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Résumé

En raison de leur utilisation répandue dans les soins de santé humaine et animale, les
antibiotiques et autres résidus de médicaments sont omniprésents dans 1’environnement et en
particulier dans le milieu aquatique. Compte tenu de leurs impacts potentiels sur le
fonctionnement de 1'écosysteéme et la santé publique, la quantification des résidus de
médicaments sur l'environnement est devenue une nécessité. Diverses techniques d'analyse se
sont avérées étre appropriées pour la détection fiable de tels composés. Cependant, la
quantification peut étre difficile car ces contaminants émergents sont présents a 1’état de
traces ou d'ultra-traces. Par conséquent, 1'exactitude des analyses environnementales dépend a
la fois de I'efficacité et de la robustesse de la méthode d'extraction et de quantification.

Des procédures d’analyse de traces de ces contaminants émergents, ont ét€ mise au
point et des méthodes basées sur des analyses LC-MS/MS ont été développées. Pour les
échantillons aqueux, 1’extraction est menée sur phase solide (SPE, OASIS HLB). Les MLOQ
sont comprises entre 0,2 et 3 ng/L. Pour la matrice solide, la procédure d’extraction a haute
température et pression a été utilisée suivie d’une purification SPE.

Afin d’évaluer le contexte de la pollution totale, la méthodologique analytique validée
a été appliquée a des échantillons d’eaux potables et usées provenant de la France et de la
Tunisie. Les résidus de médicament associés a la matiere solide en suspension (MES) ont

également été quantifiés pour compléter I’évaluation du degré de pollution environnementale.

Mots clés :

Eau, sol, polluants émergents, traces, préparation d’échantillon, LC-MS/MS.
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Abstract

Due to their widespread use in human and animal health care, antibiotics and other
drug residues are ubiquitous in the environment in general and the aquatic environment in
particular. Given their potential impacts on the functioning of the ecosystem and public
health, the quantification of drug residues on the environment has become a necessity.
Various assay techniques have been found to be suitable for the reliable detection of such
compounds. However, quantification can be difficult because these emerging contaminants
are present in the trace or ultra-trace state. Therefore, the accuracy of environmental analyzes
depends on both the effectiveness and the robustness of the extraction and quantification

method.

Trace analysis procedures for these emerging contaminants were therefore developed
and methods based on LC-MS / MS analyzes were also developed. For aqueous samples,
extraction is carried out on solid phase (SPE, OASIS HLB). MLOQs range from 0.2 to 3
ng/L. For the solid matrix, the extraction procedure at high temperature and pressure was used

followed by SPE purification.

To assess the context of total pollution, the validated analytical methodology was
applied to drinking and wastewater samples from France and Tunisia. Drug residues
associated with suspended solid matter (SSM) were also quantified to complete the

assessment of the degree of environmental pollution.
Keywords :

Water, Soil, emergents pollutants, traces, sample preparation, LC-MS/MS.
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Liste des abréviations

AMP: Ampicilline

APCI : Ionisation chimique a pression atmosphérique en anglais (Atmospheric-Pressure
Chemical Ionization)

CBZ: Carbamazepine

CEC : Capacité d’echange cationique

CI : Ionisation chimique

CIP : Ciprofloxacine

CTC : Chlortétracycline

CV : Coefficient de Variation

DAN : Danofloxacine

DIC: Dicyclanil

DIF: Difloxacine

DOX : Doxycycline

EI Ionisation d’électron (Electron Ionization)

ENR : Enrofloxacine

EP : Eau potable

ESI+ et ESI- : Mode d’ionisation par electrospray positive et négative (Electrospray Ionization)
EU : Eau usée

Ff: Florfénicol

FQs : Fluoroquinolones

GC: Chromatographie en phase gazeuse (Gaz chromatography)

GEM: Gemfibrozil

HPLC:Chromatographie liquid haute performance (High Performance Liquid
Chromatography)

HPLC-MS/MS: Chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de
masse en tandem

Kow : Coefficient de partage octanol/eau

LC: Chromatographie en phase liquide (Liquid Chromatography)

LLE: Extraction liquide-liquide

LOD: Limite de detection

LOQ: Limite de quantification

MAE: Extraction assistée par micro-onde

MES : Matiéres en suspension

MIN: Minocycline

MLOD: Limite de Détection méthodologique

MLOQ: Limite de Quantification méthodologique

MMLLE: Microporous Membrane Liquid Liquid Extraction

MON: Monensin

MRM: Mode de transitions sélectionnées (Multiple Reaction Monitoring)
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MS: Spectrométrie de masse

MS/MS: Spectrométrie de masse en tandem

ND : Non détecté

NOR: Norfloxacine

Nc: Nombre de cycle

OASIS HLB : Type de colonne d’extraction en phase solide

OFL: Ofloxacine

ORB: Orbifloxacine

OTC: Oxytétracycline

PLE: Extraction liquide a haute pression (Pressurized Liquid Extraction)
QqQ : Triple quadripole

SAX: Strong Anion eXchange

SBZ: Sulfabenzamide

SDMX: Sulfadiméthoxazole

SDZ: Sulfadiazine

SMR: Sulfamérazine

SMX: Sulfaméthoxazole

SMZ: Sulfaméthazine

SN: Sulfanilamide

SNs: Sulfonilamides

SPE : Extraction en phase solide (Solid Phase Extraction)

SPLE: Extraction sélective de liquide pressurisé (Selective Pressurized Liquid Extraction)
SPME: Micro-extraction en phase solide (Solid Phase Micro Extraction)
STEP : Station d’épuration

STZ: Sulfathiazole

T° : Température

TC : Tétracycline

TCs : Tétracyclines

Ts : Temps statique

TRI: Triméthoprim

TYL: Tylosine

P: Pression

UAE: Extraction assistéé par ultrasons (Ultrasonic-Assisted Extraction)
UV : Ultraviolet
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Les différents compartiments environnementaux recoivent de nombreux polluants
de maniére continue provenant des différentes activités humaines. Depuis une quinzaine
d’années, I’attention des chercheurs s’est portée sur la présence dans les eaux superficielles,
les eaux souterraines, les eaux potables et les sols, de composés qualifiés de polluants
émergents parmi lesquels figurent les produits pharmaceutiques. En effet, la mise en évidence
de ces contaminants n’a été possible que grace a I’amélioration significative des instruments
et des procédures analytiques qui permettent d’atteindre désormais des limites de
quantification compatibles avec les concentrations environnementales relatives a ces
contaminants. Cet intéret pour la pollution de I’eau est justifié par les réserves mondiales en
eau en matiere de pénurie et de qualité. Ce probleme de la rareté de 1’eau et de sa qualité se

pose essentiellement dans les pays tels que la Tunisie.

Plusieurs substances chimiques sont de plus en plus utilisées dans la vie
quotidienne ainsi que pour les activités agricoles et industrielles. Ces composés se retrouvent
ainsi dispersés dans les différents compartiments environnementaux. De nombreux
médicaments et principes actifs sont présents dans 1’environnement. Ces contaminants,
persistants dans 1’environnement, ne font encore 1’objet d’aucune réglementation. Ces
polluants qui préoccupent la communauté scientifique regroupent les antibiotiques a usage
humain et vétérinaire. La contamination de 1’environnement par ces substances présente un
sujet trés préoccupant car elle peut présenter, a long terme, divers dangers. En effet, la
présence d’antibiotiques dans I’environnement peut entrainer la prolifération de micro-
organismes résistants ce qui représente une réelle menace pour la santé humaine. De plus, ils
peuvent avoir des effets toxiques sur les écosystemes. Enfin, la répartition et le devenir de ces
composés organiques émergents introduits régulierement dans I’environnement sont loin

d’étre connus et caractérisés.

Ces substances consommées par les hommes et les animaux sont, par la suite,
excrétées et se retrouvent dans le milieu récepteur. Les stations d’épuration qui recoivent les
differentes eaux usées domestiques, industrielles et autres éliminent partiellement ces

contaminants.

Ces contaminants émergents sont présents dans les effluents et dans les boues des

stations d’épuration ainsi que dans les lisiers qui sont épandus sur les terrains agricoles.
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L’évaluation de I’état chimique de I’eau ainsi que celle du sol est réalisée
aujourd’hui principalement par la mesure de la concentration de substances polluantes. Dans
les années a venir, les contaminants dits « émergents » (stéroides hormonaux, détergents,
cosmétiques, composés antibiotiques,...) seront de plus en plus ciblés par les différentes
directives, nationale et internationale, en constante évolution pour la protection de ’'Homme

et de son environnement.

Les normes de qualité environnementale évoluent sans cesse, et les composés
recherchés sont présents dans I’environnement a 1’état de traces, il apparait donc nécessaire de
développer des outils fiables permettant de les analyser dans les différents compartiments de

I’environnement (eaux et sols).

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail, est de nous intéresser aux
antibiotiques a usages humain et vétérinaire appartenant a plusieurs familles (tétracyclines,

fluoroquinolones, sulfonamides, macrolides, antiparasitaires et phénicolés).

Dans la littérature, de nombreuses méthodes ont été développées pour 1’analyse
d’une ou deux familles d’antibiotiques dans 1’eau. En revanche, peu de procédures ont été
décrites pour le sol, matrice relativement complexe (nombreux interférents, nécessité de

rompre les interactions entre les substances et la matrice).

Etant donné le milieu et les conditions d’étude, il est indispensable de détecter et
de quantifier, en un nombre réduit d’analyses, et donc en un temps raisonnable, diverses
familles chimiques sur un méme échantillon. Il est donc nécessaire de mettre en place des
procédures permettant de détecter simultanément des composés ayant des propriétés physico-

chimiques différentes.

La présente étude entre dans le cadre de la chimie analytique et de
I’environnement qui est liée principalement aux phénomenes de pollution pour déterminer le

niveau de contamination de 1’environnement par les produits pharmaceutiques.

L’objectif principal de ce travail est de développer des méthodologies d’analyse
simultanée de multi-familles en utilisant la chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem pour 1’analyse de traces d’antibiotiques humains et
vétérinaires se trouvant en phase aqueuse et en phase solide. Ces méthodes ont été appliquées

a I’analyse d’échantillons environnementaux.

Apres une étude bibliographique, dans le chapitre I, et une présentation du

matériel et de la méthodologie, dans le chapitre II, nous présentons dans le troisiéme chapitre
3
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le développement de la méthode multi-familles pour I’analyse des composés en phase liquide.
La procédure pour la phase solide est développée au chapitre IV dans lequel nous optimisons
et validons une méthode d’extraction innovante, la PLE (Pressurized Liquid Extraction). Dans
le dernier chapitre, nous décrivons les résultats obtenus dans le cas d’échantillons de matrices

prélevées dans I’environnement.

Enfin, ce mémoire est clot par une conclusion et une ouverture sur des

perspectives de recherche.
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I. Médicaments et environnement

De nos jours, I'utilisation des médicaments par 1’€tre humain ne cesse d’accroitre de
maniere alarmante. Pour cela, 1’élaboration et le déveleoppement des médicaments prennent
de plus en plus d’ampleur et attirent 1’attention de plusieurs centres de recherches. En France,

plus de 3000 médicaments a usage humain et 300 médicaments a usage vétérinaire sont

disponibles sur le marché.

La présence des produits pharmaceutiques dans I’environnement constitue un sujet de
préoccupation actuelle a 1’échelle francaise, européenne et mondiale dans le cadre des
préservations des ressources en eau. En effet, grice a I’amélioration des techniques
analytiques, les études menées au cours des dix dernieres années ont montré la présence a
I’état de traces de ces micropolluants dans les milieux terrestres et les milieux aquatiques, y
compris, dans certains cas, dans les eaux de boisson. Congus pour étre biologiquement
actives, les médicaments peuvent avoir des risques écologiques et sanitaires liés a leur
présence dans l’environnement. Parmi les contaminants médicamenteux (annexe 1), les

principales classes de médicaments retrouvées dans 1’environnement sont :
Les analgésiques et anti-inflammatoires

Les antiépileptiques

Les B-bloquants

Les hypolipémiants

Les hormones et agents contraceptifs

AN N N N N

Les antibiotiques

Les antibiotiques sont considérés comme marqueurs de pollution largement utilisés dans la
vie quotidienne et retrouvés régulierement dans 1’environnement. C’est dans cet axe de
recherche que notre intérét s’est porté sur la détection des antibiotiques dans les milieux

naturels.
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I1. Antibiotiques : généralités et définition

Un antibiotique est une substance qui peut étre naturelle ou synthétique dont il bloque la
croissance des bactéries, appelé bactériostatique, et détruit définitivement la croissance des
bactéries, il s’agit de bactéricide. Un méme antibiotique peut étre bactériostatique a faible
dose et bactéricide a dose plus élevée. Les antibiotiques a base naturelle constitué
principalement des champignons ou d'autres bactéries. Ces dernieres les produisent pour
éliminer les bactéries concurrentes avec lesquelles ils sont en compétition dans leur biotope.
Cependant, peu d’antibiotiques naturels sont utilisables en thérapeutique humaine, pour des

raisons de disponibilité dans 1'organisme.

Les antibiotiques agissent de maniere spécifique sur les bactéries, en bloquant une étape
essentielle de leur développement : synthése de leur paroi, de I'ADN, des protéines, ou la
production d'énergie, etc. Ce blocage se produit au moment que 1’antibiotique se fixe sur sa
cible, une molécule de la bactérie qui participe a l'un de ces processus métaboliques
essentiels. Cette interaction entre l'antibiotique et sa cible est tres sélective, spécifique des
bactéries et ces composés ne sont en général pas actifs ni sur les champignons ni sur les virus.
Outre les antibiotiques, Il existe aussi d'autres molécules actives qui agissent en tant que des

agents infectieux appellés des antifongiques ou des antiviraux

Comme étant la quatrieme consommatrice au niveau mondial et deuxieéme
consommatrice au niveau européen, la France doit particulicrement s’intéresser aux

problémes potentiels liés aux rejets de résidus de médicaments dans les milieux aquatiques.

I1.1. Différents types d’antibiotiques

Les antibiotiques, découverts dans la premieére moitié du XXe siecle, sont des
substances chimiques organiques d’origine naturelle ou synthétique inhibant et tuant les
bactéries. Elles peuvent €tre classés selon leur origine (produit naturel ou de synthese), leur
spectre d’activité (liste des especes pathogenes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs),
leur nature chimique ou enfin selon leur mode d’action. Plus précisement et sur le plan
biologique, ces antibiotiques sont des substances antibactériennes, produites par des
microorganismes (champignons microscopiques ou bactéries) ou par synthése chimique et qui
sont capables d'inhiber la multiplication ou de détruire d'autres micro-organismes. Les
différentes familles d’antibiotiques et leurs mécanismes d’action sont résumés dans le

Tableau I.1.
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Tableau I. 1. Différentes familles d’antibiotiques et mécanismes d’action

Famille Exemple de Exemple de Mécanisme d’action
composés médicaments
Ofloxacine Oflocet Les fluoroquinolones inhibtent la synthese
Quinolones Norfloxacine Noroxin de I’ADN de la bactérie en se fixant sur le
complexe « ADN-ADN ».
Azithromycine Rulid Les macrolides sont des antibactériens qui
Macrolides Roxithromycine Roxithromycine- | bloquent la synthese protéique bactérienne.
Tylosine Sandoz Ils sont bactériostatiques.
Tétracycline Les tétracyclines inhibtent la syntheése des
Tétracyclines Chlortétracycline Toléxin protéines au niveau de la sous unité 50 S
Dicyclanil du ribosome.
Sulfanilamide Les sulfonilamides présentent une activité
Sulfonilamides | Sulfaméthoxazole Bactrim bactériostatique. Ils bloquent I’action de
synthése en entrant en compétition avec le
PAB (Acide para-amino benzoique).
I1. 2. Mode d’action

Tous les antibiotiques agissent a 1’échelle moléculaire au niveau d’une ou plusieurs

étapes métaboliques indispensables a la vie d’une bactérie.

Cependant, chaque antibiotique agit a un endroit spécifique de la bactérie. Certains inhibent la

synthése de la paroi bactérienne (B-lactames), d’autres agissent sur la membrane

cytoplasmique (polymyxines), d’autres interférent avec la synthése protéique bactérienne

(tétracyclines, macrolides, phénicolés, et des antibiotiques inhibent le métabolisme des acides

nucléiques (sulfonilamides,...) (Figure I.1). [1]
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Figure 1. 1. Cibles de I’action des antibiotiques

I1. 3. Antibiotiques a usage vétérinaire

Les antibiotiques a usage vétérinaire ont d’abord été employés pour traiter des maladies

infectieuses graves. Parmi ces antibiotiques, nous pouvons citer : les tétracyclines, les

fluoroquinolones, les macrolides etc... Actuellement, ils sont également utilisés comme

additifs dans la nourriture des animaux, ce qui permet de promouvoir leur croissance.

Une partie des antibiotiques administrés n’est pas complétement métabolisée par

I’organisme. Elle est rejetée via les urines et les feces, partiellement sous forme inchangée

(molécule native), I’autre partie étant sous forme de métabolites (il existe des métabolites de

phase 1 sous forme non conjuguée issue d’oxydation, réduction, hydrolyse qui sont actifs et

des métabolites de phase 2 conjugués, par exemple acétyles, qui sont rendus inactifs par cette

conjugaison) (Bialk-Bielinska et al., 2012). Toutes ces substances sont susceptibles de se

retrouver dans les différents milieux environnementaux.

Un code communautaire relatif aux médicaments vétérinaires (2001/82/CE) a été mis en

application. 1l regroupe les dispositifs en vigueur en matiere de production, de mise sur le

marché, de distribution et d’utilisation de ces médicaments pour un usage vétérinaire. Il

permet notamment de limiter les risques pour les humains et I’environnement. Cependant,

cette réglementation ne tient pas compte des aliments médicamenteux ou de certains additifs

incorporés aux aliments des animaux (Tron et al., 2001).

I1. 4. Antibiotiques a usage humain

Outre les antibiotiques a usage vétérinaire, Il existe plusieurs antibiotiques a usage

humain dont il englobe la famille des fluoroquinolones, des tétracyclines, les sulfonilamides

et les macrolides. Ils sont excrétés via les urines et les selles sous forme inchangée ou de

© 2016 Tous droits réservés.
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métabolites. Ces composés proviennent principalement d’un usage domestique mais aussi des
rejets d’industries chimiques pharmaceutiques et des établissements de soin (Bialic et al.,

2013).

II. 5. Consommation d’antibiotiques en France et en Tunisie

II. 5.1.Consommation humaine et vétérinaire des antibiotiques en France

La France se place en quatrieme position mondiale de la consommation des
médicaments en termes de dépense moyenne de médicaments par habitant (Sabban, 2007 et
Le Pen et al., 2007). Les substances biologiquement actives contenues dans chaque spécialité

pharmaceutique se caractérisent par une grande diversité de structure chimique.

II. 5.1.1. Consommation humaine

La consommation des médicaments en France est renseignée dans différents rapports :
(AFSSAPS/ANSM de 2004 — 2012 ; AMCN, 2011 ; Chevance et al., 2012 ; Haguenoer et al.,
2008 ; Bouvier et al., 2010 et Viens et al., 2007).

Le rapport de I’académie nationale de pharmacie francaise montre que la France est une
grande consommatrice des médicaments concernant les achats de médicaments par les
pharmacies (Tableau 1.2) : quatriéme du monde apres les Etats-Unis, le Japon et I’ Allemagne,
deuxieme en Europe apres 1’ Allemagne. Ce rapport montre aussi que la France et I’ Allemagne
sont les deux pays les plus consommateurs de I’Europe (pres de 2 fois plus que le Royaume
Uni (3%™) et I'Italie (4°™). Cependant, ces chiffres dépendent du nombre d’habitants, des

conditions de vie et aussi des prix dans les pharmacies de chaque pays.

10
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Tableau 1.2. Comparaison de la consommation humaine d’antibiotique de différents

pays
Pays Année 2005 \ Année 2006
En millions US$
Etats-unis 196190 197802
Japon 60273 56675
Allemagne 26733 27668
France 24520 25630
Royaume Uni 14985 15666
Italie 14496 14942
Canada 11994 13719
Espagne 10852 11629
Mexique 7481 8096
Brésil 6760 8366
Australie+ Nouvelle Zélande 5688 5803
Argentine 2037 2285
Total en sélection 370015 388281

Extrait du rapport de ’académie nationale de pharmacie — 2008

Un classement a été réalisé différemment par Sabban et al. et I’AMCN (Sabban et al.,
2007; AMCN, 2011) en utilisant comme source de données, la société IMS-HEALTH en
2006 et 2009 en unité standard par habitant (USH) sur 8 classes de médicaments trés souvent

utilisés dans 7 pays Européens (Tableau. 1.3). Ils montrent que le Royaume-Uni est en téte

pour la période 2006-2009 (419 USH en 2006 et 456 USH en 2009).

La France est en 2™ position (375 USH en 2006 et 382 USH en 2009), I’Espagne suit
en 3°™ position en 2006 mais arrive a égalité avec la France, en 2°™ position en 2009. La

consommation de ces trois pays est plus élevée que la moyenne des 7 pays étudiés (328 USH
en 2006 et 360 USH en 2009) (Tableau. 1.3).

Au regard des taux de croissance annuels moyens sur cette période, il est a conclure que
la consommation en France est quasiment stable (seulement +0,5% pour 3 ans). L’ Allemagne,

I’Italie et I’Espagne posseédent une forte croissance : plus de 4% (4,3%, 4,5% et 4,6%)
(Tableau.l.3).

11
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Tableau 1.3. Taux de croissance annuel de la consommation des médicaments en Europe

2006 2009 Taux de croissance
Rang | Unité standard | Rang | Unité standard annuel moyen période
par habitant par habitant 2006/2009
France 2 375 (380%) 2 382 +0,5%
Allemagne 4 290 (289%) 4 329 +4,3%
Italie 6 261 (265%) 6 298 +4,5%
Pays-Bas 5 277 5 310 +3,8%
Espagne 3 334 (309%) 2 382 +4,6%
Suisse 7 209 7 228 +2.9%
Royaume- 1 419 (425%) 1 456 +2,9%
Uni
Moyenne 328 360 +3,2%

Point d’information de 1’assurance Maladie mars 2011 ; * : Point de repére n°12 de 1’ Assurance Maladie-décembre 2007

La consommation détaillée de plus 100 médicaments « hors hormones et anticancéreux »
a usage humain en France a été présentée dans le rapport du CEMAGREF (Besse et Garric,

2007, Annexe 2).

Cette étude est basée sur les chiffres fournis par diverses sources au niveau national

(AFSSAPS), régional (Alliance-Santé) ou local (CPAM).

I1.5.1.2. Consommation vétérinaire

Il y a environ 600 ingrédients actifs qui sont commercialisés sur le marché européen.
Cependant, les publications et les documents fournissant des données de ventes ou de
consommation sont plutot limités (Kools er al, 2008). Les travaux de Kools et al (2008)
montrent que la France est la plus grosse consommatrice de médicaments vétérinaires en
europe (1208 Tonnes), suivie par 1’Allemagne (716 Tonnes) et le Royaume-Uni
(425 Tonnes). La Finlande est le pays ayant la plus faible consommation (seulement 15
Tonnes). En considérant d’une part les données rapportées pour certains pays, et d’autre part,
les données extrapolables pour d’autres pays, il apparait que I’Espagne passe en pome position

en termes de consommation (742 Tonnes) (Tableau. 1.4).

En rapportant la consommation des médicaments a la production de la viande, la

France reste largement en téte : 0,21 tonnes de médicaments par tonnes de viande (tm/tv). Le

12
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Pays-Bas passe devant 1’ Allemagne en 2éme position : 0, 20 tm/tv suivi par le Royaume-Uni :

0,13 tm/tv. La Suede et la Finlande sont les 2 pays ou les médicaments vétérinaires sont les

moins consommés : seulement 0,04 tm/tv. La France est le 2°™ pays producteur de viande

mais aussi le pays qui consomme le plus de médicaments vétérinaires en Europe (Tableau 1.4)

Tableau I.4. Comparaison de la consommation des médicaments a usage vétérinaire des
pays européen

Pays Production de | Antibiotiques | Antiparasitiques| Hormone
viande (x1000 ta) (1) (1) (1)
Denmark 2149 111 0,24 0,03
Finlande 377 13,3 1,8 0,0
France 5869 1179 28,5 0,7
Allemagne 6612 668.,8 46,3 0,67
Suede 536 16,1 3,86 0,28
Pays -bas 2321 453 11,3 0,3
UK 3329 414 10,84 0,48
Sous-totaux  (données 21193 28552 61,24 1,46
déclarées)
Données d'utilisation extrapolées
Austria 837 113 41 0,10
Belgique 1320 178 6,4 0,15
Cyprus 66 9 0,32 0,008
Republique tcheque 755 102 3,7 0,09
Estonia 54 7 0,26 0,006
Grec 485 65 2,4 0,06
Hungarie 909 123 44 0,11
Irelande 981 132 4.8 0,11
Italie 3556 479 17,2 0,41
Latvia 73 10 0,35 0,008
Lithuania 195 26 0,94 0,02
Luxembourg 22 3 0,11 0,003
Malte 16 2 0,08 0,002
Polande 3152 425 15,3 0,36
Portugale 693 93 3,36 0,08
Slovakia 291 39 1,41 0,03
Slovenia 127 17 0,62 0,015
Espagne 5308 715 26 0,61
Total 40034 5393 194 4,63
Utilisation globale 5500
totale
Total EU-15 34397 4634 165 4
(Extrait de Kools et al., 2008)
13
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Les antibiotiques constituent plus de 90% du total des médicaments a usage vétérinaire en
France (Kools et al., 2008, Annnexe.3). La famille des tétracyclines est plus souvent utilisée
(plus de 40% de ventes), la famille des sulfonilamides est en deuxiéme position (pres de 20%
de ventes), les pénicillines et les macrolides arrivent en troisiéme et quatriéme position
(autour de 10% de vente). Quatre premieres familles contribuent a plus de 80% du total des

ventes des antibiotiques a usage vétérinaire.

11.5.2. En Tunisie

D’une maniere générale, entre 2005 et 2013, la consommation d’antibiotiques en Tunisie
a augmenté de 35 a 48,1%. Les données sont principalement issues du rapport du ministere de

la santé suivant :

Etats des lieux sur la consommation nationale des antibiotiques (Ministére de la santé,
Direction de la Pharmacie et du Médicament (DPM) dont les médicaments étudiés sont

exclusivement les antibiotiques, la période d’étude s’étale entre 2011 et 2013.

Les données sont recueillies a partir de la base de données de la DPM « SIAMED », la
consommation a été évaluée en Doses Définies Journalieres (DDJ)/ 1000 Habitants/jour).

L’évaluation a été réalisée par rapport au nombre de doses journalieéres par mille habitants.

Cette étude a bien montré que la Tunisie est une grande consommatrice des médicaments

par rapport au Pays- Bas, la Gréce ou la France (Figure 1.2).

—

= Pays Bas

France

= Gréce

= Tunisie

2011 2012 2013

Figure I. 2. Comparaison de la consommation des antibiotiques en Tunisie avec d’autres
pays

Dans toutes les classes d’antibiotiques, au moins une substance active a été retirée du
marché. L’innovation thérapeutique est désormais trop modeste pour assurer le
renouvellement du marché. Cette situation a eu pour corollaire un développement important

du marché des génériques en Tunisie. Les génériques représentaient, en 2012, 63 % de la

14
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consommation d’antibiotiques en ville (exprimée en pourcentage de nombre de DDJ). Cette
proportion a diminué a 60% en 2013 avec I’augmentation d’utilisation des princeps (de 37%

en 2012 a 40% en 2013) (Annexe 3).

