (µg Se) 453  21 166  6 
56  4 0,2  0,1 

12,3  0,6 % 0,11  0,07 % 

2 hydrolyses successives 

 Senaturel 
77Se Senaturel 

77Se 

Spiruline (ng Se) 53  3 18  1 
26  3 0,5  0,2 

49  7 % 3  1 % 

Levure (µg Se) 885  33 323  9 
64  38 0,2  0,1 

7  4 % 0,06  0,03 % 

5 hydrolyses successives 

 Senaturel 
77Se Senaturel 

77Se 

Spiruline (ng Se) 30  1 10,0  0,6 
19  3 1,0  0,2 

64  9 % 10  2 % 

Levure (µg Se) 448  13 164  2 
195  8 4  1 

44  2 % 2,3  0,7 % 

 

 