Concernant la répartition de la consommation d’antibiotiques entre le secteur de ville et
I’hopital durant la période (2011, 2013), en volume, et en doses définies journaliéres, les
antibiotiques sont plus largement utilisés dans le secteur de ville que dans le secteur
hospitalier. La consommation dans le secteur de ville passe en 2011 de 23,3% a 32,5% en
Doses Définies Journalieres pour 1000 habitants. La consommation dans le secteur hospitalier

diminue entre 2011 et 2012 mais reste plus ou moins stable entre 2012 et 2013 (Annexe 3).

La consommation des antibiotiques par classe thérapeutique dans les secteurs officinal et
hospitalier (2013) est illustrée dans la Figure 1.3. Cette étude a montré que les Pénicillines
occupent la lere position avec 60,8% dans le secteur officinal ( beaucoup plus élevée par
rapport a la consommation en Gréce avec 38%) et atteint 71% dans le secteur hospitalier ,
suivi par les macrolides et lincosamides qui présentent 9,8% dans le secteur hospitalier et
presque le double (16,6%) dans le secteur officinal tandis que les aminosides occupent la

derniére position avec une valeur inférieur a 1% dans les deux secteurs (Annexes 4, 5, 6, 7,8

et9).
B ® Penicillines
= Macr/Linc/Syn|
Secteur 2
Officinal m Cyclines
® Quinolones
) m Ceph et
autres B-Lact
® Aminosides
Secteur
Hospitlier % Autres ATB
0% 20% 40% 60% 80% 100%
nb Doses Définies Journaliéres/1000 H/J)

Figure I. 3. Consommation des antibiotiques en Tunisie en 2013

(Ministere de la santé)
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I1.6. Propriétés physico-chimiques des antibiotiques

Des antibiotiques appartenant a différentes familles chimiques ont été choisis en fonction

de leur consommation en médecine vétérinaire et humaine.

Tétracyclines :

Ces molécules ont un caractére amphotére, possédant trois sites ionisables et peuvent
exister sous formes cationique, anionique ou neutre. Elles ont pour caractéristique de posséder
quatre cycles associés (Figure 1.4). Ce sont donc des composés plutot lipophiles ce qui leur
permet, par exemple, de traverser la membrane cellulaire pour atteindre leurs cibles dans
I’organisme. Elles sont substituées par des groupements plus ou moins hydrophiles
(hydroxyle, amide, cétone). Ces substances sont polaires (log Koy, entre -1,30 et -0,02) et sont

solubles dans I’eau.

OH O OH O 0

Figure L. 4. Squelette de base de la famille des tétracyclines

Les tétracyclines étant treés utilisées en médecine vétérinaires. Cinq substances
appartenant a cette famille ont été choisis dans cette étude : la tétracycline, 1I’oxytétracycline,

la chlortétracycline, la doxycycline et la minocycline. Leurs propriétés sont rassemblées dans

le Tableau L.5.
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Tableau 1. 5. Propriétés physico-chimiques des tétracyclines

Solubilité
Composé Structure chimique log Kow dans I’eau pKa
(mg/L)
Chlortétracycline Flel T 630 pKa,= 3, 30
Hah” j/ i i /ﬁ -0, 62 (25°0C) pKazz 7,44
o “»/HE“;. = pKaz=9, 27
/ri\ OH
OH O '//CI!\HOHD JCJJ\ pKaI: 3’ 50
Doxycycline (L\ jﬁ[ N, -0, 02 630 pKa,=7, 70
MY Y (25°C) pKas=9, 50
HG o OH N
Hie™ TCHs
pKa;= 2, 81
Minocycline 0, 05 52000 pKa,= 5,0
(25°C) pKaz= 7,8
FO OH O O OH —
HY pKal— 3, 27
Oxytétracycline //’I\fxli 7 JJ‘“{’L‘I,\L” -0, 90 313 (25°C) pKa=7, 32
AP g pKa;=9, 11
HOI I l
CH /N\
Tétracycline ho, oy o -1, 30 231(25°C) | pKa;=3,30
: X ot —
. P pKa,=7, 68
U\f/ ~— \\‘\\/I\ /T’[/\ AMHz pKa3: 9,30
T T on |
OH O OH

Kow= coefficient de partage octanol/ eau (Sassman et al., 2005 ; Pubchem).

Sulfonilamides et molécule associée (triméthoprime) :

Les substances appartenant a la famille des sulfonilamides possédent un groupement
sulfonilamide (Figure 1.5) qui leur confére un caractere polaire (log K,y entre -0,62 et 1,63).
Ces composés sont relativement solubles dans 1’eau. Comme les tétracyclines, les
sulfonilamides sont des substances amphotéres avec deux fonctions ionisables, 1’amine
aromatique étant faiblement basique et I’amide sulfoné étant, quant a lui, faiblement acide.

Les sulfonilamides sont plus ou moins mobiles en fonction du pH dans les matrices
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environnementales, les composés sous leur forme anionique étant solubles dans 1’eau

(Kurdwadkar et al., 2007).

HoN

Figure.l. 5. Squelette de base de la famille des sulfonilamides

Etant donné que les sulfonilamides sont tres fréquemment administrées aux animaux, notre
choix s’est porté sur huit composés appartenant a cette famille d’antibiotiques: la
sulfanilamide, le sulfathiazole, la sulfadiméthoxine, la sulfamérazine, la sulfadiazine, le

sulfaméthoxazole, le sulfaméthazine et la sulfabenzamide.

Le triméthoprime a été également choisi car il s’agit d’un antibiotique trés souvent utilisé
en association avec un sulfonilamide, notamment le sulfaméthoxazole. Cette combinaison
représente une méthode efficace pour combattre les bactéries. Il appartient a la famille
diaminopyrimidines qui inclut deux groupes amines et un cycle pyrimidine. Ces substances
ont un caractere basique 1ié aux deux groupements aminés. Le trimethoprime est relativement
polaire et soluble dans I’eau, présentant ainsi des propriétés physico-chimiques trés proches
des sulfonilamides. Les propriétes des sulfonilamides et du triméthoprime sont données dans

le Tableau 1.6.

Tableau 1.6. Propriétés physico-chimiques des sulfonilamides et du triméthoprime

Composé Formule log K,w | Solubilité
semi-développée dans I’eau pKa
(mg/L)

»=0

(@)

H
Sulfabenzamide ,,‘Np 1,30 310 pKa;=1, 20
’ N,©/ o) (30°C) pKa,=4, 60
2
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N NHz pKa;=2, 00
Sulfadiazine (/)\ 9/©/ -0, 09 77 pKay= 6, 50
N™ "N-$ (25°C)
H I
0]
Composé Formule log K,w | Solubilité
semi-développée dans l’eau pKa
(mg/L)
CHa
SN NH,
Sulfamérazine - J\ 0 0, 89 1500 pKai=2, 40
N H‘f.) (25°C) pKao= 7, 40
NH,
Sulfadiméthoxine
Oss. 1,63 343 pK,i=2, 00
O/f\ (25°C) pKa=6, 70
N
- |
HaCO~™ "N” "OCHs;
Q
SI,—NH
Sulfaméthoxazole /©/ a m\ 0, 89 610 pKa= 1,90
HoN N‘O CHs (30°C) pKa=6, 00
Q
§—NH2
Sulfanilamide /©/o 0, 62 7500 pKa1 =2, 40
H2N (ZSOC) pKa2: 10’ 40
N
B
) s~ "N-S
Sulfathiazole H 6\©\ 0, 05 373 pKai= 2,40
NH, (25°C) pKa=7, 10
NHo
OCHs
. . N™™
Triméthoprime )I\ _ 0,91 400 pKai= 1,32
HoN" N OCHs (25°C) pKa=7, 45
OCHs

Kow= coefficient de partage octanol/ eau (Pubchem).

Fluoroquinolones :

Les quinolones présentent une structure bicyclique avec un azote en position 1, une

fonction acide carboxylique en position 3 et un carbonyle en position 4. Les fluoroquinolones

contiennent, en plus, un atome de fluor en position 7 (Figure 1.6). La présence du fluor ainsi

© 2016 Tous droits réservés.

19

lilliad.univ-lille.fr



These de Ines Tlili, Lille 1, 2016

que d’une fonction acide carboxylique confeérent aux molécules un caractére polaire (log Ko

entre -1,03 et 0, 89), elles sont relativement solubles dans I’eau.

En outre, ces composés ont pour la plupart deux fonctions ionisables, le groupe
carboxyle et I’atome d’azote dans le cycle (Figure 1.6). Les différentes formes a savoir
cationique, neutre et anionique seront présentes dans le milieu selon le pH ce qui influera sur

sa mobilité.

Z—X1

HO

0 @) R

Figure 1. 6. Squelette de base de la famille des fluoroquinolones

Sept fluoroquinolones sont choisies pour cette étude : difloxacine, orbifloxacine,
danofloxacine, norfloxacine, ofloxacine, enrofloxacine et ciprofloxacine. Leurs propriétés

sont regroupées dans le Tableau 1.7.

Tableau 1.7. Propriétés physico-chimiques des fluoroquinolones

Solubilité
Composé Formule semi-développée log K,w | dans I’eau pKa

(mg/L)

o o
Difloxacine F:@\)j)LOH 0, 89 1330 pKai=4, 33
(hydrate) (\N N (25°C) pKao=9, 05
oo N
« HCl
F

Orbifloxacine F I oH 0,78 909 pKai=5, 95
MO N (25°C) | pKi=9,01
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0O 0
Danofloxacine HsCENMOH -0,3 172000 pKai=6, 07
N N (25°C) pKa=8, 56
Solubilité
Composé Formule semi-développée log K,w | dans I’eau pKa
(mg/L)
0O O
Norfloxacine Fj@fi]/u\OH -1,03 178000 pKai=6, 23
N N (25°C) | pKu=8,55
HN._J § -
O O
Ofloxacine F OH
l -0,39 | 28300 (25°C) | pKa1=5,97
0 o) 1 pKa2: 8, 28
H,C” CH
o 0
Enrofloxacine F At Lon 0, 70 3400 pKai= 6, 27
N L N (ZSOC) pKa2: 8’ 30
we ) L
O O
Ciprofloxacine F OH 0, 28 30000 pKa;=5, 90
N N | (20°C) | pKa,=8, 89
HN. A

Kow= coefficient de partage octanol/ eau (Babic et al., 2007 ; Bidgood., 2004 ;
DailyMed. ,2016 )

Macrolides :

Les macrolides sont des antibiotiques qui présentent des macrocycles lactoniques

comprenant un ensemble de 14, 15 ou 16 atomes. Ces substances sont peu polaires et peu

solubles dans I’eau. Ces composés ont un caractere basique (pKa entre 7 et 9).

Deux macrolides sont inclus dans cette étude : 1’érythromycine et la tylosine. Leurs propriétés

sont exposées dans le Tableau 1.8.

© 2016 Tous droits réservés.
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Tableau 1. 8. Propriétés physico-chimiques des macrolides

Classe Solubilité
Composés thérapeutique Formule log dans pKa
semi-développée Kow P’eau
(mg/L)

3,06 1,44 8, 80

Erythromycine Anti microbien (25°C)
IS Li co P - CHy
Tylosine | Bactériostatique j/ . .OTZZMZDVTTCHE 1,63 5 7,73
HO™ H‘E-C-L/Q ‘/‘(/’[CHao“'JJJ"CHz O/E"L/GH (25 OC)
\/ﬂ,o o

Kow= coefficient de partage octanol/ eau (Pubchem).

Autres médicaments :

Un antiparasitaire et un phénicolé ont été sélectionnés afin d’élargir le spectre des
familles d’antibiotiques étudiés : le dicyclanile (un antiparasitaire fréquemment utilisé chez
les animaux), et le florfénicol. Leurs propriétés sont données dans le Tableau 1.9. Le
dicyclanile est peu polaire, a caractére basique (molécule protonée a pH inférieur a pKa). Le
florfénicol est neutre et polaire, ce qui est probablement dii a la présence de 1’atome de fluor,

des atomes de chlore ou encore du groupement SO, dans la molécule.

Finalement, et pour enrichir cette étude, nous avons sélectionné deux antibiotiques, un
antiépileptique et un hypépiment détectés régulierement dans I’environnement a des

concentrations €élevées et considérés comme marqueurs de pollution.
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Classe Solubilité
Composés thérapeutique | Formule semi-développée log dans ’eau | pKa
Kow (mg/L)
NH.
Dicyclanile Anti bactérien N=C | XN 2,90 50000 4,58
P /\ (20°C)
HoN N)\N
H
OH H Cl
Florfénicol Anti bactérien , N\[H\(] -0, 12 1300 9,03
i S0 (25°C)
H3C—§ F
@]
Carbamazépine | psycholeptique- O O
antiépileptique N 2,45 17,7 13, 90
P (25°C)
(0] NH,
CHj o
Gemfibrozil régulateur /@: 4,77 11 4,5
lipidique HasC 0 OH (25°C)
H3C CHz
O
HO—/ ° 5
—N
Ampicilline | bétalactamines E3g>(_s )iN@ 135 | 10100 | 25
’ HOH R, (21°C)
(7,};0]/0:%
. o]
Monensine Antibiotique X 2,89 59 3.4
[ » o
f=H Oy CH (25°C)
720t i L
/L\u Cl)\.‘
oH
Kow= coefficient de partage octanol/ eau (Pubchem, SPARC, 2008).
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IL.7. Distribution environnementale des antibiotiques
I1.7.1. Voies d’introduction dans le milieu naturel

Les antibiotiques sont majoritairement fabriqués par des usines pharmaceutiques et pour
une faible quantité, ou produit par des processus naturels (hormones sexuelles,

pénicillines...).

Trois principales voies d’introduction des résidus de médicaments dans I’environnement
sont présentées dans la Figure 1.7 : usines de fabrication, usage et excrétion humains et

animaux.

Pour les deux premieres voies d’introduction, les résidus pharmaceutiques sont tout
d’abord dirigés vers des STations d’EPuration (industrielles ou urbaines) (STEP). Les
pollutions industrielles peuvent étre liées a des procédures de purification ou bien des chutes

d’emballage ou lors du transport ou encore les rejets des déchets de stockage.

Ces métabolites peuvent également étre des formes conjuguées des molécules actives.

Ces résidus médicamenteux sont plus ou moins éliminés par les traitements dans les STEP.

Les eaux traitées avec les résidus restants et leurs métabolites sont directement rejetés
dans les eaux de surface ou les résidus de médicaments peuvent continuer a se dégrader par
les processus naturels comme 1’hydrolyse, la photolyse et la biodégradation. De plus, ils
peuvent aussi migrer dans les eaux souterraines grace a des échanges irréversibles entre ces

deux eaux (Figure 1.7).

Dans la troisieme voie, les résidus a usage vétérinaire sont rejetés directement dans le sol
via les excrétions des animaux. Ils vont ensuite arriver dans les eaux de surface par
entrainement avec les eaux de ruissellement ou bien migrer en profondeur dans le sol. Dans le
cas de l’aquaculture, les résidus de médicaments sont directement placés dans les eaux

d’élevage [2].

En plus, il existe aussi des voies d’introduction supplémentaires des résidus de
médicaments dans 1’environnement comme des fuites des égouts, les épandages de boues des
stations d’épuration sur les sols agricoles (pour les résidus d’antibiotiques qui seraient piégés

dans ces boues) ou bien le rejet des médicaments non utilisés (Figure.l.7).

24

© 2016 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



These de Ines Tlili, Lille 1, 2016

Meédicaments
a usage vétérinaire

I Eau souterraine

| biimenation de ta nappe pocia fd

Medicaments
a usage humain

e sannn

Assainissement

domestigue - —

autonome i
: AL R TS ] |

v

’

Eaux usées urbaines
{dont hépital)

t-,'e"‘-’f :
e

P

v

Epandage des boues

Station d'épuration
urbaine

i Y
Bt
'-._éf.re
‘-a.__fl')

T

Drainage dela nappe parla rviéng

Eau de surface "

inaturalie ou induite)

Tratementde polabdsation insuflisant ou irefficace

*

Eau destinée a la
consommation humaine

Industries chimiques
- pharmaceutiques

Efflusnts
Imelustrieis

I Statlan d"epuration |

Cout-croul
déversoirs
d'orage

Dégection
animacm
comp g i

g
e, tar
-

MAdicaments
a usage vétérinaire

Figure 1. 7. Voies d’introduction dans I’environnement des résidus de médicaments [2]

I1.7.2. Etat de contamination des milieux recepteurs

Grace aux progres dans 1’analyse physico-chimique des dix derniéres années, la présence

© 2016 Tous droits réservés.

de traces d’antibiotiques a été largement établie a 1’échelle mondiale, dans les effluents, les
eaux souterraines et de surface, les boues de station d’épuration et les sols. Ceci a permis

d’élucider le niveau de contamination de I’eau et du sol par les produits pharmaceutiques.

11.7.2.1. Eau

Les eaux superficielles (eaux des entrées et sorties des stations d’épurations, les eaux des
rivieres, les eaux de ruissellements, les eaux des systemes de lagunages) constituent la
destination principale des résidus de médicaments dans I’environnement. Depuis une dizaine
d’années, des centaines de publications

scientifiques chaque année ont étudié la

problématique de la contamination de I’environnement par les composés pharmaceutiques.

Les stations d’épurations sont une des principales sources de contamination des
eaux. Les déchets d’antibiotiques non utilisés ainsi que les antibiotiques rejetés par les
humains et animaux a la fois sous forme non métabolisée et sous formes conjuguées
parviennent jusqu’aux stations d’épuration. Une partie de ces composés n’est pas éliminée
lors du traitement des eaux, Kummer et al., (2005) ont rapporté que 1’élimination partielle des

antibiotiques varie entre 54 et 99 %.
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Pour les eaux de surface, le domaine de concentration détectée est plutdét dans
I'intervalle du 1 a 10 ng/L mais les valeurs peuvent atteindre plusieurs ug/L (Yan et al.,

2013).

Pour les eaux souterraines, il existe jusqu’a maintenant peu d’articles concernant
2 P . "
I’occurrence des résidus pharmaceutiques. En effet, ce type de ressources en eau est censé,

etre peu impacté par les contaminants. Les résultats sont détaillés dans le Tableau I.10.

Pour les eaux potables, En général, les résidus pharmaceutiques sont peu retrouvés.
Les concentrations rapportées sont de 1’ordre de centaines ug/LL a quelques ng/L. La
carbamazepine, la caféine, la sulfaméthoxazole sont des molécules le plus souvent trouvées
dans ces eaux. La carbamazépine a été détectée a des concentrations allant de 1 ng/L en
France (AFSSA, 2009) jusqu’a 601 ng/L au Canada (Kleywegt et al., 2011). Dans cette méme
derniere étude, la lincomycine, méme si elle a été trés rarement détectée, a été mesurée une
fois a 1413 ng/L. Parmi 28 molécules étudiées dans notre synthése bibliographique, hormis la
carbamazépine et la lincomycine, seules 3 autres molécules sont présentes a des
concentrations maximales supérieures a 100 ng/L : I’acétaminophene 210,1 ng/L (Togola et
al., 2008), la metformine 238 ng/L en (AFSSA, 2009) et I’érythromycine 155 ng/L (Kleywegt
et al., 2011). Les Anti-inflammatoires (diclofénac, ibuproféne, ketoproféne et naproxene) sont
aussi présents dans les eaux potables mais leur niveau de concentration est treés faible.
L’ibuprofene et la naproxene sont dosées jusqu’a 25 et 34 ng/L au Canada (Kleywegt et al.,
2011 ; Broseus et al., 2009). En revanche, I’ibuproféne est trouvé seulement a 1,3 ng/LL en
France (Vulliet et al., 2011), 8,5 ng/L en Finland (Vieno et al., 2005). Le diclofénac et la
naproxene ont été mesurés a des valeurs maximales de 1’ordre de 3 ng/L en France (Vulliet e?
al., 2011 ; Togola et al., 2008 ; AFSSA, 2009). Les résidus pharmaceutiques les plus détectés

dans les eaux potables sont regroupés dans la Figure 1.8.
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Figure L. 8. Evaluation de la présence de 17 résidus de médicaments dans les eaux
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Tableau 1.10. Concentrations des contaminants pharmaceutiques dans les eaux

Concentration (ng/]%
3
QL
Amérique Erope Asie
3
=
Eau de surface Eau de surfice Eau de surface
= Référence
(0]
Localisation "™"STEp™ T iviere, | Eausou-| STEP | riere. | Eausou-| STEP | riviére, | Eau sou-
canal | terraine cgnal | terraine canal | terraine
New New Espagne, |Espagne Corée | Taiwan,
Mexico, | Jersey, Italie Taiwan, chine,
Balkan | Canada Vietnam
Médicament
Trimethoprim 2550 145 18 39 59.9 - 2000 | 1808 - W.C. 11 2014
Ciprofloxacin - 77 2,8 499 | ND - 2050 40 143 W.C. 11 2014
Sulfamethoxazole | 310 170 58 185 33 38 397 4330 248 Watkinson et al., 2009
Naproxen 1550 555 - -- 80,5 - - - - W. C. LI 2014
Ibuprofen 11900 203 4 8000 468 395 1600 30 - W.C.LL 2014
Ketoprofen - 16 - 940 | 293 | 2886 128 620 - W.C. 112014
W. C. LI 2014
Acide salicylique -- -- -- 3170 184 - - - -
W. C. LI 2014
Diclofenac 4200 - - 740 794 24 1760 62 -
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Huerta-Fontela et al., 2009 ; Sim

Carbamazepine 1810 -- 110 -- 113 - 11500 -- -- etal. 2011;Kleywegt et al., 2011
4 s °
. éﬂ Blair et al., 2013
Spyramycine -- -- -- - o - - 160 -
(0]
] =1 Blair et al., 2013 ; Gao et al.,
Roxythromycine 1500 -- -- -- &-- -- -- 70 - 2012
d
Oxvi& i : . . Pailler et al., 2009 ; Zhou et al.,
xytétracycline -- -- -- -- =" - -- 2012
. o Pailler et al., 2009 ; Zhou et al.,
Tétracycline -- -- -- -- oS- 85 - 167 -- 2012
(o]
) Sim et al., 2011
Chlortétracycline -- -- -- -- -- - 1302 40 5
) Barnes et al., 2008
Sulfaméthazine -- -- -- -- -- -- -- -- 360
) ) Lopez-Serna et al., 2013
Spiramycine -- -- -- -- -- -- -- -- 2980
. Sacher et al., 2001
. A01'de' -- -- 1100 -- -- - - -- --
amidotrizoique
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Tableau I.11. Etat de contamination par classe de médicament des eaux destinées a la

boisson

C , Classe Concentration Pays R

omposés thérapeutique maximale éférences

(ng.L™)
Carbamazépine | Antidépresseur 258 Etats-Unis (Stackelberg et al.,2004)

Caféine Stimulant 119
Gemfibrozil Hypolipémiant 70 Canada (Tauber, 2003)
Ibuproféne 120 Etats-Unis (Loraine et Pettigrove, 2006)

Anti-
nfl toi
Diclofénac | | rmatorre 6 Allemagne (Heberer, 2002)
I1.7.2.2. Sol

Comme les boues de station d’épuration, les fumiers contiennent des antibiotiques sous
forme non conjuguée (Sukul et Spiteller, 2006). En effet, il a ét€¢ montré que les formes
sulfatées ou glucuronidées redonnent la molécule mere lors du stockage du fumier (Biatk-

Bielinska et al., 2012).

Les sols sont potentiellement contaminés par les antibiotiques suite a un transfert des
composés de la boue ou du fumier jusqu’au sol (K. Kiimmerer., 2003). Les épandages de
boues sont réglementés, ils sont les plus encadrés de tous les épandages de matieres sur les
sols (fumiers, engrais....). Nous pouvons citer, la directive sur les boues de station
d’épuration (86/278/CEE), qui concerne uniquement les métaux lourds (Cr, Hg, Cd, Cu, Pb,
Zn). Cependant, les réglementations ne prennent pas en compte la présence de polluants
organiques (a I’exception des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et des

polychlorobiphényles (PCB)).

En particulier, des mesures doivent étre adoptées pour limiter I’introduction de
substances dangereuses dans le sol qui entraineraient des risques pour la santé humaine ou

pour I’environnement.

Cependant, a I’heure actuelle, aucune liste de composés dangereux susceptibles de
polluer les sols n’a été élaborée. L’écoulement des eaux provenant des sols contaminés

représente également une source de contamination des eaux de surface. Peu de données sont
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disponibles pour le sol par rapport a celles des eaux. Les résultats sont présentés dans le

Tableau 1.12.

Tableau 1.12. Teneurs des sols en antibiotiques

Composés Pays Echantillons Concentrations Références
Tétracyclines Jusqu’a 0,2 ng/g (K . Kiimmer, 2003 ;
Sols traités avec Hamscher et al., 2002)
Allemagne ..
lisier
Chlortétracycline 4,6- 7,3 ng/g (J. Beausse, 2004)
Carbamazépine Tunisie Sols agricoles 111 -293 ng/g (Fenet et al., 2012)

Sols irrigués

Carbamazépine Mexique avec des eaux >-Tnglg (Duréan-Alvarez et al., 2009)
usées
Macrolides Allemagne Sols agricoles 13-67 ng/g (Thiele-Bruhn, 2003)
Sols traités avec
Fluoroquinolones Suisse du lisier Jusqu’a 300 ng/g (J. Beausse, 2004)

Sols traités avec
des boues

© 2016 Tous droits réservés.

Le manque d’étude sur 1’occurrence des antibiotiques dans le sol s’explique par le

manque de techniques analytiques de routine disponibles a I’heure actuelle.

Pour cette raison, il est nécessaire d’optimiser des méthodes sensibles et sélectives pour
analyser ces contaminants émergents dans les sols. Ceci permet bien évidemment d’évaluer le

niveau de contamination des sols.

IL.8. Toxicité des médicaments
I1.8.1 Effet sur le métabolisme

Le terme toxicité englobe les deux volets d’une part la toxicologie, d’autre part
I’écotoxicologue. La premiére étudie les effets sur la santé de I’individu humain et animal par
I’exposition a des concentrations excessives de composé€s minéraux ou organiques ; La
deuxieme étudie les effets des agents polluants sur la structure et le fonctionnement des
écosystemes. Plusieurs études ont été développées sur plusieurs classes de médicaments et

leur influence sur le métabolisme de la faune aquatique.
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Des expositions prolongées d’organismes essentiellement aquatiques a des
concentrations tres faibles de molécules médicamenteuses ont permis de mettre en évidence
des effets sublétaux, en particulier sur les fonctions comportementales, de reproduction ou de
développement des especes (Ferrari et al., 2003; Isidori et al., 2005; Grung et al., 2008).

Le paracétamol, couramment utilis€é comme agent analgésique et antipyrétique induit
la prolifération des cultures de cellules cancéreuses via les récepteurs oestrogéniques, mais ne
montre pas d’activité oestrogénique chez les rongeurs (Harnagea-Theophilus e al., 1999).

Certaines études rapportent une augmentation de la fécondité chez la moule zébrée pour une

1

exposition a 36 pg.L " de fluoxétine (Fong, 1998) et une augmentation de la production

d’oeufs chez le crustacé Ceriodaphnia dubia aprés exposition a 56 ug. Ll (Brooks et al.,
2003).
La fluoxétine semble agir en augmentant la biodisponibilité de la sérotonine, qui

10nt3

régule 1I’oogenése et la ponte chez les invertébrés. Des daphnies exposées a 36 ug.L-
fois plus de progénitures par ponte que les daphnies témoins (Flaherty et Dodson, 2005).

Certaines études rapportent des mesures de fluoxétine, norfluoxétine, paroxétine supérieures

au pg.g'1 dans les muscles de poissons exposé€s dans I’environnement (Chu et Metcalfe,
2007).

Concernant 1’action des bétabloquants, des béta-adrénorécepteurs ont aussi été
identifiés dans le foie et les muscles de poisson (Oncorhynchus mykiss), avec une importante
similitude de séquence avec ceux des vertébrés, supposant un rdle similaire a celui observé
chez les humains (Nickerson et al., 2001).

Mimeault el al., (2005) ont montré que le gemfibrozil (Regulateur lipidique)
s’accumule dans les poissons rouges générant des perturbations du systéme endocrinien et une
hépatotoxicité chez le rat (Sausen et al., 1995).

Pour les hypolipémiants, il a été mis en évidence que les statines affectaient la
syntheése hormonale chez les insectes (Debernard et al., 1994).

Il a été noté une diminution significative de I’activité de la glutathion peroxydase apres

1

exposition du crustacé Artemia parthenogenetica a une concentration de 3,09 mg.LL " de

clofibrate (Nunes et al., 2006).
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I1.8.2. Effet synergique

En général, les connaissances sur la toxicité des mélanges des composés sont tres
limitées. Dans l'environnement les organismes (y compris les humains) sont exposés non
seulement aux micropolluants isolés, mais aussi aux mélanges chimiques complexes. Les
effets additifs ou méme synergiques peuvent rendre de tels mélanges dangereusement
puissants. Il a été longtemps supposé que seuls les composés de méme mode d’action toxique
étaient additifs, mais des recherches récentes ont prouvé que méme les mélanges de composés
de différents modes d'action toxique peuvent induire des effets non négligeables, voir méme
synergiques (Altenburger et al, 2004; Backhaus et al., 2004; Cleuvers, 2004; Silva et al.,
2002).

Le diéthylstilbestrol (DES) reste 1’un des tres rares exemples pour lequel il existe des
preuves tangibles de répercussion au niveau de 1’espéce humaine suite a 1’exposition a un

perturbateur endocrinien (Burdof et Nieuwenhuijsen 1999).

I1.8.3. Evaluation des risques médicamenteux sur I’environnement
Kiimmerer (2001) suggere que le mécanisme d’action devrait étre pris en compte lors
des évaluations des effets de médicaments sur les organismes utilisés dans les tests standards.

Certains groupes nécessitent une attention particuliere :

» les hormones par leur haute efficacité et leur faible seuil d’effet.

» les cytotoxiques et les médicaments immunosuppressifs, étant donné leurs propriétés
cancérogenes, mutageniques ou embryotoxique.

» les antibiotiques et les désinfectants, étant donné leur forte toxicité bactérienne et leur

potentiel a favoriser la résistance de souches bactériennes aux antibiotiques.
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III. Méthodes analytiques de détection des antibiotiques dans
I’environnement
Un protocole analytique regroupe plusieurs étapes. Un prétraitement de 1’échantillon est
nécessaire. Par la suite, une étape de préparation d’échantillon est effectuée, qui consiste a
extraire ou concentrer les substances d’intérét tout en limitant la présence d’interférents. Les
extraits obtenus sont ensuite analysés généralement par chromatographie couplée a la

spectrométrie de masse.

La suite résume les techniques de préparation d’échantillon, la séparation et la détection
les plus souvent employées pour analyser les produits pharmaceutiques et plus précisément

les cinq groupes d’antibiotiques étudiés.

IIL.1. Prétraitement et préparation des échantillons
II1.1.1. Prétraitement des matrices aqueuses

Dans les eaux prélevées, les résidus pharmaceutiques sont présents dans la fraction
dissoute et/ou la matiere en suspension. Les eaux environnementales sont donc filtrées a
travers un filtre de microfibres de verre (généralement inférieur a 1um) (Alda et al., 2003 ; Jia
et al., 2009). Les parties liquide et solide sont ensuite traitées et analysées séparément. Afin
de limiter la prolifération bactérienne qui pourrait conduire a des dégradations avant analyse,

plusieurs acides peuvent étre utilisés : HCI, HNO3, H,SO,... (CEAEQ, 2012).

II1.1.2. Prétraitement des matrices solides

Le sol est une matrice hétérogene, une étape de prétraitement est indispensable pour
obtenir des résultats analytiques représentatifs. Les solides a analyser contiennent de I’eau en
proportions variables. Pour garantir la reproductibilité de la méthode, la teneur en eau doit
étre constante. Un séchage est indispensable puisqu’un résultat analytique est souvent
exprimé en quantité de matiere seche.

Le séchage peut étre réalisé par lyophilisation a 1’étuve ou encore par séchage a I’air
libre. Quand la lyophilisation est utilisée, les substances a analyser ne doivent pas étre
volatiles. De plus, I’échantillon doit €tre homogénéisé pour assurer la répétabilité des
résultats. Pour cela, le sol sera donc tout d’abord broyé pour réduire la taille des particules
puis tamisé. La taille des particules devant étre inférieures ou égales a 2 mm. Un échantillon

homogene composé de fines particules est obtenu.

Cette préparation permettra, en outre, une extraction efficace car le solvant pourra étre

facilement en contact avec une grande surface d’échantillon.
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I11.1.3. Préparation des échantillons dans la matrice aqueuse

Extraction liquide-liquide (LLE)

L’extraction liquide-liquide est souvent utilisée pour extraire des antibiotiques et des
stéroides hormonaux de matrices aqueuses (Kolpin et al., 2002 ; Reverté et al., 2003 ; Chen et
al., 2006 et Balakrishnan et al., 2006 ). Le principe est basé sur le transfert des analytes entre
deux phases liquides. Un inconvénient majeur de cette technique est I’utilisation d’une grande

quantité de solvant organique (Suna et al., 2009).

Extraction sur membrane

Cette technique dérive de la LLE, c’est I’extraction la plus importante a trois phases
(aqueuse/organique/ aqueuse) appelée « Supported Liquid Membrane (SLM) extraction ».
Une phase organique est contenue dans un polymere poreux hydrophobe et placé entre deux
liquides aqueux (le donneur et I’accepteur). Différents mécanismes de transport peuvent étre
mis en jeu les analytes ne pouvant passer dans la membrane organique par diffusion

uniquement sous forme non chargée.

Cette technique a été utilisée seulement pour I’extraction des fluoroquinolones et des
sulfonilamides d’eau distillée ou d’eaux de surface (Msagati et al., 2004). Les limites de
détections obtenues en utilisant I’extraction sur membrane varient entre 3 et 25 ng/L selon la

substance et le type d’eau (Poliwoda et al., 2010).

Microextraction sur phase solide (SPME)

C’est une méthode qui peut €tre utilisée pour isoler et pré-concentrer des molécules
organiques d’échantillons liquides (Alda et al., 2003 ; Pavlovic et al., 2007 ; Kostopoulou et
Nikolaou., 2008 et Kumazawa et al., 2003). Les composés sont extraits par adsorption sur une

fibre en silice sur laquelle est greffée la phase stationnaire.

Les revétements les plus employés sont le polyacrylate et le polydiméthylsiloxane

divinylbenzeéne (PDMS-DVB) ou encore la phase C18 (Kostopoulou et Nikolaou, 2008).

Les analytes cibles adsorbés sur la phase SPME sont élués avec un solvant organique,
comme pour l’extraction en phase solide (SPE), ou désorption thermique lorsque la

chromatographie gazeuse est utilisée.
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Figure 1. 9. Schéma de la SPME
(Kumazawa et al., 2003)

Le volume de sorbant étant plus petit que pour la SPE. La SPME nécessite moins
d’échantillon et de solvant. Cependant la SPE permet d’obtenir de plus importants facteurs de
concentrations comme 1’ont illustré Balakrishnan et al (2006) lors d’une comparaison entre la

SPE et la SPME pour I’extraction des sulfonilamides dans les eaux usées.

Les composés sont partagés entre le sorbant et la solution dans laquelle est immergée la
fibre et seulement une partie des substances est adsorbée sur la phase, alors que la SPE est une
extraction quantitative pour laquelle la totalité de la solution est passée a travers la cartouche
qui retient les composés (Balakrishnan et al., 2006). Contrairement a la SPE, trés peu de

phases sont disponibles sur la SPME et son utilisation est plus limitée (Alda et al.,2003).

Extraction sur phase solide (SPE)

C’est une des techniques d’extraction, de purification et de concentration la plus
employée pour tous les types des matrices liquides. Généralement, 4 étapes sont utilisées, a

savoir, le conditionnement, le chargement, le lavage et I’élution.

1. Conditionnement
Il correspond au passage d’un solvant approprié sur la phase solide extractante contenue dans
une cartouche pour la mouiller, suivi par le passage d’un deuxiéme solvant de méme nature
que celui dans lequel est dissout I’échantillon a analyser. Cette étape a pour but d’assurer la
solvatation des groupements fonctionnalisés du support, d’éliminer I’air et les impuretés

éventuelles présentes sur la cartouche. Il est recommandé de ne pas sécher la cartouche avant

36

© 2016 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



These de Ines Tlili, Lille 1, 2016

I’étape suivante, afin d’assurer une bonne rétention des solutés. Les volumes extraits sont

généralement compris entre 100 et 1000 mL selon les matrices.

2. Dépodt
Il correspond a la percolation de I’échantillon. En fonction du volume disponible pour
I’échaantillon et la quantité d’adsorbants, les volumes des échantillons déposés de quelques
uL a plusieurs mL. La vitesse de passage doit €tre suffisamment faible pour assurer la
rétention des solutés. Dans la plupart des cas, les solutés sont concentrés sur 1’adsorbant
pendant cette étape. Certains composants de la matrice peuvent étre retenus, également, sur le
support, et d’autres peuvent passer.

3. Lavage
C’est le passage de solvants appropriés pour éliminer les composants de la matrice qui sont
retenus sur le support, mais sans affecter la rétention des solutés. L’€lution préalable qui
réduit les constituants indisérables permet d’éviter les phénomenes d’interférence au cours de
I’analyse (Togola et Budzinski., 2007). Cette étape est suivie du séchage de la phase solide,
sous flux d’air ou d’azote afin d’éliminer toutes traces d’eau.

4. FElution
Elle correspond a I’élution spécifique des solutés a 1’aide d’un solvant approprié, tout en
évitant 1’élution des composants de la matrice qui seraient encore retenus sur le support. Le
volume de solvant doit etre optimisé de maniere a éluer I’intégralité de la quantité de soluté
retenu sur le support tout en limitant au maximum la dilution. La vitesse de passage du
solvant doit €tre ajustée de maniere a assurer 1’élution efficace des solutés (Kolpin et al.,

2002).

Différents types de phases adsorbantes

Le choix de la phase adsorbante dépend de la matrice a traiter et du type des composés
a extraire. Avec les progres techniques le nombre de phases disponibles est de plus en plus
important. La grande diversité des caractéristiques chimiques des produits pharmaceutiques
(acides, basiques ou neutres et polaire ou apolaires) a conduit a I’évaluation et a I’utilisation

de nombreuses phases hydrophiles, lipophiles ou mixtes.
* des sorbants a base de silice (Belfroid et al., 1999 ; Alda et al., 2003 ; Matejicek et al., 2013 ;
Garcia-Galan et al., 2010 ; Pailler et al., 2009 ; Vulliet et al., 2008 ; Filali-Meknassi et al.,

2007). Cette phase est plutot utilisée pour les substances apolaires ou trés peu polaires.
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Plusieurs cartouches polymeéres de surfaces modifiées sont aussi employées :

* copolymere constitué de styréne et de divinylbenzéne modifiés résultants en une surface ayant
des propriétés non polaires : la PPL Bond Elut. Cette phase a été employée pour extraire des
composés pharmaceutiques appartenant aux familles des analgésiques et des B-bloquants
d’échantillons d’eaux souterraines (Matejicek et al., 2013).

» cartouches Lichrolut EN, chromabond EASY, ENV+ et Bond Elut Plexa, composées de
polystyrene et de divinylbenzéne modifiées a la surface. Les deux dernicres étant hydroxylés
(Matejicek et al., 2013 ; Garcia-Galon et al., 2010 ; Pailler et al., 2009). A titre d’exemple, la
Lichrolut EN a été utilisée pour extraire des produits de contraste a base d’iode présents dans
des eaux souterraines. La cartouche ENV+ a été employée pour extraire des substances
appartenant aux macrolides et pénicillines des memes eaux souterraines (Matejicek et al.,
2013). Des essais ont été effectués avec la chromabond EASY et la Bond Elut Plexa pour
extraire des sulfonilamides, des analgésiques et des hormones d’eaux usées et de surface mais
la cartouche OASIS HLB a été préférée (Pailler et al., 2009).

* des matériaux a échange cationique (HLB_MCX (Mixed Mode Cation eXchange) (Gros et
al., 2006 ; Alda et al., 2003 ; Kostopoulou et Nikolou., 2008). 1l s’agit a la fois d’une phase
inverse et a échange cationique. Ce mode mixte permet d’utiliser cette cartouche pour des
composés neutres et basiques. Cependant, elle a essentiellement été concue pour extraire des

substances basiques de matrices complexes.

* des MIPs (Moleculary Imprinted Polymers) peuvent également étre employés. La phase
stationnaire est un polymere rigide ayant des cavités bien définies complémentaires en forme
et en groupements fonctionnels aux composés a extraire, ce qui permet de les retenir. Comme
les immunosorbants. Cette technique n’est utilisable que pour une famille cible. Les MIPs ont
déja été utilisées pour extraire et concentrer des sulfonilamides présents dans les eaux

(Pavlovic et al., 2007).

* Les cartouches les plus employées sont: Les cartouches Oasis HLB (N-vinylpyrrolidone-
divinylbenzene) et STRATA-X (styréne-divinylbenzéne) qui posseédent des caractéristiques
mixtes hydrophiles et lipophiles ont montré une grande efficacité pour 1’extraction de
composés aussi bien basiques, qu’acides, ou neutres (Bones et al., 2006a; Hilton et Thomas,
2003; Lajeunesse et Gagnon, 2007; Van De Steene et al., 2006). L’emploi de 1’adsorbant

Oasis HLB tend a se généraliser. Il semble présenter I’avantage de ne pas nécessiter
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I’ajustement du pH pour la rétention des médicaments acides (Marchese et al., 2003; Weigel

et al., 2004) tout en favorisant la rétention des médicaments basiques (Gros et al., 2006).

Le tableau 1.13 regroupe les principaux avantages et inconvénients des techniques utilisées

pour I’extraction des médicaments et des antibiotiques, en particulier, des matrices liquides.

Tableau 1. 13. Avantages et inconvénients des techniques d’extraction des médicaments
des matrices liquides

Techniques Avantages Inconvénients
LLE -Simple - Temps de réalisation lent
-Robuste -Difficilement automatisable
-Efficace -Peu reproductible
-Colt raisonnable -Consommatrice de solvants organiques
souvent toxiques
-Ne permet pas une bonne extraction des
molécules tres polaires
SLM -Simple - Ne permet pas de déceler les trés faibles
-Peu coliteux concentrations
-Tres sélectif - Temps de réalisation lent
- Ne perturbe pas le milieu analysé -Consommatrice de solvants organiques
souvent toxiques
SPME -Technique sans solvent -Fragilité des fibres

-Augmentation de la sensibilité
-Abaissement des limites de quantification
et de détection des techniques d’analyse.
-Automatique donc plus reproductible

-Volume de chargement tres faible donc une
faible concentration des cibles a analysé

SPE

-Extraction d’un grand nombre de
substances

de natures chimiques variées

-Réduction du volume de solvant

organique

requis pour I’extraction

-Peut étre automatisable

-Reproductible

-Donne des extraits plus propres pour
I’analyse par GC/MS et LC/MS

-Tres bons rendements d’extraction

-Cartouches a usage unique

I11.1.4. Préparation des échantillons dans la matrice solide

II1.1.4.1. Extraction

La premiere étape de la préparation d’échantillons solides est d’extraire les substances

cibles contenues dans la matrice avec un solvant organique (ou mélange de plusieurs solvants

organiques) adapté. Plusieurs méthodes d’extraction existent.

© 2016 Tous droits réservés.
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Extraction liquide/solide sous agitation

Les antibiotiques peuvent €tre extraits par simple agitation dans un solvant adéquat suivi
d’une centrifugation (Diaz-Cruz et Barcelo., 2005 et Hamscher et al., 2007).

L’avantage de cette technique est qu’elle est rapide. Cependant, elle nécessite la plupart
du temps deux ou trois manipulations consécutives pour atteindre un taux d’extraction correct.

De plus, cette technique est pénible car elle n’est pas automatisée (Zloaga et al., 2012).

Extraction Soxhlet

Le principe de I’extraction de Soxhlet repose sur une extraction continue par un solvant
a sa température d’ébullition (Figure 1. 10).
Cette technique a été créée en 1979 par Soxhlet, il s’agit de la méthode considérée

comme référence pour I’extraction de substances organiques de matrices solides.

Condenseur

a

Extracteur
—

Echantillon _

Ballon
de distillation

+« Chauffage

Figure I. 10. Principe de ’extraction Soxhlet

L’inconvénient de cette technique c’est qu’elle consomme une importante quantité de
solvant (entre 100 et 500 mL) et nécessite beaucoup du temps (par exemple entre 16 et 24
heures pour extraire des antibiotiques du sol. Une extraction par Soxhlet pouvant durer
jusqu’a 48 heures) (EPA, 2016). Cependant, cette procédure permet d’obtenir de bons
rendements d’extraction (entre 60 -75 %) et a été largement employée pour extraire des
composés organiques de matrices solides (Zuloaga et al., 2012).

En 1994, une extraction automatisée Soxhlet a été mise en place : le Soxtec. Cette
technique présente de nombreux avantages. En effet, elle permet une extraction plus rapide
(entre 1 a 4 heures), plus économique (meilleure récupération de solvant entre 50 et 100 mL
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de solvant) et plus sure (dissociation des unités de chauffage et d’extraction) et des
rendements d’extraction élevés (entre 70 - 95%) (Zuloaga et al.,2012).

Extraction assistée par micro-onde (MAE)

L’extraction (MAE) a été déja utilisée pour extraire certains antibiotiques
essentiellement les fluoroquinolones et des estrogenes du sol ou de sédiments (Pavlovic et al.,
2007 ; Pico et Andreu., 2007 ; Diaz-Cruz et Barcelo., 2005 et Liu et al., 2004). Un tube
contenant I’échantillon et le solvant d’extraction est introduit dans une enceinte soumise a des
micro-ondes émises par un générateur de micro-ondes aussi appelé magnétron. Deux types de
MAE existent. En effet, 1’irradiation micro-onde peut étre réalisée avec un applicateur d’onde
monomode ou avec un applicateur a cavité multimodes.

La technique MAE peut s’effectuer soit a pression atmosphérique (focused MAE) soit
sous atmosphere pressurisée (Pressurized MAE) ce qui permet de travailler a des températures
supérieures au point d’ébullition des solvants utilisés (Michel., 2011).

Une des limitations de cette technique est que seuls les solvants qui absorbent les
micro-ondes peuvent éEtre utilisés. Il sera alors difficile d’appliquer cette procédure
d’extraction aux tétracyclines qui se dégradent a la chaleur.

Extraction assistée par ultrasons (UAE)

L’extraction assistée par ultrasons est utilisée pour extraire les antibiotiques des
différents matrices solides (Glover et al., 1996 ; Pharmaceuticals. 2006 ; Karci et al., 2009 ;
Kim et Carlson., 2005 et Rabolle et Spliid., 2000). Un tube contenant 1’échantillon et le
solvant d’extraction est immergé dans un bain a ultrasons.

Les analytes extraits sont ensuite séparés de la matrice soit par filtration sous vide, soit par
centrifugation. Cette procédure est alternative a I’extraction Soxhlet, I’utilisation des ultrasons
permettant de réduire le temps d’extraction (10 - 30 minutes) et le volume de solvant utilisé.
Cependant, son inconvénient principal c’est que cette technique est peu reproductible
(Backwell et al., 2004 et Zuloaga et al., 2012). Elle a été utilisée, par exemple, pour extraire

plusieurs antibiotiques comme 1’oxytétracycline et la tylosine du sol (Backwell et al., 2004).

Extraction par liquide pressurisé (PLE)

La PLE est une extraction a haute température et a haute pression. Elle est utilisée pour
I’analyse des composés en matrice solide. La température élevée permet une meilleure
solubilisation des solutés dans le solvant alors que la haute pression permet de maintenir le
solvant au-dessus de son point d’ébullition. Dans ces conditions, le solvant pénétre mieux a

I’intérieur de 1’échantillon permettant une extraction plus efficace en utilisant un volume
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minimal. Cinq facteurs sont généralement a optimisé afin d’obtenir les meilleurs rendements
d’extraction :

1- La température

2- La pression

3- Le temps statique

4- Le nombre de cycle

5- Le ou les solvants d’extraction

Cette méthode est, depuis de nombreuses années, treés largement employée pour extraire
des polluants organiques persistants (non dégradables) tels que les PCB
(polychlorobiphényles) ou le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) contenus dans des
matrices environnementales.

Au cours de la derniére décennie, cette technique a été utilisée pour extraire des
contaminants émergents essentiellement les médicaments, de sols, de sédiments, de boues de
station d’épuration et de fumier. Elle est largement utilisée pour I’extraction de différentes
familles d’antibiotiques tétracyclines, sulfonilamides, macrolides, fluoroquinolones du sol
(Barcellos-Hoff et al., 2015 ; Schlusener et al., 2003 ; Jacobsen et al., 2004 ; Schlusener et
Bester, 2006 ; Runnqvist et al., 2010; Ferrer et Furlong., 2002 et Armenta et al., 2008).

Le tableau 1.14 présente quelques avantages et inconvénients des principales techniques

utilisées pour I’extraction des médicaments des matrices solides.

Tableau 1. 14. Avantages et inconvénients des techniques d’extraction des médicaments
des matrices solides

Techniques Avantages Inconvénients
-Rapide -Méthode peu efficace : plusieurs extractions
Agitation -Facile successives sont nécessaires, plus de
consommation de solvant
-Méthode de référence - Temps d’extraction long (4 a 48 heures)
Soxhlet -Trés bons rendements - Volume de solvant consommé important
d’extraction (100 a 500 mL)
-Soxhlet automatisé -Temps d’extraction long (1 a 4 h)
Soxtec -Volume de solvant utilisé encore important
(50 2150 mL)
-Temps d’extraction
relativement court -Le solvant doit étre polaire
MAE (2 a 35 minutes) -Les composés a extraire doivent étre stables
-Peu de consommation de thermiquement
solvant (5 a 50 mL)

© 2016 Tous droits réservés.
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Techniques Avantages Inconvénients
-Extraction rapide (10 a 30
minutes) -Moins reproductible que les autres techniques
UAE -Volume de solvant -Contrdle continue de la stabilité de la température
consommé raisonnable
(4260 mL)
-Extraction assez rapide
(environ 30 minutes) -Préparation manuelle des cellules PLE
-Consommation de solvant -Les composés a extraire doivent étre stables
PLE réduite thermiquement
-Tres reproductible
-Automatisée

© 2016 Tous droits réservés.

I11.1.4.2. Purification
Apres I’étape d’extraction, une étape supplémentaire est souvent nécessaire pour purifier

et concentrer un extrait de sol.

La SPE est la méthode la plus souvent utilisée, cependant, d’autres chercheurs utilisent
aussi I’extraction liquide-liquide ou encore la chromatographie par perméation du gel (GPC)
(Alda et al., 2003), qui permettent de séparer les analytes par rapport a leur taille mais leur
emploi est assez rare. Pour 1’extraction en phase solide, les cartouches (généralement OASIS

HLB) sont utilisés pour extraire, purifier et concentrer des échantillons.
I11.2. Méthodes d’analyse

Pour identifier et quantifier un composé dans une matrice donnée, la chromatographie
liquide (CPL) ou encore gazeuse (CPG) couplée a la spectrométrie de masse simple (MS) ou
en tandem (MS/MS) sont trés souvent employées (Choi et al., 2007 ; Kostopoulou et
Nikolaou., 2008 ; Pedrouzo et al., 2009 ; Dagnac et al., 2005 et Petrie et al., 2016).

II1.2.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) s’applique aux composés gazeux ou ceux
facilement vaporisés par chauffage sans décomposition. Le principe de séparation se base sur
I’équilibre des composés présents entre deux phases: la phase stationnaire (emprisonnée dans
la colonne) permettant d’éluer les composés selon leur taille, leurs propriétés physico-
chimiques et la phase mobile qui est un gaz inerte (azote, argon, hélium) qui traverse la

colonne en entrainant les composés vers la sortie de la colonne.
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Figure 1. 11. Schéma de principe d’un systeme CPG
II1.2.2. Chromatographie en phase liquide (CPL)

La chromatographie en phase liquide (CPL) se base sur le partage de 1’analyte entre une
phase liquide mobile et une phase stationnaire solide finement divisée. En se basant sur la
nature des analytes a séparer et les différents types de colonnes utilisées, plusieurs types de la
CPL sont souvent utilisés. La chromatographie de partage en phase normale ou inversée est la

plus souvent utilisée pour I’identification et la détection des antibiotiques.

Grace aux divers types de séparation et a la capacité de réaliser le mélange de phase
mobile (gradient), la CPL a plus d’avantage que la CPG pour séparer des molécules ayant des

masses molaires trés proches, des mémes groupes fonctionnels des isomeres.
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Figure I. 12. Schéma de principe d’un systéeme CPL

La chromatographie LC-MS ou encore la LC-MS/MS sont les méthodes les plus

adaptées a I’analyse des différentes familles d’antibiotiques a usage humain et vétérinaire.

I11.2.3. Détecteurs de la chromatographie

II existe différents types de détecteurs pour les différentes méthodes de séparation

(Skoog et al., 2003) (Tableau 1.15).

Tableau 1. 15. Différents types de détecteurs utilisés en chromatographie

Chromatographie en phase gazeuse Chromatographie en phase liquide
Détecteur a ionisation de flamme Détecteur d’absorption (UV-Vis et
Détecteur a conductivité thermique infrarouge

Détecteur de chimiluminescence au soufre Détecteur de fluorescence
Détecteur d’émission atomique Détecteur de réfractométrie
Détecteur a capture d’électrons Détecteur de conductivité
Détecteur thermoioniques Détecteur électrochimique

Autre (détecteur par photométrie de flamme

et détecteur a photo-ionisation)

La sensibilit¢ de ces types de détecteurs ne permet pas d’atteindre les limites de
détection et de quantification adaptées au domaine de I’environnement : de quelques centaines
ng/L a quelques pg/L. Le développement d’autres détecteurs ayant une sensibilité suffisante
pour la recherche environnementale a été nécessaire. Depuis une vingtaine années, les

systemes de chromatographie couplée a la spectrométrie de masse sont développés et
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constituent désormais la technique principale pour la recherche et la surveillance des résidus

de médicaments dans I’environnement.

Comme les différentes familles d’antibiotiques étudiées sont souvent polaires, solubles
dans I’eau et non volatiles, une ou plusieurs étapes de dérivatisation sont nécessaires avant
leur analyse par chromatographie gazeuse pour rendre les molécules volatiles a des
températures ne provoquant pas leur décomposition (Diaz-Cruz et Barcelo., 2007). Ces
différentes étapes augmentent le temps d’analyse et représentent des sources potentielles de
perte d’échantillon ou de contamination. La chromatographie liquide est la plus souvent

utilisée (Kostopoulou et Nikolaou., 2008 et Alda et al., 2003).

II1.2.4. Spectrométrie de masse (MS) et spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)
La spectrométrie de masse est connue comme une technique d’analyse plus récente dont
I’application est fortement utilisée en couplage aux systemes de CPL ou de CPG pour les

analyses environnementales.

Son principe se base sur 1’analyse des rapports masse/charge (m/z) de différents ions
formés par ionisation des molécules séparées par la technique de chromatographie (Menet.,

2011).

La détection de la spectrométrie de masse simple n’étant pas trés sensible, elle peut
étre favorisée par I'utilisation du mode SIM (Selected Ion Monitoring). Ce mode peut
améliorer fortement la sensibilité pour la quantification des composés ciblés (Cahill et al,
2004 et Suenami et al., 2007). Cependant, il ne peut pas distinguer le composé ciblé et le
composé non ciblé si ces deux composés ont le méme rapport (m/z) (Peitrogrande et
Basaglia., 2007). Le développement de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) a
résolu ce probleme. La MS/MS permet de diminuer les effets matriciels et améliorer la

sensibilité, la sélectivité et les capacités de caractérisation de la structure chimique.
Un spectrometre de masse contient principalement trois parties :

Source d’ionisation

Cette partie permet d’évaporer 1’éluant sortant de la CPL et d’ioniser les analytes dans

I’échantillon.

I1 existe plusieurs types de source d’ionisation : impact électronique ou bombardement
électronique (EI), ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI), Ionisation de champ

(FI), Désorption de champ (FD), Nébulisation électrostatique ou Electro-nébulisation (ESI),
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Désorption assistée par matrice ou lonisation par désorption-désolvatation (MALDI),
Désorption par plasma (PD), Bombardement par ions rapides (SIMS) et Nébulisation
thermique (TS).

Cependant, seules ESI et APCI (Figure 1.13) sont utilisables en couplage avec la

chromatographie liquide.
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Figure I. 13. Schéma de principe de source d’ionisation ESI (a) et APCI (b)

Analyseur

Cette partie a pour but de séparer les ions formés dans la source en fonction de leur

rapport m/z.

Un analyseur doit étre capable de distinguer les masses dont la différence est la plus
faible possible. Différents types d’analyseur ont été développés ces dernicres années comme
I’analyseur a la dispersion des ions, I’analyseur a piégeage d’ions et I’analyseur a temps de
vol (TOF). La trappe ionique est également utilisée dans certaines études pour I’analyse de
produits pharmaceutiques (Grujic et al., 2009 et Thiele-Bruhn, 2003), Résonnance

cyclotronique d’ions a transformée de fourrier (FT-ICR).

L’analyseur quadripolaire (Q), est généralement le plus utilisé (Diaz-Cruz et Barcelo., 2007).
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Détecteur

Plusieurs types de détecteur sont développés et utilisés dans le spectrometre de masse

comme le détecteur a plaques photographiques, le détecteur au cylindre de Faraday, le

détecteur au multiplicateur d’électron ou de photons.

L’analyseur quadripole est préféré lorsque de hautes sensibilités et sélectivités sont
nécessaires. Effectivement, Snow et al., (2002) ont montré que le triple quadripOle apporte des
sensibilités et sélectivités supérieures a celles obtenues avec la trappe ionique pour les
antibiotiques (comprises entre 5 et 50 ug alors que celles atteintes avec le triple quadripdle

sont inférieures au pg).

La LC-ESI-MS et notamment la LC-ESI-MS/MS est des techniques sélectives et sensibles. Ce
sont des techniques de choix pour analyser a la fois des antibiotiques a usage humain et
vétérinaire et autre médicaments marqueurs de pollution contenus dans des matrices

environnementales.
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<
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Figure L. 14. Principe d’un spectrometre de masse en tandem
(Dahab et Smith, 2012)

Les méthodes d’analyse les plus souvent utilisés pour la détection et la quantification des
médicaments et les antibiotiques particulicrement qui sont présents dans les différents
compartiments de I’environnement (eau, sol), sont la chromatographie liquide et la
spectrométrie de masse simple ou en tandem. De plus, les procédures développées a I’heure
actuelle se concentrent en général sur différents composés appartenant a une seule famille soit

sur les matrices aqueuses seulement (Tableau 1. 16).
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Or, trés peu de travaux portent sur des analyses de plusieurs familles dans I’eau et le
sol. Des méthodes a la fois spécifiques et sensibles doivent €tre mises en place pour analyser

et quantifier les traces des différents composés présents dans 1’eau et/ou le sol.

Les différentes techniques d’extraction et méthodes d’analyse, utilisées, pour la
détection des produits pharmaceutiques dans les matrices solides et liquides, sont regrouppées

dans le Tableau. 1.16.
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Tableau I.

16. Techniques d’extraction et méthodes d’analyse utilisées pour la détection des produits pharmaceutiques
dans (j!ifférentes matrices

Composés Matrice Technique %Méthode de LOQ/LOD R% Références
d’extraction > détection
17 antibiotiques | Eau de surface | SPE /cartouches : L;E—ESI—MS/MS LOQ: 10 ng.L" 70-120 Tamtam et al.,
MCX et HLB 3 2008
7 antibiotiques Eau SPE/cartouches : I__?g?—ESI—MS/MS LOD : 30-190 ng.L" 71-119 Opris et al., 2013
souterraine | HLB C LOQ : 100-650 ngL"’
14 produits ® 68-112 Kim et al., 2007
pharmaceutiques Eau potable | SPE/cartouches : IEC—MS/MS ESI LOD: 1-10 ng.L'1
6 hormones Eau de surface | HLB > et APCI
2 antibiotiques Eau usée
Eau minérale
25 antibiotics Eau de LLE UHPLC/DAD LOD : 350-1050 ng.L™! 78-117 Herrera et al.,
ruissellement 2013
14 antibiotiques SPE (matrice LOD (sédiment) : 10- - Net et al., 2015
24 pesticides Eau de surface | liquide)/cartouche GC/MS 1200 ng. kg™
6 phtalates Sediments HLB- LOD (eau) : 0.1- 50
ASE (matrice solide) ng.L'1
19 antibiotiques WWTP SPE/cartouches : GC-MS/MS LOD: 0,1-5ng.L" 72-96 Ryuetal., 2011
5 hormones effluents HLB
SPE/cartouche : HLB LOD (eau) : 15,15-18 92-95 Sun et al., 2013
Eau de et LLE (matrice ng.L'1 (eau)
4 antibiotiques ruisselemnt | liquide) HPLC-MS
sol Bi-solvant LLE LOD (sol) : 760-1250 79-83 (sol)
(matrice solide) ng.kg”
LOQ (eau) : 10—20ng.L'1 76-124 Awad at al., 2014
Eau de surface | SPE (eau) (eau)
6 antibiotiques Sédiments Agitation (sediment) HPLC-MS/MS
LOQ (sédiment) 60-230 40-114
ng.kg' (sédiment)
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Pour étudier la présence des contaminants dits « émergents » dans I’environnement, des
méthodes d’analyses doivent étre mise en place pour les différents types de matrices liquides
(eau de surface, entrée et sortie des stations d’épuration, eau souterraine, eau potable) ou dans

les matrices solides (sol, sédiments, boues...).

Cependant, peu de travaux ont porté sur I’analyse de plusieurs familles d’antibiotiques
dans I’environnement. Des méthodes a la fois spécifiques et sensibles doivent étre mises en
place pour analyser et quantifier les traces des différents composés présents dans I’eau et le

sol, ce qui permettra, par la suite, d’étudier le niveau de contamination des milieux naturels.
I. Standards analytiques et références

Pour effectuer les analyses quantitatives, des standards (composés de grande pureté)
sont indispensables. La plupart des standards analytiques utilisés dans cette étude sont de
qualité Vetranal (V) ou certifiés USP (United States Pharmacopeia). Tous les composés sont
de marqque Sigma-Aldrich. Les standards sont les molécules représentant les principes actifs.
Apres une analyse bibliographique, les substances choisies sont présentées dans le Tableau

IL.1.
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Tableau II. 1. Qualité, pureté et marque des différents composés étudiés

Composés Qualité Pureté
Difloxacine A% 98,4%
Orbifloxacine A\ 99,6%
Ofloxacine v 99,9%
Enrofloxacine v 99,1%
Danofloxacine A\ 99,8%
Ciprofloxacine A\ 99,9%
Norfloxacine A% 99,7%
Chlortétracycline nd* >98%
Oxytétracycline nd 98,1%
Minocycline nd >98%
Doxycycline nd >98%
Tétracycline \Y >98%
Sulfabenzamide A% 99%
Sulfadiazine A\ 99,7%
Sulfanilamide A\ 99,9%
Sulfaméthoxazole A% >98%
Sulfathiazole \Y 99%
Sulfadiméthoxine \Y >98%
Sulfamérazine A\ 99,8%
Triméthoprime A\ 99,1%
Erythromycine USP >98%
Tylosine A% >98%
Carbamazépine USP 99,6%
Ampicilline \Y 98%
Gemfibrozil v >99%
Monensin v 98%
Florfénicol v >98%
*inconnue

Les étalons internes sont des composés deutérés (Sigma —Aldrich). Ces composés ne
sont disponibles commercialement que pour un nombre restreint de produits. Nous avons

toutefois réussi a obtenir quelques uns. Le triméthoprime-ds (99,6%) et la carbamazepine d-o
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(99%) ont été, respectivement, utilis€s pour le trimethoprime (diaminopyrimidine) et la

carbamazepine. Le

sulfonilamides et les autres antibiotiques étudiés.

sulfaméthoxazole-ds (>98%) a été choisi pour la famille des

Les solutions meres individuelles de chacun des composés ont été préparées dans le

méthanol par pesée a 1 mg/mL et conservées a -10°C. Les solutions qui ont servi aux

analyses, ont été préparées a partir des solutions meres par dilutions adéquates dans 1’eau

grade HPLC. Le méthanol, I’acétonitrile (grade HPLC), I’acétate d’éthyle, I’eau grade HPLC,

I’acide formique (98%, grade HPLC), I'acide acétique et I’acide citrique sont de marque

Sigma-Aldrich. L’acide phosphorique (min 85%) et la soude sont de marque Prolabo.

II. Analyse par LC/MS/MS

L’analyse des micropolluants ciblés, apres 1’étape de préparation de 1’échantillon, a été

réalisée par extraction sur phase solide en ligne avec 1’ultrachromatographie en phase liquide

couplée a la spectrométrie de masse en tandem.

I1.1. Séparation des antibiotiques par chromatographie liquide

La chromatographie liquide est basée sur des interactions entre la phase stationnaire

(adsorbant), la phase mobile (éluant) et les solutés (Figure.Il.1).

FORCE DE RETENTION

Adsorption
du soluté
sur |"'adsorban

[ solute ]

"

FORCE D'ENTRAINEMENT

"

Dissolution
du soluté
dans I'éluant

[ adsorbant ] - [

éluant ]

Adsorption
de I'éluant
sur I'adsorbant

Figure II.1. Principe de chromatographie liquide

L’échantillon est injecté dans une phase mobile liquide en contact avec la phase

stationnaire contenue dans la colonne chromatographique. Les solutés se répartissent selon

leur affinité entre la phase mobile et la phase stationnaire ce qui permet leur séparation.

© 2016 Tous droits réservés.
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Il existe deux types de phases stationnaires : Une phase polaire et acide et une phase
inverse. La phase polaire et acide est constituée de gel de silice présentant a sa surface des
groupes siloxanes (Si-O-) et silanol (Si-OH) qui permettent le greffage des composés a
analyser par les liaisons hydrogenes. Cette phase sert principalement a séparer les composés

polaires. Dans ce cas, un éluant apolaire est utilisé.

La phase inverse est la méme que la phase précédente sur laquelle des chaines alkyles
(C8 ou le plus souvent C18) ont été greffées sur les groupements silanols. Les composés
polaires seront élués en premier dans ce cas. Un éluant polaire sera utilis€ avec une phase

inverse.

Dans le présent travail, nous utilisons la phase inverse. Plusieurs parameétres seront
optimisés pour séparer au mieux 1’ensemble des composés : le choix de segmentation, le
choix du gradient d’élution et enfin le choix du débit e I’élution. Pour permettre une meilleure
séparation des solutés ainsi que la diminution du temps d’analyse, les modes isocratique et

gradient de solvant sont généralement utilisés :

= Mode isocratique : la nature des solvants ne change pas au cours de 1’analyse.

=  Mode gradient : la composition relative des solvants varie au cours de I’analyse.

I1.2. Détection des antibiotiques par spectrométrie de masse en tandem

Un spectromeétre de masse est composé de trois parties :

= une source d’ionisation permettant de volatiliser et d’ioniser les molécules pour obtenir
des ions en phase gazeuse.

= un analyseur permettant la séparation des ions en fonction de leur rapport m/z.

*» un détecteur qui permet la conversion du courant ionique en courant électrique

proportionnel au nombre d’ions détectés.

I1.2.1. Source d’ionisation
L’ionisation électrospray (ESI) a été utilisée dans cette étude. Le principe de I’ionisation

électrospray (Figure I1.2) est le suivant :

L’échantillon liquide traverse, a pression atmosphérique, un tube capillaire auquel est
appliquée une différence de potentiel de 4000 a 6000 eV. Le champ électrique ainsi créé est

de I’ordre de 10° V/m.

A la sortie, un bouillard de gouttelettes de soluté forme un céne de Taylor (jet de
particules chargées). Un champ électrique intense leur confeére une densité de charge élevée,

positif ESI+ ou négatif ESI- selon le mode d’ionisation. Ces modes permettent de produire
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respectivement des ions chargés positivement (par une protonation des molécules) ou des ions
chargés négativement (par une déprotonation des molécules). Les gouttelettes seront chargées
positivement ou négativement selon le mode d’ionisation appliqué. Le choix du mode

d’ionisation est guidé par la structure chimique de la molécule.

Sous I’effet d’un gaz (N;) chaud injecté, le solvant s’évapore petit a petit. Leur densité
de charge devient trop importantes, les gouttelettes subissent une explosion coulombienne et
se divisent en gouttelettes encore plus petites. Le phénomene se poursuit jusqu’a 1’obtention

d’ions compleétement désolvatés et sont par la suite dirigés vers 1’analyseur (Figure I1.2).

l PRESSION ATMOSPHERIQUE | VIDE

Fort potentiel - Analy seanr
A b X, o) o’ —
LA — T_‘ - 2.,. e 3.. = - O I
Gazide nehmbisation (M. . I

= . Cares e
1- Formation de gontrelettes chargees bt 5

2. D ésoly ataiion

3 Explosion coulombienne

Figure II. 2. Principe de I’ionisation par une source électrospray

I1.2.2. Analyseur

L’analyseur quadripolaire a été utilis€ dans ce travail. Il est constitué de quatre
électrodes paralleles connectées électriquement deux a deux, pour séparer les ions en fonction
de leur rapport m/z. Les ions traversant le quadripdle suivant I’axe z sont soumis a I’'influence
d’un champ électrique total (constitué d’un champ alternatif quadripolaire superposé a un
champ constant) résultant de 1’application sur les barres des potentiels Qp et —Qp. Qg est
calculé par la formule Qg= U+V cos (wt), ou U est la composante continue et V cos (wt) est
la composante sinusoidale. Pour séparer les ions en fonction de leur rapport m/z, les valeurs
de U et de V sont régulierement modifiées tout en maintenant le rapport U/V constant. Les
tensions appliquées affectent la trajectoire des ions traversant les quatre électrodes. Pour une
valeur de U et de V, une valeur unique de m/z aura une trajectoire stable selon I’axe z. La

Figure I1.3 illustre le principe de I’analyseur quadripolaire.
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Figure II. 3. Principe de I’analyseur quadripolaire

I1. 2.3. Détecteur

Le détecteur résulte de 1’association de deux analyseurs quadripolaires en série, séparés
par une cellule de collision. Selon I’information recherchée, quatre différents modes de
détection existent. Le mode descendant est utilisé pour obtenir des informations structurales.
Les deux modes ascendant et de perte de neutre sont d’un usage plus restreint. Ils permettent
de mettre en évidence des ions ayant des particularités communes. Le mode Multiple
Reaction Monitoring (MRM), dérivé du mode descendant est dédié a la quantification. C’est

ce dernier mode qui a été utilisé dans notre étude.

En mode MRM, 1’ion parent ou précurseur (souvent I’ion pseudo-moléculaire [M+H]"
en ESI+ et [M-H] en ESI-) issu de la source d’ionisation est sélectionné par le premier
quadripdle puis fragmenté dans la cellule de collision pour former des ions fils. Le second
analyseur est, quant a lui, focalisé uniquement sur les ions fils. Ce mode présente une double
sélectivité, au niveau des sélections de 1’ion parent et de 1’ion produit. Dans ce mode, sont

obtenues des transitions MRM de I’ion parent a I’ion fils (Figure.Il.4).
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Figure II. 4. Illustration du mode MRM
Le mode MS/MS tres sensible, il est utilisé pour des analyses ciblées. Pour réaliser des

analyses non ciblées, I’analyseur a temps de vol (TOF) est employé parce qu’il donne des

informations sur I’ensemble des spectres. Cependant, sa sensibilité reste toujours plus faible.

III. Optimisation des méthodes d’analyse.
Apres la préparation des échantillons, 1’analyse a été effectuée par chromatographie

liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC/MS/MS).

II1.1. Procédure d’étude

La procédure utilisée est la méme pour tous les médicaments étudiés. La
chromatographie liquide a été réalisée sur un équipement (Thermo Fisher Scientific) constitué
d’une chaine équipée d’un passeur automatique d’échantillon, deux pompes, un dégazeur, un
four a colonne et un systeme de pré-concentration en ligne permettant la purification de

I’échantillon.
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Figure I1. 5. Equipement SPE-LC/MS/MS (Thermo Fisher Scientific)

Les extraits des matries aqueuses et solides sont pré-concentrés par SPE (extraction en
phase solide) en ligne sur une cartouche C18 en phase inverse de marque Thermo Fisher de
type Hypersil Gold de 2,1 mm de diametre, de 20 mm de longueur et 12 um de taille des
particules, et en utilisant une pompe Surveyor. La SPE en ligne a été utilisée afin d'injecter un
grand volume d’extrait. Un millilitre (1 mL) d'extrait a été chargé, en utilisant une pompe

Surveyor, sur la cartouche SPE en ligne ol des composés pharmaceutiques ont été adsorbés.

La séparation des analytes a été réalisée a l'aide d'une pompe Accela, (Thermo Fisher
Scientific) équipée d’une colonne analytique C18 Hypersil GOLD en phase inverse de

parametres 2,1 mm de diametre, SO mm de longueur et de 1,9 pm de taille des particules.

Les composés ont été ensuite élués par la phase mobile puis distribués par une pompe
Accela. La séparation a été effectuée par un gradient d’élution du mélange de 0,1% d'acide
formique et 0,1%, acétate d'éthyle d'ammonium dans l'eau de qualité HPLC (éluant A); 0,1%
d'acide formique dans une solution de méthanol (éluant B). Le temps d'analyse est de 25 min.
Les produits pharmaceutiques sont ensuite dirigés vers la source électrospray de 1’appareil

(Tableau 11.2).

Dans ces conditions, la SPE en ligne permet d’atteindre des valeurs minimales de la
limite de quantification (LOQ). La température du four de la colonne a été réglée a 40 °C et le

débit de la phase mobile est de 0,2 mL / min.
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Tableau II. 2. Gradient d’élution de la procédure utilisée

Temps (min) Eluant A (%) Eluant B (%)
0 95 5
5 50 50
20 50 50
20,1 95 5
25 95 5

Les conditions opératoires correspondent a une augmentation linéaire en fonction du

temps des compositions relatives des €luants et de différentes valeurs de tensions établies aux

bornes de chaque partie de 1’appareillage (Tableau II.3).

Tableau II. 3. Conditions initiales opératoires en mode d’ionisation positif (ESI +)

Tension de Tension Tension Tension Température | Température
pulvérisation | Skimmer capillaire tube de chauffage | de capillaire
V) V) V) lentille (V) (0] (0]
3500 18 35 95 300 225

© 2016 Tous droits réservés.

La précision de I’appareillage a été soigneusement contrdlée comme suit :

Vérification quotidienne en utilisant les normes de précision.
Evaluation hebdomadaire et un étalonnage externe si nécessaire bimensuel avec des normes

de précision (Togola et al., 2008 et Kolpin et al., 2002).

™

Les données sont traitées en utilisant XCalibur version 2.1 (Thermo Fisher Scientific).
Les transitions MRM permettent de sélectionner 2 ions fils qui correspondent a une
quantification et a la confirmation. Dans le dernier quadripdle (Figure I1.6), les ions fils
choisis suivent le chemin focalisé. Et enfin, la dynode accueille ces ions et transforme leur
signal chimique en signal électrique. La figure 1.6 illustre ces étapes de sélection de 1’ion

parent, de fractionnement et de sélection des deux ions fils.
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Figure II. 6. Principe du spectrometre de masse avec triple-quadripole

Les données MS/MS ainsi que les parametres de la source d’ionisation ESI (en mode
positif et négatif) ont été optimisés par injection manuelle des standards en flux continu a des

concentrations comprises entre 0,5 et 2 mg/L selon les composés.

IIL.2. Préparation d’échantillon
Pour I’étape de préparation de 1’échantillon, deux étapes sont généralement utilisées :
I’extraction suivie par la purification. Plusieurs méthodes d’extraction et de purification ont

été testées.

II1.2.1. Echantillons en phase liquide
I11.2.1.1. Extraction en phase solide (SPE)

La technique SPE d’extraction, de purification et de concentration la plus employée pour
tous les types des matrices liquides. Le principe est basé sur les interactions entre une phase
solide contenue dans une cartouche, la phase mobile (matrice aqueuse, solution éluante) et les
composés a extraire (Figure I1.7). La SPE consiste a faire percoler 1’échantillon aqueux a
travers la cartouche pour piéger les analytes recherchés ou les interférents. Son large succes
est di a sa rapidité, son efficacité et le large choix des phases adsorbantes disponibles. De

plus, cette technique nécessite une faible quantité de solvant ce qui est, pour la chimie verte,

un avantage non négligeable.
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Conditionnement Percolation
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. * L w Interférents
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Figure II. 7. Schéma du principe de I’extraction en phase solide

I11.2.1.2. Méthode optimisée

Pour I’optimisation de I’extraction sur phase solide (SPE) de la matrice aqueuse, 1’eau

grade HPLC, dopée par les 28 composés étudiés a raison de 1ug/L, a été utilisée. La SPE a été
effectuée en utilisant un collecteur sous vide de type Supelco SPE (Sigma-Aldrich). Plusieurs
parametres ont été testés tels que le volume d’échantillon, le choix de la cartouche et le choix

du pH de I’échantillon.

Tableau II. 4. Parametres expérimentaux fixés pour la SPE

Conditionnement 6 mL de m éthanol
6 mL d’eau HPLC

Chargement 500 mL de I’échantillon

pH=25

Débit = 1 mL/ min
Lavage 6 mL d’eau HPLC
Débit= 1 mL/min

Séchage 30 min sous flux d’azote

Pression = 1 bar

Elution 6 mL de méthanol
Débit= 1 mL/min

En effet, la SPE off-ligne permet a la fois la pré-concentration de I'extrait et la

réduction des interférents potentiels (Hernandez et al., 2007 ; Gros et al., 2013 et Seifrtova et

al., 2009).

I11.2.2. Echantillons en phase solide

La méthode utilisée lors de I’analyse des résidus pharmaceutiques passe par quatre

grandes étapes :

» La préparation des cellules.

© 2016 Tous droits réservés.
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» L’extraction
» L’évaporation

» La purification

Les échantillons de sol sont séchés a I’air libre pendant 5 jours dans une salle a 35°C,

tamisés a 2 mm et stockés dans des flacons appropriés.

I11.2.2.1 Préparation des cellules

Avant d’extraire les produits des sols, les cellules seront préparées. Cette étude porte sur
5 sols du Haut de France. Ce choix permet d’étudier le niveau de contamination de cette
région. Les sites étudiés sont : Steenwerck, Liévin, Airon St Vaast, Marcq-en-Ostrevent et le
site de Dompierre. Ces sols utilisés présentent des propriétés physico-chimiques trés variées
afin d’étudier I’influence de ces différents paramétres sur les rendements d’extraction de la

PLE.

Une cellule métallique PLE de 40 mL est remplie avec 20 g de sol. La cellule est
complétée avec du sable de Fontainebleau (un sable de référence) pour limiter le plus possible
le volume mort. Deux filtres en cellulose sont placés aux deux extrémités de la cellule. Son

remplissage est illustré (Figure I1.8).

< FILTEE
M 5 AR E DE FONTATNEELEAT

oy a®
B T TETTT Ll

.."IIIF'-‘I.'I.'. ‘h‘ -I-DI_LT_ DE. SDT_L'T[DNDEDGP_ALGE

o] — 20z DE 30L
< -FILTRE

- L
LR Ll

Figure II. 8. Remplissage de la cellule PLE

Pour I’optimisation de la procédure, lors de 1’étude de rendement d’extraction, les
cellules sont dopées au centre en proportions de Ing/g avec un mélange contenant les 28
composés. Avant d’effectuer la PLE, les cellules sont laissées 7 a 8 heures a la température
ambiante pour homogénéiser son contenu ce qui permet I’intégration totale des substances.
Six cellules sont préparées soit les 5 sols et un blanc d’extraction contenant seulement le sable

de Fontainebleau et le dopage.
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II1.2.2.2. Extraction de DI’échantillon par PLE (extraction a haute température et
pression)

La PLE est une extraction a haute température et a haute pression. Le solvant choisi
permet de solubiliser la totalité des analytes, et la polarité de ce dernier doit se rapprocher de
la polarité des composés. Un mélange de solvants de polarité différente peut €tre utilisé pour

extraire des substances de polarité trés différente.

Cing mélanges d’extraction ont été testés: 1’acétonitrile, le méthanol, un mélange
contenant du méthanol et 1’acide citrique a 0,2 mol/L (50/50; V/V) ajust¢ a pH=3. Un
mélange contenant de méthanol, 1’acétonitrile et 1’acide citrique a 0,2 mol/L (25/25/50 ;
V/V/V) a pH=3 et un dernier mélange contenant du méthanol, I’acétonitrile et I’acide citrique

a 0,2 mol/L (40/40/20 ; V/V/V) apH 4, 5.

v" La température : plus la température est élevée, plus la viscosité du solvant diminue, ce qui
favorise sa pénétration dans la matrice et solubilise mieux les composés.

Afin d’éviter la dégradation des composés cibles, plusieurs valeurs sont généralement
utilisées 60, 80 et 100 °C.

v La pression : doit étre assez élevée pour maintenir le solvant dans son état liquide.

Trois pressions sont généralement utilisées 80, 100 et 120 bars.

v Le temps statique correspond a la durée de I’extraction pendant laquelle la température et la
pression sont stables. Certaines matrices retiennent les substances a extraire dans leurs pores.
Augmenter le temps statique permet aux composés de mieux diffuser dans le solvant
d’extraction. Plusieurs valeurs allant de 5 a 10 minutes sont généralement utilisées.

v" Le nombre de cycles permet de multiplier le nombre de passage de solvant a travers

I’échantillon et d’augmenter le taux de récupération.

Une fois les cellules remplies, elles seront introduites dans 1’extracteur PLE (Figure I1.9).

Figure.Il. 9. Extracteur PLE (Bucchi, SpeedExtractor E-914/E-916)
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I11.2.2.3. Evaporation des extraits
Environ 20 mL d’extrait sont obtenus apreés 40 minutes. Ils sont transférés dans un
erlenmeyer de 100 mL. 50 pL de keeper n-dodécane sont ajoutés selon la méthode

développée par Salvia et al., (2013).

Un keeper est un composé peu volatil utilisé pour empécher la volatilisation des composés, de

structure enchaines ramifiés, ce dernier sert a protéger les molécules d’interéts.

Le contenu de I’erlenmeyer est évaporé partiellement a 1I’évaporateur rotatif dans un
bain marie fixé a 60°C et une pression de 450 mbar jusqu’a obtention de 2 a 5 mL

d’échantillon.

Le volume restant est évaporé a sec dans 1’évaporateur a effet vortex sous flux d’azote de

0,8 bar. Le résidu obtenu est repris dans 6 mL de mélange eau/méthanol (97/3 ; V/V).

I11.2.2.4. Purification des extraits
L’étape de purification a pour but de limiter la présence d’interférents extraits en méme
temps que les composés susceptibles de perturber I’analyse, un phénomeéne couramment

appelé effet matrice (Hernandez et al., 2007).

La purification de I’extrait est réalisée sur la cartouche HLB (200 mg/ 6 mL) en cinq

étapes représentées comme suit :

1) Le conditionnement de la cartouche par I’ajout de 6 mL de méthanol suivi par 6 mL d’acide
citrique a 0,2 mol/L a un débit fixé a 1mL/min.

2) Le chargement des 5 mL de I’échantillon a un débit de 1 mL/min également.

3) Une série de lavage de cartouche est ensuite effectuée par 3 mL de I’eau grade HPLC suivi de
3 mL de I’acide citrique a 0,2 mol/L avec un débit égale a 1 mL/min.

4) Le séchage sous flux d’azote sous pression de 0,8 bar pendant 30 minutes. Aucune trace d’un
quelconque liquide ne doit subsister dans la cartouche.

5) L’élution de I’extrait s’effectue avec 6 mL de méthanol avec un débit de 1 mL/min.

L’extrait résultant de I’opération est transvasé dans un tube tétine, placé au bain-marie a
40 °C dans I’évaporateur a effet vortex jusqu’a I’obtention du résidu sec sous flux d’azote a

0,8 Bar.

Dans une fiole en verre, le résidu sec est repris par environ 4 mL d’eau grade
HPLC/CH;0H (97/3; V/V), 40 uL de HCI dilué 1/5 et 40 uL de la solution des étalons

internes. Le temps de contact est de 30 a 45 minutes. Enuite, la solution est filtrée a I’aide
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d’une seringue munie d’accrodiscs équipés des filtres de fibre en verre a 0,2 um. Finalement,

I’échantillon est mis dans des vials ambrés de 2 mL.

IV. Validation de I’extraction a haute température et haute pression
L’extraction PLE a été validée suivant les recommandations de (M. Feinburg, 1986) pour

une validation analytique de norme ISO 17025.

IV.1. Critéres d’une validation analytique
IV.1.1. Linéarité

La linéarité d’une méthode de mesure ou d’une procédure d’analyse est, sa capacité, a
I’intérieur d’un certain intervalle, d’obtenir des résultats de mesure directement proportionnels
a la concentration (quantité) en substance de 1’échantillon analysé. Elle a été évaluée en
analysant des sols dopés dans une gamme de concentration de 0,5 ng/g a 500 ng/g. La

linéarité a été évaluée trois fois a trois jours différents.

IV.1.2. Spécificité
Une méthode est spécifique lorsqu’elle permet de distinguer des composés présentant des

structures voisines. Elle doit limiter les interférences liées a la matrice de 1’échantillon.

IV.1.3. Limite de détection

La limite de détection correspond a la quantité la plus faible d’analyte qui peut étre
détectée dans un échantillon, sans forcement pouvoir étre quantifiée de facon exacte.
L’évaluation du seuil de détection dépend essentiellement du rapport Signal/bruit de fond. La
limite de détection (LOD) a été déterminée telle que la concentration de I’analyte produit un

pic d’une hauteur égale a trois fois 1’écart-type du bruit.
LOD : Signal/Bruit=3

IV.1.4. Limite de quantification
La limite de quantification (LOQ) correspond a la concentration pour laquelle la hauteur
du pic de I’analyte est égale a dix fois 1’écart-type du bruit, ceci sur la transition MRM la plus

intense.
LOQ : Signal/Bruit=10

IV.1.5. Fidélité
La précision de la procédure d’analyse exprime I’étroitesse de I’accord entre une série
de mesures provenant de multiples prises d’essais d’un méme échantillon homogene. La

précision s’exprime par la mesure de la répétabilité et la reproductibilité. La moyenne, 1’écart
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type (SD : déviation standard) et le coefficient de variation (CV, %) pour les différentes

concentrations sont exprimées ainsi :

Loxi
Moyenne X = ———

n

X(xi —x)?

Ecartt SD) =+
cart type (SD) = + —

Ecart type (SD
ype ( )><1

CV(%) = 00

Moyenne X
IV.1.5.1. Répétabilité

La répétabilité se rapporte a des essais de la méme grandeur effectués dans des
conditions aussi stables que possible, a de court intervalle de temps, dans un méme laboratoire
et par un méme opérateur employant le méme équipement. L’objectif est d’obtenir des
mesures dans les conditions les plus similaires possibles. La répétabilité traduit la variation

intra-journaliere.

La répétabilité a été évaluée en calculant les coefficients de variation (CV, %) pour les
différentes concentrations. Elle a été évaluée sur trois concentrations (basse: 1,5 ng/g;

moyenne : 50 ng/g et élevée : 500 ng/g) en effectuant 3 essais pour chaque concentration.

IV.1.5.2. Reproductibité

C’est la mesure de la fidélité lorsqu’une ou plusieurs conditions opératoires changent a
savoir des opérateurs différents et/ou des instruments différents et/ou des méthodes d’analyses
différentes, et/ou des délais variables. L’objectif est d’obtenir des mesures reproductibles,
dans des conditions a une ou plusieurs sources de variabilité sont venues interférer. La

reproductibilité a été évaluée trois fois, par deux opérateurs sur une concentration égale a
50 ng/g.
IV.1.6. Rendement d’extraction
Les rendements d’extraction sont déterminés en comparant les résultats obtenus par

I’analyse d’échantillons de sols dopés a différentes concentrations avec ceux obtenus en

analysant des extraits de sol dopés apres I’extraction aux mémes concentrations :
Rendement d’extraction R (%) = (S gopé/S rer)*100

Avec :
Sdope= signal correspondant a I’échantillon de sol dopé avant I’extraction.

S = signal correspondant a I’extrait de sol dopé apres 1’extraction.
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Chapitre 111

Développement de la
méthodologie pour I’analyse
des composés en phase

liquide
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Dans ce chapitre, nous décrivons 1’optimisation d’une méthode d’analyse des résidus
pharmaceutiques a usages humain et vétérinaire contenus dans les matrices aqueuses : eaux de

surface, eaux souterraines, eaux potabes, eaux des rivieres...

Dans une premiere étape, nous avons mis au point une méthode instrumentale d’analyse
par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem. Les différents
parametres de la séparation (choix de la segmentation, le gradient d’élution et le débit de
I’élution) ont été optimisés. La méthode a été optimisée pour 25 substances a savoir, 5
tétracyclines, 6 sulfonilamides, 7 fluoroquinolones et 7 autres médicaments. Ces substances
présentent des propriétés physico-chimiques différentes ce qui a pour conséquence la

difficulté de la séparation.

Nous poursuivons I’étude par la détermination des limites de détection et de
quantification de la méthode optimisée. Une méthode d’extraction par SPE a été mise au
point. Cette procédure permet a la fois d’extraire et de concentrer des échantillons d’eaux
environnementales. Elle a été optimisée pour les composés en évaluant dans chaque fois les
rendements d’extraction et les limites de détection et de quantification. La linéarité a

également été évaluée.
I. Optimisation méthodologique

I.1. Séparation par chromatographie liquide : choix de la segmentation, du gradient et

du débit d’élution

Afin de séparer les substances étudiées, une colonne analytique C18 a phase inverse
Hypersil GOLD (2,1 mm de diamétre, SO mm de longueur et 1,9 um de taille des particules) a
été utilisée (Lacey et al., 2008 ; Liu et al., 2011 ; Choi et al., 2007; Liu et al., 2009; Wei et al.,
2011 ; Dinh et al., 2011 ; Abuin et al., 2006 et Ben et al., 2008).

La température de four de la colonne a été fixée a 40°C pour éviter le phénomene de
dégradation des composés étudiés. L’acide formique est souvent employé comme additif pour
favoriser I’ionisation et augmenter la sensibilité lors de 1’analyse d’antibiotiques en mode ESI

(Alda et al., 2004 ; Pailler et al., 2009 et Janzen et al., 2008).

Nous avons utilisé comme éluant (A) une solution aqueuse (eau grade, HPLC) d’acide
formique 0,1% et d’acétate d’ammonium a 0,2 mol/L. L acétate d’ammonium a pour rdle de
protéger la colonne chromatographique et augmenter sa durée de vie. L’éluant (B), une
solution métanolique d’acide formique a 0,1% permettant une meilleure ionisation de la

plupart des composés étudiés.
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I.1.1. Segmentation

La segmentation est 1’action de découpage du temps d’analyse en un ou plusieurs
segments. Afin d’obtenir une bonne séparation, trois différentes segmentations ont été testées
pour les deux modes d’ionisation positive et négative. Les tests sont réalis€s en triplicata pour

chaque segmentation.
* Premiere segmentation : un seul segment toute la durée de la séparation de 0 a 25 min.

D’apres les résultats, les intensités des réponses sont trés faibles. La sensibilité de la méthode
a diminué d’une fagon trés remarquable par rapport a la réponse obtenue lors de I’injection
séquentielle manuelle et une absence de la répétabilité du temps de rétention pour la plupart

des composés a été remarquée.

* Deuxiéme segmentation testée pour les deux modes, se divise en cinq segments :
Segment 1 : 0 - 5 minutes.
Segment 2 : 5,01 — 10 minutes.
Segment 3 : 10,01- 15 minutes.
Segment 4 : 15,01- 20 minutes.
Segment 5 : 20,01 — 25 minutes.

Une légere amélioration pour la plupart des produits a été détectée sauf pour la sulfanilamide
et la sulfadiméthoxine, mais il n’y a toujours pas de répétabilité niveau du temps de rétention

et des intensités des pics chromatographiques.

* Troisiéme segmentation, se divise en trois segments :
Segment 1 : 0 — 6 minutes.
Segment 2 : 6,01 — 9 minutes.

Segment 3 : 9,01 — 25 minutes.

Les intensités des pics sont nettement améliorées pour tous les composés appartenant aux

différentes familles d’antibiotiques par rapport aux autres segmentations.

L’effet de la segmentation a été étudié en experimentant trois différents modes de

segmentations (Figures II1.1-111.4).

Pour les tétracyclines, la troisiéme segmentation permet une meilleure séparation. La
chlorotétracycline présente des aires de 1,5 a 3 fois plus intenses avec la deuxieme et la
troisieme segmentation. La tétracycline et I’oxytetracycline montrent une 1égere amélioration

entre la deuxiéme et la troisiéme segmentation, tandis que pour le doxycycline montre que la
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premicre segmentation une meilleure réponse que la deuxieme cependant le troisiéme reste

toujours la meilleure (Figure IIL.1).

La plupart des sulfanilamides présente une amélioration trés remarquable en passant de

la segmentation 1 a 3, hornis le sulfabenzamide qui présente une meilleure intensité dans la

premiere segmentation (Figure I11.2).

Ainsi que Les 7 fluoroquinlones présentent une meilleure ionisation avec la troisi¢me

segmentation (Figure II1.3).

Etant donné que la plupart des composés (14 produits sur 25) présente un temps de

rétention compris entre 6 et 9 minutes. Le choix d’un segment de courte durée a bien amélioré

la séparation de ces derniers et a favorisé I’1ionisation des différents produits cibles.

Aires des pics
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Figure IIL. 1. Aires des pics des tétracyclines avec les différentes segmentations
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Figure III. 3. Aires des pics des fluoroquinolones avec les différentes segmentations
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Figure I1II. 4. Aires des pics des autres médicaments avec les différentes segmentations

Les intensités des pics sont nettement améliorées en utilisant la segmentation 3
(Figures III.1-1I1.4). Le meilleur compromis pour 1’ensemble des substances étudié est

I’utilisation de la troisieme segmentation qui permet d’avoir une meilleure séparation.
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1.1.2. Gradient d’élution

séparation. Deux éluants ont été utilisés (Tableau III.1).

Eluant A: une solution aqueuse d’acide formique a 0,1%
mol/L.
Eluant B : une solution méthanolique d’acide formique a 0,1%.

Tableau III. 1. Différents gradients d’élution testés

These de Ines Tlili, Lille 1, 2016

Trois différents gradients d’élution ont été testés dans le but d’avoir la meilleure

Temps (minutes) | Eluant A* | Eluant B*
Gradient d’élution 1
0 50 50
20 0 100
23 0 100
23,1 50 50
25 50 50
Gradient d’élution 2
0 50 50
20 0 100
23 0 100
23,1 50 50
25 50 50
Gradient d’élution 3
0 95 5
5 50 50
20 50 50
20,1 95 5
25 95 5

et d’acétate d’ammonium a 0,2

Le premier gradient d’élution donne des intensités des pics faibles compris entre 20 a 30%

pour la majorité des tétracyclines et fluoroquinolones.

Le passage de I’éluant A a I’éluant B, entre 5 et 20 minutes a amélioré de fagon tres

remarquable le pourcentage des réponses des substances appartenant aux différentes familles

(de 40 a 70 %) (Figures II1.5-11I8).
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Figure III. 5. Pourcentages des réponses des tétracyclines avec les différents gradients
d’élution
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Figure III. 6. Pourcentages des réponses des sulfonilamides avec les différents gradients
d’élution
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Figure III. 7. Pourcentages des réponses des fluoroquinolones avec les différents

gradients d’élution
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Figure III. 8. Pourcentages des réponses des autres médicaments avec les différents

gradients d’élution

La présence du méthanol etant indispensable pour une meilleure ionisation et une

augmentation de la sensibilité, le troisieme gradient d’élution est le meilleur compromis pour

la détection des produits pharmaceutiques étudiés. Les pourcentages des réponses atteignent

81% pour la tétracycline, 85% pour le norfloxacine, 78% pour la sulfanilamide et 75% pour le

tylosine.
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I.1.3. Débit d’élution

Trois valeurs ont été testées pour avoir le débit d’élution optimal (Figures I11.9-111.12).

D;= 150 pL/min D,= 250 uL/min D3= 350 pL/min

m Débit 150 = Débit 250 m Débit 350
100 ~
90 -
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30
20 A
10 A

Pourcentage des répnses (%)

Tetracycline  Chlortetracycline  Doxycycline Minocycline  Oxytetracycline

Figure III. 9. Pourcentages des réponses, des tétracyclines avec trois différents débits
d’élution en (uL/min)
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Figure III. 10. Pourcentages des réponses, des sulfonilamides avec trois différents débits
d’élution en (uL/min)
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m Débit 150 m Débit 250 W Débit 350

100 +
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Figure III. 11. Pourcentages des réponses, des fluoroquinolones avec trois différents
débits d’élution en (uL/min)

100 - m Débit 150 = Débit 250 m Débit 350

Pourcentage des réponses (%)

Figure III. 12. Pourcentages des réponses, des autres médicaments avec trois différents
débits d’élution en (uL/min)

Un débit de 350 pL/min entraine une perte des composés dans 1’appareil (visible a
I’ceil, des gouttelettes de liquide aux jointures des liaisons). Pour le débit le plus faible, les
intensités des pics sont acceptables de 30 a 70 %. Le meilleur compromis est I’ utilisation du

débit intermédiaire de 250 uL/min (pourcentage des réponses entre 45 et 85%).
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1.1.4. Détection

Les résidus pharmaceutiques ont été identifiés et quantifiés par SPE-LC-MS/MS en
ligne. Les analytes sont toujours identifiés par leurs caractéristiques chromatographiques et
aussi par leurs transitions MRM (fragmentation spécifique). Les conditions opératoires
MS/MS (Tableau II1.2) et les paramétres qui concernent la caractérisation de la Tétracycline

(Figure II1.13), qui s’ionise en mode electrospray positif ESI+.

Tableau III. 2. Parametres analytiques des antibiotiques étudiés

& M?de. Ion Energie LT Tens,io.n Température Température
Composés lonisation Parent Iorr:ls/zﬁls Collision leTr:Jt:)lfe pl;lt‘;z::s- Vaporisation Capillaire

m/z (eV) V) V) () (&)
Ampicilline + 350,0 | 105,9 | 113,9 |24 | 30 | 108,0 3000 3949 202,9
Carbamazepine + 236,9 | 193,8 | 191,8 | 19 | 25 | 107,6 3000 325,7 186,0
Chlortétracycline + 479,1 | 462,0 | 4438 | 21 | 16 | 95,0 3000 403,7 200,8
Ciprofloxacine + 332,0 | 313,9 | 230,8 |36 | 19 | 79,1 3000 399,1 227.8
Danofloxacine + 358,0 | 339,77 | 313,9 |23 |17 | 84,0 3000 313,1 240.,4
Dicyclanil + 190,9 | 1499 | 162,8 | 18 | 16 | 72,5 3000 198,8 242,1
Difloxacine + 400,0 | 381,9 | 3559 |21 |19 | 98,0 3500 394,9 205,2
Doxycycline + 445,0 | 4279 | 153,8 | 18 |29 | 943 3000 279,3 2333
Enrofloxacine + 360,0 | 342,0 | 3159 |20 | 18 | 110,3 3500 400,6 199,5
Florfénicol - 355,9 | 3359 | 185,0 |10 |20 | -113,8 | 4000 366,3 199,8
Gemfibrozil - 294,1 | 121,1 | 120,0 | 19 | 47 | -102,4 | 4000 364,9 198,5
Monensin + 693,3 | 675,3 | 461,1 |35 |52 | 135,6 3000 366,2 2747
Norfloxacine + 320,0 | 301,9 | 2759 |20 | 16 | 86,0 4000 357,2 232,7
Ofloxacine + 362,0 | 317,9 | 260,8 | 17 | 26 | 94,0 3500 366,6 266,0
Orbifloxacine + 396,0 | 351,9 | 2949 |24 | 17 | 143,1 3500 4049 210,0
Oxytétracycline + 461,1 | 4259 (4431 |19 |12 | 87,0 3000 252,5 265,8
Sulfabenzamide + 276,9 | 155,8 | 108,0 |13 |22 | 71,0 3500 231,9 225,1
Sulfadiazine + 250,9 | 155,8 | 108,0 | 15 |22 | 90,6 5000 197,7 202,2
Sulfamethoxazole + 2649 | 1559 | 171,8 |15 | 16 | 85,0 5000 352,6 229,7
Sulfadimethoxazole + 310,9 | 155,9 | 108,0 |21 |27 | 87,6 3500 395,5 228,3
Sulfamerazine + 2649 | 1559 | 171,8 |15 | 16 | 85,0 5000 352,6 229,7
Sulfamethazine + 253,9 | 155,7 | 92,0 16 | 26 | 85,0 5000 350,6 2284
Sulfanilamide + 172,9 | 155,8 | 108,0 |7 15 | 67,3 3000 235,0 248,4
Sulfathiazole + 255,9 | 1559 | 108,0 |14 |24 | 116,0 4500 400,5 2324
Tétracycline + 445,1 | 4099 | 4270 |18 | 12 | 72,0 4500 2324 272,0
Trimethoprim + 291,0 | 229,9 | 260,9 |23 |24 | 121,1 5000 352,1 329,7
Tylosine + 916,6 | 173,7 | 772,3 | 35 | 26 | 149,0 4500 403,9 202,8

89

© 2016 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



These de Ines Tlili, Lille 1, 2016

Breakdown Curve of lon 445.1 m/=z
Intensity: 8.44e+07 Product lons Coll.Energy
Pressure: 1.5 mTorr 409.9 m/=z 18 v
100 427.0 m/z 12 v
153.8 mv/= 27 v
] 98.0 m/= 35 v
80 _|
60 __|
40 _|
| N
AN
20 _| .
\
AN
o 1 — T — 7\7 - T 77777777\
5 20 35 S50 65 80
Collision Energy (V)
[M+H]*
4451
i Tﬂl‘ﬂq’ﬂll‘lf [M+H-H50]*
= !
F
2
% a0 [M+H-H+0-NH4 [*
; i hh_““""“‘—.__
) a3
& 400.9427
e v ] s Ty [5s]

M/Z=4451

maz

M/Z=409.9

© 2016 Tous droits réservés.

P & Selecwd

100,
90 °
80°
70
607
505
40
30
203

10,

5.5

Figure III. 13. Parametres de la détection de la Tétracycline
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Les limites de détection (LOD) et les limites de quantification (LOQ) ont été

déterminées pour un rapport signal/bruit égal a 3/10 (Tableau II1.3).

Pour les tétracyclines, les fluoroquinolones, les sulfonilamides ou les autres

médicaments, les résultats sont de méme grandeur et voire meilleurs que ceux mentionnés

dans la littérature.

En effet, des travaux antérieurs présentent des LOD entre 5 et 20 ng/L et des LOQ

varient entre 7 et 40 ng/L pour I’analyse des différents antibiotiques a usage vétérinaire

(Bialk-Bielinska et al., 2009 et Vasquez-Roig et al., 2010).

Il convient de noter que la majorité des valeurs sont habituellement obtenues lors

d’analyse d’un nombre limité de famille de composés. Dans notre cas, en réalisant des

compromis, une étude multi-familles a été réalisée ce qui est plus difficile.

Tableau III. 3. Valeurs optimales de la détection

Groupe thérapeutique Composé ’fztl:r?tsi(ﬂf (I?g(/)IJI)) z;l(;/%)
(min)
Chlortétracycline 8,72 0,06 0,2
Tétracycline 6,08 0,06 0,2
Tétracyclines Doxycycline 9,86 0,06 0,2
Minocycline 4,86 0,06 0,2
Oxytétracycline 6,82 0,15 0,5
Difloxacine 7,10 0,06 0,2
Enrofloxacine 6,73 0,06 0,2
Fluoroquinolones Norﬂoxa.cine 6,43 0,15 0,5
Ofloxacine 6,19 0,15 0,5
Orbifloxacine 6,91 0,15 0,5
Ciprofloxacine 6,47 0,06 0,2
Danofloxacine 6,65 0,06 0,2
Sulfabenzamide 8,20 0,06 0,2
Sulfadiazine 4,81 0,9 3
Sulfadiméthoxine 8,76 0,06 0,2
Sulfonilamides Sulfamérazine 5,66 0,06 0,2
Sulfanilamide 2,78 0,06 0,2
Sulfathiazole 5,28 0,06 0,2
Triméthoprim 5,77 0,06 0,2
Florfenicol 6,96 0,36 1,2
Autres Moner}sin 19,33 0,15 0,5
médicaments Tylosine ‘ 12,18 0,06 0,2
Erythromycin 20,75 0,06 0,2
Dicyclanil 4,36 0,15 0,5
Ampicilline 11,37 0,15 0,5

La répétabilit¢é des temps de rétention, en utilisant les conditions optimales de

détection des substances étudiées, exprimée par le coefficient de variation est détaillé dans le

© 2016 Tous droits réservés.
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tableau IIl.4. Les valeurs de coefficient de variation (CV, %) varie entre 0,47% pour

I’ampicilline et 6,37% pour I’orbifloxacine. Ces valeurs sont inférieurs a 10% donc la

méthode optimisée est répétable.

II. Préparation des échantillons

Tableau II1.4. Répétabilité des temps de rétention des médicaments étudiés

Composés Temps de rétention (min)

Essail |Essai2 |Essai3 [Moy |[CV%

Ampicilline 11,24 11,29 11,37 | 11,3 0,47
Chlortétracycline 8,66 8,52 8,72 8,63 0,97
Ciprofloxacine 6,3 6,41 6,47 6,39 1,10
Danofloxacine 6,7 6,4 6,65 6,58 1,99
Dicyclanyl 4,17 4,39 4,36 4,30 2,26
Difloxacine 7,2 6,99 7,1 7,09 1,20
Doxycycline 9,77 9,89 9,86 9,84 0,51
Enrofloxacine 6,54 6,66 6,73 6,64 1,18
Florfenicol 6,87 7 6,96 6,94 0,78
Monensin 19,25 19,32 19,33 | 19,3 0,18
Norfloxacine 6,64 6,39 6,43 6,48 1,69
Ofloxacine 6,01 6,32 6,19 6,17 2,05
Orbifloxacine 6,77 7,8 6,91 7,16 6,37
Oxytétracycline 6,99 6,68 6,82 6,83 1,85
Sulfabenzamide 8,39 8,22 8,2 8,27 1,030
Sulfadiazine 4,72 4,83 4,81 4,78 0,99
Sulfadiméthoxine 8,55 8,63 8,76 8,64 1,00
Sulfamérazine 5,95 5,71 5,66 5,77 2,19
Sulfaméthazine 7,77 7,14 7,03 7,31 4,45
Sulfanilamide 3,01 2,88 2,78 2,89 3,25
Sulfathiazole 4,9 4,95 5,08 4,97 1,52
Tétracycline 5,92 5,88 6,08 5,96 1,44
Triméthoprim 5,47 6,02 5,77 5,75 3,90
Tylosine 12,21 12,61 12,18 | 12,33 1,58
Erythromycin 15,19 15,38 15,24 | 15,27 | 0,52

I1.1. Détermination des conditions optimales

Une méthode de préparation des échantillons en phase aqueuse, basée sur une extraction

en phase solide (SPE) a été¢ développée pour les composés étudiés. La procédure a été

initialement développée en utilisant de 1’eau grade HPLC dopée avec une solution de dopage

contenant tous les composés a une concentration de 1 pg/L. Pour mettre au point cette

méthode d’extraction, de concentration et de purification, plusieurs parametres ont €été

optimisés :

© 2016 Tous droits réservés.
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Le choix de la cartouche SPE.
L’ajustement de pH de I’ extrait.

Le choix de 1’éluant.

D N N NN

Le choix du volume de chargement.

II.1.1. Choix de la cartouche SPE

Dans un premier temps, le type de cartouche doit étre choisi. Les principales cartouches
mentionnées dans la littérature pour analyser les produits pharmaceutiques a usage humain et
vétérinaires sont les cartouches polymeres OASIS HLB (Pailler et al., 2009 ; Tong et al., 2009
and Sorensen et al.. 2005) ou les cartouches C18 Hydra (Alda et al., 2003 ; Pharmaceuticals,
2006 et Gros et al., 2006) ou plus rarement des cartouches C8 (Pharmaceuticals, 2006).

Les cartouches C18, Hydra (300 mg/6 mL), C8 (400 mg/ 6 mL) et HLB OASIS
(200 mg/6 mL) sont testées, avec un pH=7, un volume de chargement égal a 500 mL et 6 mL

de solvant d’élution qui est le méthanol.

Dans le cadre de cette étude multi-familles portant sur des molécules de propriétés
physico-chimiques treés variées et apres plusieurs essais, le choix s’est orienté vers 1’ utilisation
de cartouches OASIS HLB (200 mg/ 6 mL), puisqu’elles présentent les rendements
d’extraction les plus élevés (Figures I11.14-111.17).

| HLE C13 Hydra MWCE

100
90 A
20
70
a0
50 A
40 A
30 A
20
10 A

Rendement d'extraction

Tetracycline Chlartetracycline Dowycycline Mlinocycline Owytetracycline

Figure III. 14. Rendements d’extraction des tétracyclines, obtenus avec les trois
cartouches : C8, C18 Hydra et OASIS HLB
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Figure III. 15. Rendements d’extraction des sulfonilamides, obtenus avec les trois
cartouches : C8, C18 Hydra et OASIS HLB
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Figure III. 16. Rendements d’extraction des fluoroquinolones, obtenus avec les trois
cartouches : C8, C18 Hydra et OASIS HLB
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Figure I1II. 17. Rendements d’extraction des autres médicaments, obtenus avec les trois
cartouches : C8, C18 Hydra et OASIS HLB
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Dans la littérature, il a ét¢ mentionné que le rendement d’extraction des composés

étudiés dépend fortement du pH. Une étude de I’effet du pH est primordiale.

Sur des cartouches HLB OASIS (200 mg/ 6 mL), et un volume de chargement égal a

500 mL en utilisant 6 mL de méthanol pour I’élution, le pH de 1’échantillon doit étre ajusté

pour une rétention optimale de 1’analyte, c’est-a-dire un pH pour lequel les composés a

caracteres acide ou basique soient non chargés. La rétention des substances neutres n’est

généralement pas affectée par le pH.

Nous avons choisi de réaliser 1’étude a différentes valeurs de pH : 2,5;4 ;5,5 et 7.
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Difloxacine
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Figure III. 18. Effet du pH de I’échantillon sur la sensibilité de la détection des
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95

lilliad.univ-lille.fr



These de Ines Tlili, Lille 1, 2016

La détection de la plupart des composés a été améliorée sauf pour quelques produits tels
I’orbifloxacine, minocycline et le triméthoprime pour lesquels la détection ne dépend pas du

pH.

En moyenne, I’efficacité des fluoroquinolones passe de 100% pour pH 2,5 a 40% pour
pH 7. Parmi les résidus étudiés, seuls le dicyclanil, le minocycline et le monensin ont montré
une efficacité optimale a pH 7. Pour les tétracyclines et les fluoroquinolones, des réponses

€lévés avec une bonne répétabilité des aires des pics ont été obtenus a pH 2,5.

Pour les sulfonilamides, les meilleures réponses ont été obtenues avec une valeur de
pH comprise entre 4 et 5,5. Tong et al., 2009 ont montré que les sulfonilamides sont peu

extraits a pH=2 alors qu’ils le sont plus a pH supérieur ou égal a 4.

Le meilleur compromis pour [I’extraction simultanée des différents produits

pharmaceutiques étudiés qui appartiennent a différentes familles, est I’échantillon a pH=2,5.

Ceci est confirmé par Ben et al., (2013) qui ont indiqué qu’il est préférable de se
positionner a un pH légeérement supérieur a 2 pour éviter la forme cationique qui aurait
tendance a pénétrer a I’intérieur de la cartouche polymere (Barcelo et al., 2005; Togola et al.,

2007 ; Batt et al., 2005 et Yang et al., 2005).

Cet ajustement a permis d’obtenir la meilleure détection pour la majorité des composés
a ’exception du monensin, tylosine et de dicyclanil. Ce dernier a montré un rendement plus
élevé a pH 7. Ce composé a caractére basique (pKa = 4,58) est protoné a pH égal a 2,5 et n’est

que peu retenu par la cartouche a ce pH.

En effet, l'influence du pH sur la sensibilité de la détection dépend des propriétés amphoteres

de chaque composé.

Les fluoroquinolones contiennent de 1’acide carboxylique avec un pKa = 5 et un ou

plusieurs groupes fonctionnels d’amine avec pKa =8-9.

Par contre, les sulfonilamides ont des caractéristiques d'alcalin faible ou encore d’acide
faible due respectivement a la présence d’un azote et du groupe sulfonamidique N- H (Tong et

al., 2009).

Ce choix est cohérent avec la littérature puisque les procédures mettent en ceuvre
I’extraction des antibiotiques a usage humain et vétérinaire de toutes sortes de matrices

aqueuses a un pH 2 -3 (Kasprzyk-Horden et al., 2007 et Miao et al., 2007).
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I1.1.3. Choix de I’éluant
Apres avoir fixé la valeur du pH de I’échantillon a 2,5, la nature de la cartouche a
utiliser OASIS HLB (200 mg/ 6 mL), la composition de la solution d’élution a été optimisée.

Plusieurs solutions de compositions variables ont été testées :
100% acétonitrile acétonitrile/méthanol (50/50 %) 100 % méthanol

Les résultats ont montré que 1’élution a I’aide d’une solution d’acétonitrile pure diminue

fortement le rendement de I’extraction et affaiblit I’intensité des pics chromatographiques.

Nous avons remarqué qu’une solution contenant de I’acétonitrile et du méthanol

(50/50 %) améliore le rendement qui passe de 15-25% a 35-45%.

Le choix du méthanol pur a permis un rendement de I’extraction qui passe en moyenne

de 35-45% a 65-80% pour la plupart des produits étudiés.

En effet, les résultats (Figures.III.19-111.22) ont montré que 1’utilisation de méthanol
comme solvant d’élution de la SPE est nécessaire pour permettre une bonne solubilité des
composés cibles (Miao et al., 2004 ; Spondberg et al., 2008 ; Vieno et al., 2006 ; Hao et al.,
2006 et Karthikeyan et al., 2006).
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Figure I1II. 19. Rendements d’extraction des tétracyclines, obtenus avec trois différentes
solutions d’élution
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Figure III. 20. Rendements d’extraction des sulfonilamides, obtenus avec trois
différentes solutions d’élution
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Figure III. 21. Rendements d’extraction des fluoroquinolones, obtenus avec les trois
différentes solutions d’élution
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Figure III. 22. Rendements d’extraction des autres médicaments, obtenus avec les trois
différentes solutions d’élution
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I1.1.4. Choix du volume de chargement
Le dernier parameétre a optimiser de la SPE est le choix du volume de chargement. Pour

cela, trois différents volumes de chargement ont été testés pour un débit de 1 mL/min.

V1=300 mL V2=500 mL V3=750 mL
Avec I'utilisation de cartouche HLB OASIS (200 mg/6 mL) ; pH=2,5 ; 6 mL de méthanol
pour 1’élution.

L’ étape de chargement de 1’échantillon est trés importante pendant la SPE. L’échantillon
passe sur I’adsorbant afin de retenir les composés. Le volume d’échantillon dépend du type de
la matrice, un volume réduit est chargé pour les matrices plus complexes et de la capacité
d’adsorption de la phase solide. Il doit permettre une concentration suffisante des
antibiotiques, tout en permettant une extraction quantitative. Les volumes extraits sont
généralement compris entre 100 et 1000 mL selon les matrices (Karthikeyan et al., 2006 ;

Spondberg et al., 2008 et Vieno et al., 2006).

Pour les fluoroquinolones et les sulfonilamides, les rendements d’extraction passent
d’environ de 20 a 30% a plus que 60% en passant de V1 a V2, puis ils diminuent légeérement

pour V3 (Figures I11.24-111.25).

Ce résultats montrent qu’un volume supérieur a 500 mL entraine la perte des solutés lors
du chargement, un volume V=300 mL n’est pas suffisant pour la rétention de la totalité des

solutés souhaités.

Pour les tétracyclines, I'utilisation d’un volume V=500 mL donne les rendements

d’extraction les plus élevés (92% pour la tétracycline).

Pour le reste des médicaments, les deux volumes 500 et 750 mL, présentent presque les

mémes rendements d’extraction.

Le volume de 500 mL assure le meilleur rendement d’extraction pour les composés

étudiés.
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Figure III. 23. Rendements d’extraction des tétracyclines avec trois différents volumes
de chargement
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Figure III. 24. Rendements d’extraction des sulfonilamides avec trois différents volumes
de chargement
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Figure III. 25. Rendements d’extraction des fluoroquinolones avec trois différents
volumes de chargement

W 300 mL w750 mL W 500 mL

Rendement d'extraction
PNWDNUOONNOOWO
eNeoNoNoNoNoNoNoNoNo]
| 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Figure III. 26. Rendements d’extraction des autres médicaments avec les trois différents

volumes de chargement

Une méthode simple rapide et répétable a été optimisée permettant a la fois d’extraire et de

concentrer efficacement des traces d’antibiotiques, appartenant a plusieurs familles, contenus

dans des matrices aqueuses.

Pour cela, une extraction a été effectuée en utilisant une cartouche OASIS HLB

(200 mg/ 6 mL), apres avoir ajusté 1’extrait final a pH=2,5 et en utilisant du méthanol pur

pour I’élution et un volume de chargement égal a 500 mL.

Apres avoir optimisé les différents parameétres, les conditions opératoires de la méthode

d’extraction SPE utilisée est la suivante (Tableau IIL.5)

© 2016 Tous droits réservés.
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Tableau III. 5. Conditions opératoires de la méthode SPE

6 mL de m éthanol

Conditionnement 6 mL d’eau HPLC
500 mL de I’échantillon

Chargement pH=25

Débit = 1 mL/ min

6 mL d’eau HPLC

Lavage Débit= 1 mL/min
30 min sous flux d’azote

Séchage Pression = 1 bar
6 mL de méthanol
Elution Débit= 1 mL/min

La répétabilité des rendements d’extraction (exprimé par le coefficient de variation),

en utilisant les conditions optimales, sont présentés dans le Tableau (II.6). Cette méthode

peut étre adaptée a I’analyse de différents échantillons de la matrice liquide. Les valeurs de

coefficient de variation (CV), sont comprises entre 0,5% pour le trimethoprime et 3,57% pour

le minocycline, largement inférieures a 20%, donc la méthode SPE développée est bien

répétable.
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Rendement d'extraction %

Composés
Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne CV%
Chlortetracycline 43 42 41 42 1,94
Tétracycline 90 90 91 90 0,52
Doxycycline 69 68 70 69 1,18
Minocycline 47 46 50 48 3,57
Oxytétracycline 50 51 51 51 0,93
Difloxacine 48 49 49 49 0,97
Enrofloxacine 49 49 48 49 0,97
Norfloxacine 50 51 52 51 1,60
Ofloxacine 48 47 48 48 0,99
Orbifloxacine 55 53 54 54 1,51
Ciprofloxacine 52 52 51 52 0,91
Danofloxacine 50 51 52 51 1,60
Sulfabenzamide 100 100 101 100 0,47
Sulfadiazine 82 82 83 82 0,57
Sulfadiméthoxine 75 76 76 76 0,62
Sulfamérazine 93 95 94 94 0,87
Sulfanilamide 58 58 59 58 0,81
Sulfathiazole 68 69 69 69 0,69
Triméthoprime 94 95 94 94 0,50
Florfenicol 73 72 72 72 0,65
Monensine 46 45 47 46 1,77
Tylosine 64 67 65 65 1,91
Erythromycine 41 43 42 42 1,94
Dicyclanile 73 76 75 75 1,67
Ampicilline 52 53 53 53 0,90
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I1.2. Comparison des résultats
Les rendements d’extraction ont été déterminés a partir d’une solution d’eau grade
HPLC dopée a une concentration égale a 1 ug/L. Le Tableau II1.7 présente une comparaison
des valeurs des rendements d’extraction obtenus dans ce travail avec ceux obtenus dans la

littérature.

Tableau II1.7. Rendements d’extraction a C= 1ug/L et comparaison a la littérature

Composés Rendement d’extraction R (%)
Ce travail Référence
Chlortétracycline 43,9 —
Tétracycline 90,48 100 (250 ng/L) (Pamreddy et al., 2013)
Doxycycline 69,78 98,7 (250 ng/L) (Pamreddy et al., 2013)
Minocycline 47,15 -
Oxytétracycline 50,88 54,6 (250 ng/L) (Pamreddy et al., 2013)
) . 48,79 74 (Zhao et al., 2010)
Difloxacine
Enrofloxacine 49,45 42 (Martinez-Carballo et al., 2007)
Norfloxacine 50,90 —-
Ofloxacine 48,77 —-
Orbifloxacine 55,76 ——-
Ciprofloxacine 52,75 48 (Hu et al., 2010)
Danofloxacine 50,79 —-
Sulfabenzamide 100 —-
Sulfadiazine 82,25 80 (2 ng/L) (Gomez et al., 2006)
Sulfadiméthoxine 75,57 67 (10 ug/L) (Ben et al., 2008)
Sulfamérazine 93,12 —-
Sulfanilamide 58,89 -
Sulfathiazole 68,98 80 (2 ug/L) (Tong et al., 2009)
Triméthoprim 94,94 83 (50 ng/L) (Gros et al., 2006)
Florfenicol 73,75 —-
Monensin 46,57 -
Tylosine 64,55 71,6 (1pg/L) (Gros et al., 2006)
Erythromycin 41,79 —
Dicyclanil 73,95 .
Ampicilline 52,58 —-
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Chapitre 1V

Développement de la
méthodologie pour I’analyse
des médicaments en phase

solide
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Dans ce chapitre, nous présentons le développement méthodologique pour les analyses
des produits pharmaceutiques présents a I’état de trace dans cing types de sols. Une méthode
d’extraction simultanée des 28 résidus de médicaments a usages humain et vétérinaire
contenu dans le sol a été optimisée. L’extraction a été effectuée par extraction liquide a haute
pression PLE (Pressurized Liquid Extraction).

En effet, les produits médicamenteux sont présents a I’état de trace et sont souvent
« fortement li€s » aux sols par I’effet de vieillissement. Pour les extraire simultanément avec

une bonne efficacité, plusieurs parametres doivent €tre optimisés.

L’ensemble de la procédure de quantification a été étudiée et optimisée. Cette procédure
comprend D’extraction PLE, 1’étape d’évaporation, une étape de purification et pré-

concentration par I’extraction sur phase solide ou SPE ( Extraction en Phase Solide).

Les extraits purifiés ont été analysés qualitativement et quantitativement par SPE-LC-

MS/MS optimisée.

Les conditions optimales d’extraction simultanée de ces 28 résidus de médicaments ont
été déterminées et validées. La linéarité (Rz), les limites de détection et de quantification
méthodologiques (MLOD) et (MLOQ), les rendements d’extraction (R%), ainsi que la

répétabilité et la reproductibilité sont présentés ci-apres.

I. Développement de la méthode analytique utilisée
Comme indiqué dans la partie bibliographique, plusieurs techniques d’extraction sont
courramment utilisées pour le cas de matrices solides. Chaque méthode présente des
avantages et des inconvénients. Les techniques conventionnelles pour I’extraction des
composés organiques sont basées soit sur le mélange du solide avec un solvant organique soit

sur I’extraction Soxhlet qui est encore considérée comme la méthode de référence.

Dernicrement, des techniques telles que la PLE (Armenta et al., 2008 ; Duran-Alvarez et
al., 2009 ; Aga et al., 2005 et Alda et al., 2003) ont été mises en place. Cette technique est une
méthode d’extraction efficace et trés utilisée (chapitre II, paragraphe I11.2.2) pour les matrices

solides incluant les sols.

I.1. Extraction par PLE
Avec D'extraction par PLE, de nombreux parameétres peuvent influencer le rendement

d’extraction.
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Les principaux paramétres sont la température, la pression, le temps statique, le nombre
de cycles, et la nature de solvant d’extraction. D’apres les expériences préliminaires de
laboratoire et les données de la littérature, c’est la nature du solvant d’extraction qui a un effet

marquant sur I’efficacité de 1’extraction.

Par conséquent, les parameétres tels que la température, la pression, le temps statique et
le nombre de cycles ont été choisis avec les valeurs préalablement fixées selon les données
obtenues par la compilation des données de la littérature. Avec ces valeurs fixées, I’influence

de la nature de solvant d’extraction a été optimisée expérimentalement.

I.1.1. Choix des parametres
Des études antérieures ont été consacrées a I’extraction d’antibiotiques présents dans le
sol par PLE (Garcia-Galan et al., 2013). Cependant, il n’y a pas encore de méthode

d’extraction pour extraire simultanément ces molécules par PLE a partir des sols.

. Plusieurs travaux effectués sur diverses molécules de médicaments incluant des
antibiotiques montrent qu’une bonne efficacité d’extraction est souvent obtenue a une
température relativement basse compris entre 60 et 90°C. En effet, certains micropolluants
sont instables thermiquement et en conséquence, ils peuvent étre dégradés au cours
d’extraction accompagnée de chauffage élevé (Hansen et al., 2009 et Capdeville et al., 2010).
Cependant, a une basse température, les solvants pénetrent moins bien dans les particules de
sols. Plus la température augmente, plus la viscosité du solvant diminue ce qui favorise sa
pénétration dans la matrice et solubilise mieux les composés. La température est fixée a
80°C.

. Pour I’extraction a température élevée, la pression doit étre assez élevée (supérieure a 100
bars) afin de maintenir le solvant dans 1’état liquide.

Des pressions comprises entre 100 et 140 bars sont fréquemment rapportées dans la
littérature (Schlusener et al., 2003 et Capdeville et al., 2010). La pression est maintenue a
120 bars.

. Les temps statiques les plus couramment utilis€s sont compris entre 5 et 10 minutes
(Garcia-Galan et al., 2013 ; Pamreddy et al., 2013 et Lillenberg et al., 2009). Certaines
matrices retiennent dans leurs pores les substances a extraire. L’augmentation du temps
statique permet aux composés de mieux se diffuser dans le solvant d’extraction. Le temps
statique (Ts) a été fixé a 10 minutes.

. Enfin, les auteurs préconisent le plus souvent la réalisation de 2 ou 3 cycles

(Schlusener et al., 2003 et Lillenberg et al., 2009) afin de multiplier le nombre de passage de
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solvant a travers I’échantillon et d’augmenter le taux de récupération. Le nombre de cycles
(Nc) a été fixé a 2.
Dans la recherche de I’optimisation des conditions d’extraction simultanée de 1’ensemble de

28 produits médicamenteux. Les parametres sont choisis et leurs valeurs expérimentales ont

été fixés (Tableau IV.1).

Tableau IV. 1. Parametres expérimentaux fixés pour la PLE

T (°C) P (bars) Ts (min) Nc
80 120 10 2

Pour I’optimisation du choix du solvant, cinq sols différents de la Région Hauts-de-

France, possédant des compositions variées, ont été testés (Tableau IV.2).

Tableau IV. 2. Composition des 5 sols étudiés

Nom Texture du | Argile | Limon| Sable
sol (%) (%) (%)
S.Ol 1 Limoneux 21,3 51,5 27.2
Lievin
Sol 2 Limoneux-
Airon- Saint_Vaast sableux 9,5 21,5 69
Sol 3 Limoneux
Dompiérre-Sur-Helpe argileux 31 50,8 18,2
Sol4 Limoneux
Bailleur (Steenwerck) argileux 28,7 46,8 24,5
Sol 5 .
Marcq-En-Ostervent Limoneux 26,1 41 32,9

I.1.2. Choix du solvant d’extraction
Etant donné la diversité des propriétés physico-chimiques des composés, faire des choix
de compromis pour mieux extraire simultanément I’ensemble des 28 résidus de médicament

est une tache délicate.

Pour évaluer les rendements d’extraction par la PLE, les concentrations des 28
médicaments ont été calculées a la fois pour les échantillons de sols non dopés par les
molécules d’intérét (dopés seulement par les étalons internes [EI] pour des calculs précis) et

les échantillons des sols dopés (dopés avec les 28 médicaments et [EI]).

Le méthanol, I’acétone, le mélange d’acétone/méthanol (50 :50), ou encore le mélange

de méthanol/acétonitrile, solvant seul ou en solutions aqueuses sont les plus couramment
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utilisés pour extraire des médicaments des matrices solides (Schlusener et al., 2003 ; Diaz-

Cruz et al., 2007 et Carabias-Martinez et al., 2006).

En premier lieu, le potentiel d’utilisation de 1’acétonitrile et du méthanol comme
solvants d’extraction des 28 médicaments ont été étudiés. Les résultats (Figures 1V.1-1V.4)
montrent que ’acétonitrile seul n’est pas adapté a I’extraction simultanée des différentes
familles d’antibiotiques. La nature de sols influence le rendement d’extraction. Pour les

mémes conditions expérimentales, les rendements d’extraction varient d’un sol a I’autre.

Globalement, les rendements d’extraction obtenus sont inférieurs a 50% pour la majorité
des substances cibles. La carbamazépine et le triméthoprime montrent des bons rendements
pour les cinq types de sols. Le rendement inférieur a 30% a été observé pour la plupart des

tétracyclines et fluoroquinolones.

48
m50l1 m512 m50l2 mSold m50L5

35 4

25 4

20 4

15 -

10 4

Rendement d'extraction (%)

Doxyeyeling Cuytetracycline Tetracycline Chlartetracyeling Minocycline

Figure IV. 1. Rendements d’extraction des tétracyclines par I’acétonitrile
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Rendement d'extraction (%)

Danofloxacine Difloxacine Ciprofloxacine Enrofloxacine Norfloxacine Ofloxacine  orbifloxacine

Figure IV.2. Rendements d’extraction des Fluoroquinolones par I’acétonitrile

60 1 ESol1 mSol 2 mSol 3 ESol4 mSOLS

Rendement d'extraction (%)

Figure IV. 3. Rendements d’extraction des sulfonilamides par I’acétonitrile
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Figure IV. 4. Rendements d’extraction des autres médicaments par 1’acétonitrile

Les résultats sur I’efficacité du méthanol se manifestent par une nette amélioration du
rendement d’extraction (Figures IV.5 — IV.8). Le méthanol semble un bon solvant pour
extraire des sulfonilamides. Les rendements d’extraction sont moyennement compris entre 60
et 85%. Il semble aussi efficace pour extraire le dicyclanil, le triméthoprime, I'ampicilline,
carbamazépine, flofenicol et gemfibrozil (Figure VI.8). Cependant, pour le monensin, le
rendement d’extraction est tres faible voire nul ; il n’a pas été détecté a la suite de I’extraction

dans le cas des différents sols utilisés.

Pour les fluoroquinolones et les tétracyclines, les rendements ont été améliorés en
changeant le solvant d’extraction de I’acétonitrile au méthanol (Figures IV.1. IV.2. IV.5.
VI.6). Cependant, cette amélioration n’est pas satisfaisante car les rendements obtenus restent

encore faibles inférieurs a 55%.
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Figure IV. 5. Rendements d’extraction des tétracyclines par le méthanol
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Figure IV.6. Rendements d’extraction des fluoroquinolones par le méthanol
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Figure IV. 7. Rendements d’extraction des sulfonilamides par le méthanol
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Figure IV.8. Rendements d’extraction des autres médicaments par le méthanol

Les tests d’exaction avec le solvant pur aussi bien avec 1’acétonitrile que le méthanol,
n'ont pas fourni des rendements globaux satisfaisants. Afin de favoriser 1’extraction

simultanée de ces 28 produits pharmaceutiques a partir des sols, d’autres études

expérimentales ont été€ menées. Des mélanges de solvants plus complexes ont été utilisés.
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Dans la littérature, plusieurs études ont rapporté que 1’extraction avec les solvants a base
d’acide citrique peut améliorer le rendement. Il a été mis en évidence que les tétracyclines et
les fluoroquinolones forment de complexes stables avec les groupes hydroxy a la surface des
particules du sol ou peuvent se produire des réactions hydrophobes ou encore des échanges

cationiques (O’connor et al., 2007 et Schlusener et al., 2006).

Afin de minimiser ces interactions, nous avons envisagé d’ajouter un agent complexant
au solvant d’extraction (Schlusener et al., 2006). L’utilisation de 'EDTA ne peut pas étre
envisagée car il précipite généralement dans 1’extracteur PLE (O’connor et al., 2007). Pour
ces raisons, I’acide citrique a été utilisé en mélange avec les solvants pour 1’optimisation des
conditions d’extraction. Les fluoroquinolones, en accord avec la littérature, sont bien extraites
avec de I’acétonitrile (O’connor et al., 2007). Nos résultats montrent que 1’extraction des
tétracyclines semble étre plus efficace avec des solvants a base de méthanol confirmant les
résultats de la littérature (O’connor et al., 2007 et Lillenberg et al., 2009). Comme notre
objectif est de I’extraction simultanée, le choix reste sur I’utilisation du mélange

(I’acétonitrile/méthanol/acide citrique) a différentes valeurs de pH.

Les pH compris entre 4 et 5 sont couramment utilisés pour extraire les fluoroquinolones
du sol (Duran-Alvarez et al., 2009 ; Blackwell et al., 2004 et Kim et al., 2009). Cependant,
une bonne efficacité d’extraction des tétracyclines a pH environ 3 a été rapportée (Karci et al.,

2009).

Jacoben et al., (2004) ont montré qu’une forte concentration en acide citrique (>0,2 M
dans la partie aqueuse du mélange 50/50 méthanol/solution aqueuse d’acide citrique) ne
permet pas d’améliorer les rendements d’extraction (O’connor et al., 2007). Nous avons
choisi d’introduire 0,2 M d’acide citrique dans la fraction aqueuse de chacun des mélanges.
De la soude a été ajouté pour ajuster le pH aux valeurs souhaitées selon la méthode décrite par

Vasquez-Roig et al., (2010).

Nous avons choisi de tester trois différentes compositions de mélanges sur un volume

total de 500 mL sur 20 g de sol :

M1 : 25/25/50 méthanol/acétonitrile/0,2 M acide citrique ajusté a pH 3
M2 : 40/40/20 méthanol/acétonitrile/0,2 M acide citrique ajusté a pH 4,5
M3 : 50/50 méthanol/ acétonitrile (acide citrique solide)
Les résultats (Figures IV.9-IV.11) montrent que les tétracyclines sont mieux extraites
avec le mélange (M1) 25/25/50 (méthanol/acétonitrile/0,2 M acide citrique) ajusté a pH 3

avec des rendements d’extraction compris entre 48 et 81%. Avec le mélange (M2) 40/40/20
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méthanol/acétonitrile/ 0,2 M acide citrique a pH 4,5, de bons rendements sont obtenus pour

extraire les fluoroquinolones avec des rendements d’extraction variant de 26 a 84%. Pour le

mélange M3 (Mélange 50/50 méthanol/acétonitrile contenant de 1’acide citrique solide), le

rendement n’est pas satisfaisant (Figure IV.11). L’eau est nécessaire pour extraire les

fluoroquinolones et les tétracyclines.

Rendement d'extraction (%)
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Figure IV.9. Rendements d’extraction des tétracyclines et fluoroquinolones avec le
mélange M1 de solvants
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Figure IV. 10. Rendements d’extraction des tétracyclines et fluoroquinolones avec le
mélange M2 de solvants
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Figure IV. 11. Rendements d’extraction des tétracyclines et des fluoroquinolones avec le
mélange M3 de solvants

En se basant sur les résultats des différentes études expérimentales, nous avons retenu
deux différents mélanges de solvants pour extraire les tétracyclines et les fluoroquinolones et
un solvant pour extraire le reste de molécules sélectionnées parmi les 28. Les différents

mélanges de solvants d’extraction adaptés pour chaque groupe ont été choisis (Tableau IV.3).

Tableau IV. 3. Différents solvants d’extraction retenus

Famille Solvant d’extraction
Sulfonilamides 100% Méthanol
25/25/50
Tétracyclines Méthanol/ Acétonitrile/0,2M Acide citrique
pH=3
40/40/20
Fluoroquinolones Meéthanol/ Acétonitrile/ 0,2M Acide citrique
pH=4,5
Autres médicaments 100% Méthanol

I.2. Evaporation

L’extraction PLE de chaque échantillon a duré une trentaine de minute, et chaque
extrait a un volume d'environ 20 mL. L’extrait est ensuite transféré dans un erlenmeyer puis
additionné de 100 pl de keeper. Deux procédés d'évaporation ont été élaborés lors de

'optimisation de la méthodologie.
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Chemin d'évaporation A:

Le contenu de I’erlenmeyer est évaporé partiellement a I’aide d’un évaporateur rotatif : la
température du bain marie est fixée a 60 °C et la pression a 350 mbars jusqu’a I’obtention
d’environ 5 mL d’extrait. Nous procédons ensuite a I’évaporation a sec sous flux d'azote sous
0,8 bar. Enfin le résidu est repris avec 6 mL de mélange H,O/CH3OH dont le rapport est 97:3

avec un temps de contact de 60 minutes (Hansen et al., 2009).

Chemin d’évaporation B:

Le contenu est placé dans un évaporateur a effet vortex jusqu'a évaporation a sec sous
flux d’azote de 0,8 bar. La température du bain marie est maintenue a 40 °C. Une fois,
I’extrait est évaporé a sec, il a été repris dans 6 mL. de mélange H,O/CH3OH [90 :10] avec un

temps de contact de 30 a 45 minutes (Garcia-Galan et al., 2013).

Les résultats de ces expériences (Figure IV.12) permettent de conclure que dans la
globalité, la procédure A conduit a de meilleurs rendements. Cette procédure a été retenue.

Le rendement d’extraction compris entre 50 et 100% a été obtenu pour la majorité des

molécules.
250

s Moy evap A

. Moy evap B
200

150

100

R%

S0

Figure IV. 1. Rendement d’extraction des différents résidus par évaporation
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Le tableau IV.4 présente les paramétres retenus.
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La purification de I’extrait a été effectuée sur cartouche HLB OASIS (200 mg/ 6 mL).

Tableau IV. 4 Conditions opératoires fixées pour la purification

6 mL de I’acide citrique

Conditionnement 6 mL d’eau HPLC
6 mL de I’extrait
Chargement pH=2,5

Débit = 1 mL/ min
3 mL d’eau HPLC

Lavage 3 mL acide citrigque
Débit= 1 mL/min

30 min sous flux d’azote

Séchage Pression = 0,8 bar
6 mL de méthanol
Elution Débit= 1 mL/min

I1. Validation de la méthode

Le protocole d’extraction basé sur la PLE suivi par la purification/préconcentration SPE

a été validé pour I’ensemble des 28 produits pharmaceutiques sélectionnés. La linéarité (R,

la répétabilité, la reproductibilité, le rendement d’extraction (R%) ainsi que les limites de

détection et quantification méthodologiques (MLOD et MLOQ) sont les paramétres a évaluer

(Seifrtova et al., 2009 ; Jacobsen et al., 2004 et Pamreddy et al., 2013). Pour valider

I’ensemble de ce protocole de quantification de ces molécules, nous nous sommes interessés a

plusieurs parametres :

L0

» Linéarité : la gamme de linéarité effectuée tous les jours avec les concentrations variant de 0,5

ng/g (C1) 2200 ng/g (C9) (avec 0,5;1;5;10; 50; 75 ; 100 et 150 ng/g).

7
L X4

L)

Limites de détection et de quantification de la méthode (MLOD et MLOQ)

% Répétabilité : nous avons procédé a I’analyse quotidienne en triplicata de 3 échantillons a

différentes concentrations [C2= 1 ng/g, C5= 50 ng/g et C8= 150 ng/g].

Elle est exprimée par le coefficient de variation (CV, %). Une méthode est dite répétable si les

valeurs de coefficient de variation sont inférieures a 20%.

% Reproductibilité : nous avons procédé a I’analyse par deux différents opérateurs en triplicata

de 3 échantillons de concentration égale a C5= 50 ng/g.

Elle est exprimée par le coefficient de variation (CV, %). Une méthode est reproductible si les

valeurs de coefficient de variation sont inférieures a 20%.

© 2016 Tous droits réservés.
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++ Rendement d’extraction : nous avons procédé a I’analyse en triplicata de 3 échantillons a

différentes concentrations [C2= 1 ng/g, C5= 50 ng/g et C8= 150 ng/g].

Les résultats de la validation de la méthode PLE sont satisfaisants (Tableau. IV.5). Pour toutes
les substances, la linéarité de la méthode, exprimé par le coefficient de corrélation (Rz) est de
valeur supérieure a 0, 99. A titre d’exemple, la valeur de R? varie respectivement de 0,990
pour I’érythromycine a 1 pour la carbamazepine pour une gamme de linéarité variant de 1
ng/g a 150 ng/g.

Comme le coefficient de variation (CV, %) est inférieur a 10 % pour I’ensemble des
substances étudiées, la méthode d’extraction PLE est bien répétable.
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Tableau IV. 5. Linéarité (RZ), rendement d’extraction R (%) et coefficient de variation

CV (%)
Famille Composé R? R (%) CV (%)
1* 50 150 1 50 150%*

Sulfadiazine 0,995 55 59 67 3,6 3,2 2,1
8 Sulfabenzamide 0,990 45 51 56 2,9 4,2 3,1
-'g Sulfadiméthoxine 1,000 40 47 55 3,9 3,6 4,1
= Sulfamerazine 0,995 51 66 79 6.4 2,7 3,5
§ Sulfaméthoxazole 0,999 41 47 53 53 3,5 3,6
E Sulfanilamide 0,992 58 61 67 3,2 5.4 2,2
Sulfathiazole 0,999 49 55 62 4,2 2,8 5,6
" Chlortétracycline 0,999 39 48 54 4,8 3.9 4,0
.E Tétracycline 0,999 48 55 62 2,4 2,6 5,7
% Oxytétracycline 0,997 43 50 56 3,9 3,1 3.8
£ Minocycline 0,991 ND 37 43 ND 4,5 3,9
= Doxycycline 0,999 65 71 81 3,0 3,0 4,0
Enrofloxacine 0,999 60 66 72 2,7 3,1 4,7
§ Norfloxacine 0,998 51 57 64 6,8 4,6 3.4
% Ofloxacine 0,997 69 74 81 3,0 2,9 4,0
§ Orbifloxacine 0,999 40 47 59 3.9 3,6 3.5
g Difloxacine 1,000 51 55 64 6,5 58 3,8
S Danofloxacine 0,995 47 55 62 39 2,6 53
= Ciprofloxacine 0,995 48 55 63 3,9 3,9 2,7
Dicyclanil 0,995 35 50 63 4,4 3,1 3,0
@ Triméthoprim 1,000 87 90 97 3,0 1,7 1,7
S Tylosine 0,998 46 57 66 4,6 2,9 33
g Ampicilline 0,999 49 66 74 4,2 4,2 2,9
:§ Carbamazépine 1,000 46 51 61 3,6 6,4 54
i Monensin 0,999 ND 64 100 ND 4,4 1,6
g Florfénicol 1,000 44 51 65 4,9 6,8 3.3
2 Gemfibrozil 0,999 59 70 87 3,5 2,2 1,9
Erythromycin 0,990 ND 37 51 ND 4,9 6,8

*Exprimé en ng/g

ND:

non défini

Les limites de détection et quantification méthodologiques MLOD et MLOQ sont

satisfaisantes avec des valeurs variant respectivement 0,06 a 0,9 ng/g et de 0,2 a 3 ng/g

(Tableau IV.6).
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Tableau IV. 6. Limite de détection méthodologique (MLOD), limite de quantification
méthodologique (MLOQ) et coefficient de variation CV (%)

Famille
CV MLOQ MLOD
Sulfadiazine 1,8 3 0,9
2 Sulfabenzamide 1,5 0,2 0,06
5 Sulfadimethoxine 1.4 0,2 0,06
= Sulfamerazine 1,9 0,2 0,06
g Sulfamethoxazole 14 0,2 0,06
z Sulfanilamide 1,9 0,2 0,06
Sulfathiazole 1,6 0,2 0,06
@ Chlortétracycline 1,4 0,2 0,06
g Tétracycline 1,7 0,2 0,06
% Oxytétracycline 1,6 0,5 0,15
§ Minocycline 1,1 0,2 0,06
= Doxycycline 2,2 0,2 0,06
Enrofloxacine 2,0 0,2 0,06
§ Norfloxacine 1,7 05 0,15
é Ofloxacine 2,2 0,5 0,15
g Orbifloxacine 1,4 0,5 0,15
e Difloxacine 1,7 0,2 0,06
E Danofloxacine 1,7 0,2 0,06
= Ciprofloxacine 1,7 0,2 0,06
Dicyclanil 1,6 0,5 0,15
@ Trimethoprim 2,7 0,2 0,06
g Tylosine 1,8 0,2 0,06
g Ampicilline 2,0 0,5 0,15
f§ Carbamazepine 1,5 0,2 0,06
E Monensin 2,0 0,5 0,15
§ Florfenicol 1,6 0,5 0,15
z Gemfibrozil 2.1 0,5 0,15
Erythromycin 1,2 3 0,9

Comme le coefficient de variation (CV), pour le calcul de la reproductibilité, est
inférieur a 10% pour I’ensemble des substances étudiées variant de 1,1% pour le minocycline

a 2,7 pour le trimethoprim, la méthode est reproductible (Tableau IV.6).

Les sulfonilamides ont des rendements d’extraction qui varient entre 40 et 79%.
Pour les tétracyclines et les fluoroquinolones, les rendements obtenus étaient respectivement

39-81% et de 47 a 81%.
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Pour les 9 autres molécules, les rendements varient de 35% a 100%. Pour toutes les
molécules, les rendements d’extraction varient fortement en fonction de la concentration du
dopage. Plus la concentration est élevée, plus le rendement d’extraction est élevé (Tableau
IV.5).

A titre d’exemple pour le gemfibrozil, le rendement d’extraction est de 59 % pour un
dopage a 1 ng/g et passe, respectivement, a 70 et 87% pour des dopages de 50 et 150 ng/g. De
maniere globale, la moyenne du rendement d’extraction pour chaque famille d’antibiotiques
est présentée dans le Tableau IV.7.

Tableau IV. 7. Différents solvants d’extraction et moyenne des rendements d’extraction
pour différentes familles d’antibiotiques a trois concentrations de dopage dans les sols

Composé Solvant d’extraction Concentration (ng/g)
1= | 50% | 150%
Rendement R (%)

Sulfonilamides 100% Méthanol 48 55 63

Tétracyclines 25/25/50
Méthanol/acétonitrile/0,2 M 39 52 59

acide citrique, pH=3

Fluoroquinolones 40/40/20

Méthanol/ acétonitrile/ 0,2 M 52 58 66
acide citrique, pH=4,5

Autres médicaments 100% Méthanol 41 60 74
Somme des 28 médicaments 45 57 67

*exprimé par ng/g

Les moyennes de rendements d’extraction des différentes familles d’antibiotiques
varient de 39 a 52 ; de 52 a 60 et de 59 a 74% pour des concentrations de dopage allant
respectivement de 1 a 150 ng/g. Les moyennes des rendements d’extraction pour les 28
médicaments sont de 45, 57 et 67% correspondent respectivement a la concentration de

dopage de 1 ng/g, 50 ng/g et 150 ng/g.

Ces résultats ont été comparés a ceux issus de la littérature. Pour les sulfonilamides, cette
méthode a permis d’obtenir des rendements d’extraction comparables a ceux mentionnés par

Garcia-Calan et al., (2013) en utilisant la méme technique d’extraction (PLE) (Tableau IV.8).
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Tableau IV. 8. Comparaison des rendements d’extraction des sulfonilamides avec les
données de la littérature

Dopage dans le sol a 50 Rendement (%)
ng/g Sulfamérazine | Sulfabenzamide | Sulfathiazole
Ce travail 66 51 55
Garcia-Calan et al. (2013) 62 77 50

Pour les tétracyclines, nous avons trouvé des valeurs comparables a celles de Pamreddy
et al., (2012) (Tableau IV.9). Ces derniers ont effectué une PLE sur des boues collectées des
cinq différentes stations d’épuration en Espagne en utilisant comme solvant d’extraction un

mélange de méthanol/ 0,2 M d’acide citrique a pH=3 (V/V, 50/50).

Tableau IV. 9. Comparaison des rendements d’extraction des tétracyclines avec les
données de la littérature

Rendement (%)
Oxytétracycline | Tétracycline | Chlortétracycline | Doxycycline
Dopage a 150 ng/g 56 62 54 81
(Ce travail)
Dopage a 500 ng/g 94 100 98 98
(Pamdelly et al.(2012))

© 2016 Tous droits réservés.

Pour les fluoroquinolones, Golet el al., (2002) ont rapporté des rendements d’extraction
par la méthode PLE variant entre 50 et 70% pour une concentration de dopage de 200 ng/g.
Ces résultats sont comparables a ceux obtenus avec notre protocole expérimental. D’autres
travaux ont rapporté des résultats de rendements d’extraction supérieurs a ceux obtenus dans

cette étude. Ceci pourrait s’expliquer par la nature de sols différents.

En effet, nous attendant des résutats de rendement d’extraction différents pour des sols
limoneux ou sableux ou encore des boues des stations d’épuration. Ces types de matrices
solides engendrent probablement moins d’interaction entre les composés a extraire et la
matrice (Jacobsen et al., 2004 et Kumar et al., 2005). Les sols utilisés dans ce travail

contiennent des pourcentages trés importants d’argile variant de 9,5 a 31%.

Les études antérieures se sont souvent focalisées sur une ou deux familles
d’antibiotiques. Ceci rend I’optimisation plus aisée. Dans ce travail, I’étude a été focalisée sur
I’optimisation d’une méthode qui permet d’extraire simultanément 28 médicaments
regroupant plus de 4 familles d’antibiotiques. Les rendements d’extraction dépendent

fortement de la nature des sols.
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Cette méthode d’optimisation validée a permis de détecter et de quantifier

simultanément I’ensemble des 28 médicaments présents dans les sols a I’état de traces.

Dans tous les cas, sauf pour I’érythromycine et le sulfathiazole, la limite des teneurs de
détection est inférieure a 1 ng/g. L’érythromycine et le sulfathiazole peuvent étre quantifiés a
partir de 3 ng/g (Tableau IV.5). Ces valeurs de MLOD et MLOQ sont comparables ou
inférieures a celles rapportées dans la littérature. Pamdelly et al., (2013) ont mentionné des
valeurs de MLOD élevées pour les tétracyclines allant de 3,2 ng/g pour I’oxytétracycline
jusqu’a 13 ng/g pour la tétracycline alors que les valeurs que nous avons obtenues sont de
0, 2 ng/g pour I’ensemble des tétracyclines étudiées. Garcia-Calan et al., (2013) ont rapporté
des valeurs MLOD variant respectivement de 0,34 ng/g, 0,24 ng/g et 0,28 ng/g pour la
sulfadiazine, la sulfadiméthoxine et la sulfaméthoxazole. Pour les fluoroquinolones, les
valeurs de MLOQ obtenues par la méthode développée par Lillenberg et al., (2009) sont de
0,8 ng/g pour I’ofloxacine et 1,8 ng/g pour la ciprofloxacine. Dans le cas de ce travail, pour
les fluoroquinolones, nous avons atteint des valeurs beaucoup plus faibles comprises entre

0,2 ng/g et 0,5 ng/g.

La répétabilité, la reproductibilité (exprimées par les valeurs des deux coefficients de
variation), la limite de détection méthodologique (MLOD) et la limite de quantification
méthodologique (MLOQ) prouvent une bonne performance de la méthode d’extraction PLE

optimisée.
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Chapitre V
Application

130



These de Ines Tlili, Lille 1, 2016

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats de la méthodologie analytique validée
appliquée a des eaux potables et des eaux usées ainsi qu’a des matrices solides contaminées

par des résidus médicamenteux.

La procédure permettant 1’analyse de composés en phase liquide a été appliquée a onze
échantillons d’eaux potables et usées [six échantillons provenant du nord de la France et cinq

provenant du nord de la Tunisie].

La quantification a été réalisée par étalonnage interne. Pour la matrice solide, la
méthode basée sur I’extraction PLE a permis d’analyser six échantillons solides, provenant de

la matiere en suspension des mémes échantillons recueillis du nord de la France.

I. Analyse des échantillons d’eau potble et d’eau usée
La méthode développée au chapitre III, a été appliquée pour 1’analyse d’échantillons

d’eaux de surface.
I.1. Description des différents sites d’échantillonnage
I.1.1. En Tunisie

La campagne d'échantillonnage a été effectuée au début du printemps 2014 du

03/03/2014 au 25/03/2014. Tous les échantillons ont été prélevés pendant 10 jours successifs.

Ces échantillons ont été prélevés dans le grand Tunis (Figure V.1) présente la
localisation des sites d’échantillonnage. Ces zones présentent des activités a la fois

industrielles et agricoles.
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(1) La premicere station d'épuration est Chotranal (ST1) située (Chotrana 1 Ariana). Le
traitement biologique de 1’étang aéré est combiné a des techniques de digestion. C’est la plus
grande station d’épuration de la capitale Tunis. La station recgoit des effluents principalement

domestiques.

(i1) La deuxieme STEP est située dans la Médina Jadida-Ben Arous (ST2). Elle a été
opérationnelle a partir de 1982 et le volume d’eau a traiter prévu est de 37500 m” / jour soit 9
million m%/an. Cependant, elle n’était pas opérationnelle au cours de la campagne
d'échantillonnage. Les échantillons sont ceux de I’entrée. Ben Arous est la plus grande ville
industrielle de Tunis et en particulier d'industrie pharmaceutique. De ce fait, la station
d’épuration de Ben Arous recoit principalement les effluents industriels y compris les

effluents de l'industrie pharmaceutique.

(ii1) Le centre hospitalier de Bab Saadoun (ST3) qui regroupe 6 différents hopitaux. 1l est

le plus grand centre de soins de santé en Tunisie.
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Figure V. 1. Localisation des sites d’échantillonnage en Tunisie

ST1 : Station d’épuration de Chotrana 1

ST2: Station d’épuration de Ben Arous

ST3 : Centre hospitalier de Bab Saadoun
(Uram-Urbaconsult 1997, H. Ben Othmen 2009)
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Les quatre sites frangais d'échantillonnage choisis pour ce travail sont situés dans le

Haut de France (Figure.V.2). Méme si ces zones présentent des activités industrielles et

agricoles lourdes,

aucune donnée n’était auparavant disponible pour les niveaux de

contamination par les résidus médicamenteux.

(i) La lagune aérée Fresnoy (S1) recoit les effluents urbains, (ruissellement agricole

activités d'élevage). Cette lagune présente un systeme aéré, entouré principalement par des

champs d'agriculture ou I'épandage de fumier a été pratiqué de facon permanente.

(i1) La riviere Canche a Fillievres (S2), c’est une riviere de longueur 88 km recevant de

nombreux effluents et diverses émissions industrielles et urbaines.

(iii) La station d’épuration d’Arras (S3), est située a Saint-Laurent Blangy et recoit des

eaux usées domestiques.

(i1i1) La riviere de Cojeul (S4), recoit des effluents urbains, des effluents d'élevage

(bovins), et du ruissellement agricole.
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Figure V. 2. Localisation des sites d’échantillonnage en France

S1 : Lagune aérée de Fresnoy
S2 : Riviere de la Canche

S3 : STEP d’ Arras

S4 : Riviere de Cojeul
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II.Contamination des matrices liquides par les antibiotiques
Tous les échantillons d’eaux ont été collectés dans des flacons ambrés. Des ’arrivée au
laboratoire, les échantillons d'eaux ont été directement filtrés en utilisant préalablement des
filtres en microfibres de verre calcinés (0,7 pm Whatman) puis conservés a -5°C.
Les onze échantillons d’eaux de surface de France et de Tunisie ont été analysés selon la
méthode décrite dans le chapitre III. Chaque échantillon analysé est de 1500 mL. Les étalons

internes ont été introduits a une concentration de 1 pug/L.

Les résultats obtenus (Tableaux V.1-V.2) prouvent que la méthode mise au point est
suffisamment sélective et sensible pour permettre 1’analyse d’ultra-traces des différents

composés ciblés dans les eaux de surface.
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I1.1. Analyse globale des résultats d’analyse des échantillons prélevés en Tunisie

Tableau V. 1. Concentrations des composés cibles dans différents échantillons d’eaux
prélevées en Tunisie

Concentration des résidus étudiés (ng/L), n=3
Composés Entrée Sortie STEP Puits du Robinet du
STEP STEP Ben Arous centre centre
Chotrana | Chotrana Entée/sortie hospitalier | hospitalier
Chlortétracycline | 38,1127 6,3+1.,4 39,349.0 <0,2 1,320,2
Doxycycline 4,5+1,2 <0,2 3,1+1,1 8,7£2.0 <0,2
Minocycline 11,2+1,3 8,3+0,8 39,849,5 5,6+£0,4 <0,2
Oxytétracycline <LOQ <0,5 <0,5 4,5+1,3 1,1+£0,0
Tétracycline 9,6+0,8 10,1+4,1 <0,2 5,2+2.0 2.9+0,7
TQs 63,5+16,0 24,8+6,3 82,2+19,6 24+5,7 5,3+0,9
Ciprofloxacine <0,2 <0,2 5,7%1,6 <0,2 1,0+£0,0
Danofloxacine 27,713 .4 17,4+0,4 11,2+3.4 12,2+0,7 4,3+1,6
Difloxacine 5,6%3,2 <0,2 3,1+0,8 7,3+1,2 <0,2
Enrofloxacine 9,2+0,1 <0,2 5,6%£1,2 <0,2 1,1+£0,3
Norfloxacine <0,5 <0,5 6,6+2.8 <0,5 <0,5
Ofloxacine <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Orbifloxacine 5,5+0,0 2,9+0,3 3,3x0,4 5,1£1,0 <0,5
FQs 48+6,7 20,3+0,7 35,5+10,2 24,6+2,9 6,4+1,9
Sulfabenzamide 1,7£0,0 <0,2 2,6%1,0 <0,2 1,8+0,5
Sulfadiméthoxine | 14,2+1,2 10,6+1,4 2,4%0,9 3414 1,0£0,2
Sulfadiazine 16,1+0,8 7,8+1,1 <0,2 <0,2 <0,2
Sulfaméthoxine 2,2+0,4 1,4+0,5 3,3%1,0 3,3+0,9 1,8+0,1
Sulfamerazine 4,5+0,2 1,2+0,7 2,4%0,7 4,3+2.0 1,740,1
Sulfanilamide <0,2 <0,2 1,604 <0,2 0,9+0,3
Sulfathiazole 1,9+0,0 2,0+£0,4 2,4%0,1 3,7+0,7 1,7¢1,1
SNs 40,6+2,6 23+4,1 14,7+4,1 14,7+5,0 8,9+2,3
Ampicilline 1,5+0,5 <0,5 1,2+0,5 0,5+0,0 <0,5
Carbamazépine 29,1+5.,7 22.1£8,1 40,8+8,7 12,425 3,0+0,8
Dicyclanil 5,3+1,6 <0,5 6,2+0,8 <0,5 <0,5
Erythromycin <0,2 <0,2 1,5+0,1 6,2+4.9 <0,2
Florfénicol 7,619 6,1+28 3,0+1,7 3,7£1,3 <1,2
Gemfibrozil 17,9+3,4 11,4+4,7 3,5+4,1 4,0+0,8 6,8+1,9
Monensin 10,0+4.,2 5,3+1.,4 1,4+0,1 1,5+0,2 <0,5
Triméthoprim 14,5442 26,4+3,8 8,6£2,7 16,7£2,1 6,4+0,9
Tylosin 1,8+0,3 <0,2 1,1+0,1 1,2+0,1 <0,2
Autres 87,7+21,8 | 71,3+20,8 67,3£18,8 46,2+11,9 16,2+3,6
médicaments
28 produits 239,8+47 | 139,4+31,9 199,7+52,7 109,5+25,5 36,8+8,7
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Dans les différents échantillons, la concentration des résidus médicamenteux est
variable (Tableau. V.1). Les valeurs des concentrations les plus élevées ont été trouvées a
l'entrée de la station d’épuration de Chotrana suivie par I’effluent de la station

d’épuration de Ben Arous avec respectivement 239,8 = 47,1 et 199,7 £ 52,7 ng / L.

Pour de nombreux pays européens (Espagne, France, Allemagne et Belgique), Verlicchi
et al. (2010) ont rapporté des niveaux plus élevés pour les fluoroquinolones telle que la
ciprofloxacine et 1'ofloxacine dont la concentration varie respectivement entre 1 ng / L. jusqu'a

100 pg / L et d'environ 0,5 ng / L a plus de 10 pg / L.

Parmi les 28 médicaments, la chlortétracycline (85+ 23,3 ng/L), le minocycline
(64,9+ 12 ng/L), le danofloxacine (72,8+ 9,5 ng/L), la carbamazepine (107,4+ 25,8 ng/L) et le
gemfibrozil (43,6+ 14,9 ng/L) ont été les plus quantifiés avec des concentrations élevées

(Tableau V.1).

L’ofloxacine a été détecté a une cencentration inférieure a La valeur de la limite de
quantification (LOQ) pour tous les échantillons, alors que le norfloxacine a été seulement

détecté dans I’effluent de la STEP de Ben Arous a une valeur de 6,6 = 2,8 ng / L.

La concentration individuelle détectée varie fortement en fonction de l'origine de

1'échantillon.
Le dicyclanil n'a été détecté que dans les eaux usées non traitées (Tableau V.1).

Parmi les 28 résidus de médicaments sélectionnés :

* 15 médicaments ont été détectés dans l'eau potable du robinet au voisinage du centre
hospitalier de Bab Saadoun.

* 18 médicaments dans le puits du voisinage du centre hospitalier de Bab Saadoun.

e 24 médicaments a I’entrée de la STEP de Ben Arous.

* 25 médicaments a la sortie de la STEP de Chotrana.

e 22 médicaments a l'entrée de STEP de Chotrana.

Les niveaux de concentration détectés sont en bon accord avec ceux trouvés dans la littérature

(Tahrani et al., 2015-2016).

Des niveaux élevés de résidus de médicaments ont été détectés dans les effluents en
amont des STEP, atteignant respectivement 239,8+ 47,1 et 199,7 £ 52,7 ng/L pour Chotrana
et Ben Arous. Le traitement de ces deux stations d'épuration se sont avérés inefficaces pour
traiter ce type des micropolluants, comme a montré plusieurs recherches (Tahrani et al., 2015

et Tahrani et al., 2016).

136

© 2016 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



These de Ines Tlili, Lille 1, 2016

La station de Ben Arous était non opérationnelle, au moment de I’échantillonnage, ceci

explique les niveaux de concentration trouvés a l'entrée et a la sortie de la station.

Pour la station d'épuration de Chotrana, nous observons un rabattement moyen de 61,
58, 43 et 34% pour les familles des tétracyclines, les fluoroquinolones, les sulfonilamides et
autres antibiotiques. Le rendement de rabattement élevé détecté pour la STEP de Chotrana I
(48%) pourrait étre attribué au systeme de traitement qui utilise deux étangs aérés pour la

digestion (étang de digestion aéré) (Tahrani et al., 2015).

Des concentrations similaires a celles présentées ici ont été rapportés par plusieurs
programmes de surveillance menées dans différents pays ou ils ont analysé les eaux usées

urbaines (Chang et al., 2010 et Peng et al., 2011).

Dans I’eau potable de robinet et celui du puits au voisinage du centre hospitalier de
Bab Saadoun, sont comme prévu, les concentrations trouvées sont beaucoup plus faibles que
ceux détectés dans les eaux usées, puisque 1’origine des résidus médicamenteux n’étant pas la

méme.

Dans une large mesure, les résidus médicamenteux sélectionnés sont présents a un
niveau quantifiable dans 1’eau de robinet et 1'eau de puits recueillies auprés du centre

hospitalier de Tunis.

I1.2. Analyse globale des résultats d’analyse des échantillons prélevés en France

Toutes les substances étudiées ont été détectées dans tous les échantillons analysés
(sauf la sulfabenzamide qui a été seulement détectée dans 4 échantillons) avec des
concentrations variables (Tableau V.2).
La concentration totale la plus élevée a été déterminée a la sortie de la STEP d’Arras avec

590,7+184,1 ng/L.

L’entrée de la lagune de Fresnoy présente aussi une concentration totale remarquable
avec 470,9%136,4 ng/L. Ceci peut étre dii au fait que les composés choisis sont largement
utilisés pour les activités d'élevage. En effet, la lagune de Fresnoy recoit principalement les

ruissellements des zones agricoles ot il y a la pratique de I'épandage de fumier.
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Tableau V. 2. Concentrations des composés cibles dans différents échantillons d'eaux

prélevées en France

Concentration (ng/L), n >3

Composés Riviere Riviere Entrée Sortie Entrée Sortie
Canche Cojeul STEP STEP de lagune | de lagune
d’Arras d’Arras Fresnoy Fresnoy
Chlortétracycline 3,4+4.3 2,5£2.5 6,7£3,6 8,6£2.8 14,4£1,5 17£3,5
Oxytétracycline 0,6+0,1 0,9+0,1 0,8%0,3 0,8+0,4 0,620,3 0,60,4
Tétracycline 13+1,8 8,5%1,8 19+3 0+0 11,927 6,729
Doxycycline 3,6£3.4 4,9+1,4 7,4%+0,8 7,9%1,3 9,7+4 12,6%4,2
TCs 20,6+9,6 16,8+5,8 33,9+7,1 17,3+4,5 36,6+8,5 23,4+11
Danofloxacine 55,6%9,8 71,0£0,5 | 50,0+13,3 | 55,9+11,2 | 36,0£9,1 | 43,4104
Difloxacine 27,722 30,5+2,1 | 19,6%11,5 | 32,827 | 21,5%10,2 | 24,5+1,5
Enrofloxacine 32,4+0,3 32,6+6,7 | 242+13,4 | 31,7+#3,3 | 20,2*¥10,6 | 23,0%3,8
Ciprofloxacine 6,6+1,0 6,4+0,9 4.4+1.8 4.8+1,5 3,7+0,3 5,1+4,1
Norfloxacine 7.7+1,1 7,1£0,4 6,129 6,7+0,5 4.9+1,2 4.2+1,1
Ofloxacine 6,9+0,5 6,6+0,4 7,5%£2,6 6,7+0,8 5,1+0,4 4,4+1,1
Orbifloxacine 25,0+3,6 27,7+6,3 23,1+7,0 30,4+7,2 22,372 23,929
FQs 161,9+18,5 | 181,9+17,3 | 117,8+58,6 | 169,0+27,2 | 113,7+0,9 | 128,5+20,5
Sulfabenzamide 0,4%0,6 0 0,9+0,0 0 1,6£2.0 0,3%0,2
Sulfadiazine 20,2+20,6 | 15,0+£6,9 19,7£9,2 21,5+5,8 | 27,2%10,3 9,5+3,1
Sulfadimethoxazole | 17.5+1.,6 16,839 20,823 20,7+4,7 22,421 18,9+3,3
Sulfaméthazole 9,5%5,9 9,2+3,8 13,0£7,1 12,6%5,1 17,6%6,0 11,8+5,5
Sulfaméthazine 11,7+0,9 11,114 15,5%2.,6 11,920 11,6%1,2 12,5+1,5
Sulfanilamide 4,533 2,4%£3.0 2,5£2.9 2,4%3.5 0,4%0,3 2,5+3,7
Sulfathiazole 8,1£8.5 7,6£7,2 13,0£11,2 | 12,0£10,2 | 15,6%9,1 10,8+6,8
SNs 71,9414 | 62,1£26,2 | 85,4+35,3 | 81,1+31,1 | 96,4%x3,1 | 66,3+24,1
Carbamazépine 16,5%£1,2 17,2+2.7 27,4+2.4 24,7442 23,9+4.2 29,473
Monrnsin 13,0£9,5 14,2+10,8 8,8+2.5 14,0£11,1 11,9+2,8 | 14,9%£10,6
Triméthoprim 22,734 21,9+4,7 25,8%3,0 28,7+5,1 24,2420 23,5+5.4
Dicyclanil 23,2+5,7 22,127 31,7+6,1 29,3+7.4 | 26,2+10,0 | 30,3+4,9
Ampicilline 0,8+0,2 0,7+0,4 0,3+0,3 0,5+0,4 4,7£3,7 6,0=1,8
Gemfibrozil 155,2+£58,7 | 166,5+72,4 | 98,4+33,8 | 187,4+87,0 | 84,3£23,1 | 135,8+50,6
Tylosin 8,1£2,3 9,5+2.4 9,2+1,0 10,242 4 4,3+7,1 8,9+2.2
Totale 473,0£156,1 | 534,4+150,9 | 466,9+149,2 | 590,7+184,1 | 470,9+x136,4 | 506,0+147,9

La station d’Arras recoit principalement les effluents urbains. Les fluoroquinolones

sont les antibiotiques les plus détectés dans ces divers échantillons avec une concentration

totale de 181,9+ 17,3 ng/L dans la riviere Cojeul et de 169,0+ 27,2 ng/L dans la sortie de la

STEP d’Arras. Les tétracyclines sont les moins présents dans les différents échantillons

© 2016 Tous droits réservés.
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analysés avec des concentrations de 16.8+5.8 ng/L dans la riviere Cojeul et 36,6+8,5 ng/L a

la sortie de la STEP d’Arras.

Le gemfibrozil est l'espéce dominante avec des concentrations respectivement de
187,4 £ 87,0 et 135,8 = 50,6 ng / L dans les effluents de la STEP Arras et la lagune de

Fresnoy. Ces concentrations sont similaires a celles rapportées par Gros et al., (2013).

Le rabattement des 26 médicaments sélectionnés a la STEP d’Arras et la lagune de
Fresnoy sont faibles. En moyenne, la concentration a été réduite de 40% pour les
tetracyclines qui sont éliminés par le systeme de traitement de la station d’épuration

d’Arras alors que le rabattement est négligeable dans la lagune aérée de Fresnoy.

Les produits pharmaceutiques dont le rabattement par des procédés de traitement est
faible, peuvent se retrouver dans les eaux de surface (Metcalfe et al., 2003). Les
concentrations individuelles des médicaments sélectionnés varient en fonction du traitement

de la STEP.

Le gemfibrozil et la danofloxacine ont été détectés a des niveaux élevés dans les deux
rivieres. Les travaux ont rapporté que le gemfibrozil a été detecté avec une concentration
croissante dans des conditions d'écoulement élevés et sa dissipation a été jugée lente (Tamtam

et al., 2008 et Writer et al., 2013).
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I1.3. Traces de tétracyclines

I1.3.1 En Tunisie
Parmi les 5 tétracyclines, la chlortétracycline et la minocycline ont été retrouvés aec

des concentrations dominantes aussi bien dans les deux STEP de Chotrana et Ben Arous

(Figure. V.3).
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Figure V. 3. Concentrations des tétracyclines dans les différents échantillons d’eaux
prélevées en Tunisie

La chlortétracycline a été détectée avec des concentrations significatives environ
40 ng / L dans les entrées des deux STEP de Chotrana et Ben Arous. La minocycline a été
détectée a une concentration supérieure a 40 ng / L a I’entrée de la STEP de Ben Arous, mais

sa concentration est 3 fois inférieure a I’entrée de la station de Chotrana.

Pour le doxycycline, I’oxytetracycline et la tétracycline, la concentration moyenne
détectée dans le puits au voisinage du centre hospitalier ne dépasse pas 10 ng/L. La
concentration de I’oxytétracycline, une était inférieure a la limite de détection (LOQ). La
concentration de la doxycycline est inférieure a la LOD a la sortie de STEP de Chotrana, ce

qui indique un rabattement élevé de concentration de ce produit.

Le rabattement des concentrations entre 1’entrée et la sortie des stations d’épuration est

dt probablement a une dégradation des résidus médicamenteux.
La tétracycline a été détectée dans dans tous les échantillons, sauf a la STEP de Ben Arous.

La plupart des produits est détecté a différentes concentrations dans au moins 3

échantillons mis a part 1’oxytétracycline.
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II. 3.2 En France

Les tétracyclines ont été détectées dans 1’ensemble des 6 sites étudiés a 1’exception de

la tétracycline qui a été détectée dans 5 sites (Figure V.4).

M Lariviere du Canche M La riviere du Cojeul H Entrée STEP Arras

25 B Sortie STEP Arras H Entrée lagune Fresnoy mSortie lagune Fresnoy

Concentration (ng/L)

Chlortetracycline Oxytetracycline Tétracycline Doxycycline

Figure V. 4. Concentrations des tétracyclines dans les différents échantillons d’eaux
prélevés en France

La chlortétracycline présente les concentrations les plus significatives avec 17+3,5 ng/L

a la sortie de la lagune aérée de Fresnoy.

Les concentrations de la doxycycline et de la chlortétracycline a la sortie des STEP sont
supérieures a celles de I’entrée. Un phénomene bio-chimique se produit probablement entre
I’entrée et la sortie des STEP et vient s’additionner au transfert des résidus médicamenteux. A
titre d’exemple, la tétracycline peut se transforme en épitetracycline, épioxytetracycline et

d'autres produits (Skraskova et al., 2013).

L’oxytétracycline a été détectée a des faibles valeurs. Deux hypothéses sont possibles :
utilisation réduite dans les régions de prélévement ou encore une dégradation des résidus dans

I’environnement.

La tétracycline était I’antibiotique vétérinaire le plus détecté dans 1’environnement
naturel : les deux rivieres avec respectivement 13+1,8 et 8,5+1,8 ng/L dans la Canche et le
Cojeul. En outre, les deux rivieres sont entourées par des zones agricoles pratiquant

I'épandage de fumier qui pourrait étre une source permanente de contamination.

Le taux de rabattement de la concentration de la tétracycline par le systéme de
traitement de la STEP d’Arras est de 100%, tandis que le taux de celui du systeme de
lagunage de Fresnoy est de 56%. Les concentrations des tétracyclines sont similaires a celles

rapportées dans le milieu aquatique de Jianghan Plain en Chine centrale (Tong et al., 2014).
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I1.4. Traces de fluoroquinolones

11.4.1 En Tunisie
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Figure V. 5. Concentrations des fluoroquinolones dans les différents échantillons d’eaux
prélevés en Tunisie

Les fluoroquinolones sont utilisés comme médicaments vétérinaires a des fins
thérapeutiques. Cependant, leur concentration élevée peut causer des problémes pour I'homme
et l'environnement en raison de leur développement cancérogene et leur potentiel de
résistance aux antibiotiques chez les animaux (Tong et al., 2009). Tous les composés (a
I’exception de I’ofloxacine) sont détectés a I’entrée de la station d’épuration de Ben Arous

variant de 3,1 ng / L pour la difloxacine jusqu'a 11,2 ng / L pour le danofloxacine.

Le difloxacine et I’enrofloxacine détectés a 1’entrée, ne sont plus détectés a la sortie de
STEP de Chotrana (Figure. V.5), sont peut etre dégradés lors du traitement a la station (He et
al., 2014). 1l a été constaté qu'ils peuvent étre partiellement fixés par sorption ou encore par

photo-dégradation (Halling-Sorensen et al., 1998).

La concentration la plus élevée a été trouvée pour le danofloxacine avec une
concentration de 4,3 ng / L dans I’eau potable de robinet du centre hospitalier et de 27,7 ng / L
en entrée de la STEP de Chotrana. Le taux de rabattement par le systeme de traitement de la

STEP de Chotrana est de 63%. Le danofloxacine a été détecté dans les 5 échantillons étudiés.

L’orbifloxacine a été détecté dans 4 échantillons a différentes concentrations, son

rabattement est de 52%. Finalement, 1’ofloxacine présente des concentrations inférieures a

0,5 ng/L (LOD) dans I’ensemble des 35 sites étudiés.

142

© 2016 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Ines TIili, Lille 1, 2016

11.4.2 En France
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Figure V. 6. Concentrations des fluoroquinolones dans les différents échantillons d’eaux
prélevés en France

Toutes les fluoroquinolones ont été détectées dans tous les échantillons analysés. Le

danofloxcine a été détecté avec des concentrations les plus élevées qui atteignent

ng / L dans la riviere de la Canche.

Pour le danofloxacine,

la difloxacine,

71 £

I’enrofloxacine et 1 orbifloxacine,

0,5

les

concentrations a la sortie de la station d’épuration d’Arras sont plus élevées que celle a

I’entrée (méme phénomene que les tétracyclines).

De fortes concentrations de fluoroquinolones ont été trouvées dans les rivieres Cojeul et

Canche. Ces valeurs élevées peuvent €tre expliquées par le fait que les fluoroquinolones sont

persistantes et non-dégradables dans 1l'environnement aquatique tels que les rivieres et les

cours d'eau (Ke et al., 2014).

En raison de leur stabilité et leur utilisation médicinale importante, les fluoroquinolones

ont été classés par 1'Organisation Mondiale de la Santé comme des antibiotiques "résistants"

(Collin et al., 2009). Ils sont détectés a une concentration élevée dans le milieu aquatique.

Adachi et al. (2013) ont signalé des concentrations de fluoroquinolones de 570 ng / L

dans le milieu aquatique a Osaka (Japon). Les concentrations de 1’ofloxacine, du

ciprofloxacine, du danofloxacine et du norfloxacine trouvées dans les rivieres Canche et

Cojeul sont similaires a celles rapportées dans les rivieres espagnoles (Gros et al., 2013). La

concentration de 1’ofloxacine est dans la méme gamme que celle de la Seine, France <LOQ -

55 ng / L (Tamtam et al., 2008) et de I'eau de surface urbaine (0,3 a 990 ng / L) a Beijing

(Chine) (Li et al., 2015).
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II.5. Traces de sulfonilamides

II.5.1 En Tunisie
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Figure V. 7. Concentrations des sulfonilamides dans les différents échantillons d’eaux
prélevés en Tunisie

La concentration de ’ensemble des sulfonilamides sontt inférieures a la concentration

des tétracyclines et des fluoroquinolones.

Les sulfanilamides ont été détectées non seulement dans les stations d'épuration, mais
aussi dans le robinet et I'eau de puits (Figure. V.7). Leur présence pourrait €tre nocive pour la

santé humaine et la nécessité de renforcer le traitement de l'eau potable (Sukul et al., 2006).

La sulfadimethoxine et la sulfadiazine sont dominants a I’effluent et I’affluent de la
station d’épuration de Chotrana. Le sulfadimethoxine est détecté dans tous les échantillons
avec des concentrations élevées allant de 1 ng / L dans I’eau potable de robinet du centre

hospitalier a 14,2 ng / L a ’entrée de la station de Chotrana.

Quatre composés ont été détectés dans les 5 sites étudiés a savoir le sulfathiazole, le
sulfamerazine, le sulfamethoxazole et la sulfadimethoxine. Cette présence massive peut étre
due a leur large utilisation en médecine humaine pour le traitement des infections bactériennes

(Seifrtova et al., 2009 et Tarhani et al., 2015).

La majorité des concentrations des sulfonilamides a été rabattue par le systeme de
traitement de la station d'épuration Chotrana avec un taux de rabattement de 100% pour le
sulfabenzamide, 70% pour le sulfamerazine et 50% pour la sulfadiazine. Les taux de
rabattement les plus élevés par rapport aux différentes familles d’antibiotiques étudiées ont
été observés pour les sulfonilamides. La méme constatation a été rapportée dans la littérature

(Xu et al. 2007., Ben Mansour et al., 2012 et Gros et al., 2010).
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11.5.2 En France
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Figure V. 8. Concentrations des sulfonilamides dans les différents échantillons prélevés
en France

De faibles concentrations des sulfonilamides ont été trouvées dans les 6 échantillons

étudiés mis a part le sulfabenzamide (Figure V.8).

En outre, a I’exception de la station d’épuration d’Arras, les autres sites sont situés dans
des zones agricoles alors que les sulfonilamides sont principalement des antibiotiques a usage

humain pour le traitement des infections bactériennes.

Parmi les sulfonilamides étudiés, le sulfadimethoxazole présente les concentrations les
plus significatives, en raison de sa large utilisation dans le traitement des infections

bactériennes chez 'homme.

Le taux de son rabattement au niveau de la station d’épuration d’Arras est de 0%,
probablement a cause de sa persistance et ne dépasse pas 20% dans le systeme de lagunage de

Fresnoy.

La concentration du sulfamethazole dans les deux rivieéres est inférieure 12 ng / L, qui
est inférieure a celle rapportée dans la riviere des Perles en Chine (1080 ng / L), du Mékong
au Vietnam (19153 ng / L) et les états unis (120 ng / L) (Kolpin et al., 2002; Managaki et al.,
2007 et Yang et al., 2011).

Certains composés vétérinaires tels que le sulfathiazole, le sulfaméthazine ont fait
I’objet de nombreuses études en raison de leur présence dans 1'environnement naturel. Ils ont
également été détectés dans différentes sortes d'eaux, principalement dans les eaux de surface

et les eaux usées (Seifrtova et al., 2009).
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I1.6. Traces d’autres médicaments

11.6.1 En Tunisie
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Figure V. 9. Concentrations des autres médicaments dans les différents échantillons
prélevés en Tunisie

Parmi les neufs médicaments, la carbamazepine, le trimethoprim et le gemfibrozil ont
été détectés dans les cinq échantillons étudiés avec des concentrations treés significatives

(Figure V.9).

La carbamazepine a été détectée a une valeur égale a 40,8 ng / L a I’entrée de STEP de
Ben Arous. La carbamazepine est utilisée comme un médicament anti-convulsion
principalement pour le traitement de 1'épilepsie. Il est I'un des composés les plus fréquemment
détectés dans les eaux de surface (Garcia et al., 2009 ; Radjenovic et al., 2007; Drewers et al.,

2007; Boxall et al., 2004 et Cary et al., 2013).

Le dicyclanil, le tylosin et I’ampicilline ont complétement disparu a la sortie de la
STEP de Chotrana. Leur concentration détectée a la sortie est inférieure a la limite de
détection (LOD), en raison de leur faible concentration a I’entrée de la STEP (5,3, 1,8 et 1,5
ng / L) (Gros et al., 2007., Tarhani et al., 2015 et Ben Mansour et al., 2012).

Le rabattement de la concentration du trimethoprim est de 45% a la STEP de Chotrana

(26,4 ng / L al'entrée) et (14,5 ng/ L a la sortie)
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11.6.2 En France
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Figure V.10. Concentrations des autres médicaments dans les différents échantillons
d’eaux prélevés en France

Tous les résidus pharmaceutiques sont détectés dans les 6 échantillons étudiés

I’exception de I’ampicilline (Figure.V.10).

a

Le gemfibrozil présente la concentration la plus élevée avec 187,4+87,0 ng/L a la

sortie de la station d’épuration d’ Arras. Sa persistance dans le milieu naturel est confirmée par

les concentrations détectées dans les deux rivieres avec 155,2+58,7 ng/L dans la riviére

Canche et 166,5+72,4 ng/L dans la riviere Cojeul.

Une concentration importante de la carbamazepine est détectée aussi dans tous les

échantillons. Les concentrations de la carbamazepine dans les rivieres Canche et Cojeul sont

légerement inférieurs a celles détectées a la sortie de la station d'épuration ou de la lagune

(Tableau.V.2). Cela pourrait étre di au fait que la carbamazépine est trés résistante a la

dégradation dans le milieu naturel (Andreozzi et al., 2003).
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IIIL.Traces des antibiotiques dans des matrices solides
Les résidus médicamenteux retenus sur les filtres sont quantifiés, ce qui donne une idée
sur la contamination totale des eaux par les médicaments. Les résidus médicamenteux

(retenus lors de la filtration) sont extraits par PLE

Les extractions ont été effectuées sur un filtre préalablement coupé en petits
morceaux, et séché qui contient cette matiere en suspension. Chaque échantillon de filtre a été
dopé avec des standards internes. Apres un repos de 7 a 8 heures a la température ambiante,
chaque échantillon a été extrait avec la méthode analytique déja optimisée et validée dans le

chapitre IV. Les résultats sont exposés dans la Figure V.11 et le Tableau V.3.
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Figure V. 11. Concentrations des médicaments dans les échantillons solides étudiés
L’ensemble des médicaments, marqueurs de pollution, étudiés ont été détectés dans les

6 échantillons analysés.

Tableau V. 3. Concentrations individuelles des composés cibles dans différents
échantillons solides étudiés

Composés Riviere Riviere Entrée Sortie Entrée Sortie
Canche Cojeul STEP STEP Lagune Lagune
d’Arras d’Arras Fresnoy Fresnoy

Ampicilline 0,15+0,05 | 0,10+0,02 | 1,2+0,08 <LOQ 1,3+0,05 <LOQ
Carbamazépine | 3,44+0,02 3,8+0,03 5,7+£0,02 5,6%0,1 5,50,1 4,0+0,2
Chlortétracycline | 0,29+0,01 | 1,420,02 1,6+0 2,3+0,05 2,7+0,1 1,5+0,03
Ciprfloxacine 1,21+0,02 | 1,4%0,01 1,7+0,02 1,3+0,09 1,4+0,01 1,8+0,05
Danofloxacine 12,02+0,07 | 14,2+0,5 9,8+0,1 13,4+0,02 7,5+£0,3 7,8+0,8

Dicyclanil 4,23+0,04 4,240 5,4+0,04 5,0%0,09 4,2+0,04 5,2%1,5
Difloxacine 5,56+0,2 5,9+0,04 2,5+0,02 6,9+0,06 3,1+0,3 5,1+0,9
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Riviere Riviere Entrée Sortie Entrée Sortie
Composés Canche Cojeul STEP STEP Lagune Lagune
d’Arras d’Arras Fresnoy Fresnoy
Doxycycline 0,74%0,01 1,240 1,5+0,02 1,8+0,01 2,9+0,2 0,7+0
Enrofloxacine 6,45+0,2 7,2+0,2 3,240,03 6,7+1,2 2,8+0,08 4,1+0,07
Florfénicol 5,0940,1 5,4%0,5 7,0+0,2 6,0+1,0 9,6%0,1 5,6%1,1
Gemfibrozil 36,96%1,8 | 42,4+7,1 14,4+0,1 49,7£5,4 15,528 27,5%3,7
Monensin 3,80+0,04 3,7+0,05 2,110 4,7+0,5 3,0+0,08 4.2+0,3
Norfloxacine 1,41+0,04 | 1,5+0,07 1,3+0,1 1,2+0,1 1,3£0,03 3,104
Ofloxacine 1,39+0,03 1,2+0,02 1,3+0,01 1,30 0,9+0,09 0,9+0,03
Orbifloxacine 5,41+0,06 6,2+0,0 4,5+0,1 6,9+0,1 3,6%0,0 5,0+1,6
Oxytétracycline | 0,17%0,01 0,1£0,0 0,1£0,02 0,1£0,0 <LOQ 0,1+0,0
Sulfabenzamide | 0,01+0,0 <LOQ 0,1+0,01 <LOQ <LOQ 1,0+0,01
Sulfadiazine 2,41+0,04 | 2,7%0,07 3,6%0,1 4,1+0 4,2+0,2 2,5+0,1
Sulfadiméthoxine | 3,68+0,04 | 3,9+0,04 4,5+0,1 4,8+0,1 4,6+0,3 4,1+0,9
Sulfamerazine 1,21+0,03 1,4%0,01 1,7+0,1 2,0+0,07 2,8+0,1 1,7£0,05
Sulfaméthazine | 2,47+0,05 | 2,3+0,04 3,1+0,09 2,8+0,03 2,2+0,1 2,3+0,6
Sulfanilamide 1,13+0,4 0,1+0,02 0,1+0,02 <LOQ <LOQ <LOQ
Sulfathiazole 0,63+0,01 1,2+0,05 1,4+0,04 1,5+0,01 2,0+0,03 1,3+0,07
Tétracycline <LOQ 1,6+0,03 4,6+0,1 <LOQ 2,6+0,03 1,5+0,2
Triméthoprim 4,93+0,09 5,0+0,2 5,9+0,1 6,4%1,2 4,6%0,1 5,3+0,2
Tylosine 1,87+0,01 | 2,1+0,01 <LOQ 2,3+0,1 <LOQ 2,0+0,09
TCs 1,2+0,03 4,3+0,05 7,8+0,14 | 10,3+0,06 | 8,2+0,33 3,1+0,23
SNs 11,54+,57 | 11,6+0,23 | 15,4+0,46 | 15,2+0,21 | 15,8+0,73 | 12,9%+1,73
FQs 33,45£0,6 | 37,6=0,8 24,3+0,4 37,7+1,6 20,6+0,9 27,8+2,3
Total 95,4+3,4 | 120,2+9,0 | 87,0+1,5 | 136,8+10,2 | 88,3£5,1 | 98,3+x12,9

Les tétracyclines présentent la concentration la plus faible allant de 1,2 = 0,03 ng/g

dans la riviere de la Canche a 10,3+0,06 ng/g a la sortie de la station d’épuration d’ Arras. Les

concentrations des résidus détectés dans la phase dissoute sont beaucoup plus élevées que

celles de la phase stationnaire (> 80%) de la contamination totale.

Le gemfibrozil est le résidu le plus détecté avec 36,96%1,8 ng/g dans 1’échantillon

provenant de la rivieére de la canche

Les fluoroquinolones présentent des concentrations trés significatives dans les deux rivieres

la Canche et le Cojeul avec respectivement 33,45+0,6 ng/L et 37,6+0,8 ng/L.

© 2016 Tous droits réservés.
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Deux méthodologies ont été appliquées pour analyser des traces de médicaments dans des
échantillons environnementaux. Nous remarquons qu’aucun échantillon analysé n’est
exempte de contaminant. Les polluants retrouvés appartiennent aux différentes familles de
médicaments (les sulfonamides, les tétracyclines, les fluoroquinolones et autres antibiotiques).
Ces micropolluants sont détectés a des concentrations variables selon la localisation de
I’échantillon analysé (entrée ou sortie de STEP, zone agricole, eau souterraine, eau
potable...). La présence des résidus pharmaceutiques dans I’environnement a des
concentrations €levées peut avoir divers types de répercussions nuisibles et significatives sur

I’environnement et les écosystémes en particulier.

Certains effets (toxicité, perturbation endocrinienne, cancérogénicité et mutagénicité)

peuvent poser de graves problémes comme :

» La féminisation de poissons males ou de coquillage et la perturbation de la sexualité
ou la reproduction de certaines especes.

» Des impacts possibles sur les plantes ou champignons.

Y

Le risque d’antibiorésistance et 1’apparition de bactéries tres résistantes.
» Le risque de perte d’éfficacité de certains médicaments soit en raison d’une
accoutumance de l’organisme, soit en raison d’une résistance/accoutumance des

bactéries ou parasites.
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L’objectif de notre étude était la mise en place des méthodes destinées a 1’analyse des
résidus pharmaceutiques a usage humain et vétérinaire susceptibles d’étre présents dans
I’environnement, en phases aqueuse et solide. Les contrdles de pollution nécessitent la mise
au point de méthodes robustes et suffisamment rapides. C’est pourquoi nous avons développé
des méthodes multi-familles pour la détection et la quantification de ces composés,

sélectionnés parmi les plus pertinents a détecter et a doser.

Nous avons réalisé une série de compagne d’échantillonnage en Tunisie comme en
France, pour étudier le niveau de contamination par les résidus pharmaceutiques a usages

humain et vétérinaire, des différents sites.

Nous avons développé une procédure pour les matrices aqueuses en commengant par
une optimisation de la méthode d’analyse par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (choix de segmentation, gradient d’élution et débit
d’élution). Puis nous avons mis en place I’étape de préparation d’échantillon par SPE.
Plusieurs parametres ont été testés : le choix de la cartouche, le pH auquel I’échantillon doit
étre fixé, choix du volume de chargement de 1’échantillon, la nature de 1’éluant. Apres avoir
évalué les rendements d’extraction dans les différents cas, notre choix s’est porté sur la
cartouche OASIS HLB (200 mg/6 mL), fréquemment utilisée, un pH d’échantillon fixé a 2,5,
500 mL comme volume de chargement et le méthanol comme éluant. Les limites de
quantification méthodologiques sont comprises entre 0,2 et 1,5 ng/L (excepté pour la
sulfadiazine, moins détectable, avec une limite de quantification de 3 ng/L). Cette procédure a
ensuite été validée en conditions environnementales lors de I’analyse d’échantillons d’eaux de
surface (eaux des rivieres, eaux des stations d’épuration, eau des systémes de lagunage, eau de
robinet et eau de puits). Il a été mis en évidence la présence, a des faibles concentrations, de la
majorité d’antibiotiques (sulfonamides et macrolides, tétracyclines et fluoroquinolones) ainsi
que le reste des antibiotiques comme la carbamazépine et du gemfibrozil, utilisés dans cette

étude comme marqueurs de pollution.

Parallelement, nous avons mis en place une méthode d’analyse de la matrice solide.
Une méthode d’extraction (PLE) a été évaluée et validée. Le principal parametre étudié était
le choix du solvant d’extraction qui est le facteur le plus influencant sur le rendement
d’extraction. Le solvant 25/25/50 méthanol/acétonitrile/0,2 M acide citrique ajusté a pH 3
permet d’extraire les tétracyclines et le mélange 40/40/20 méthanol/acétonitrile/0,2 M acide
citrique ajusté a pH 4,5 semble le plus adapté pour extraire les fluoroquinolones et le

méthanol a finalement été retenu pour le reste de médicaments. A ’issue de cette extraction,
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comme les extraits obtenus sont relativement chargés, une étape de purification s’est avérée

nécessaire.

De plus, la technique PLE est rapide et permettra d’éventuelles vastes campagnes
d’analyses. Les études précédentes concernant 1’analyse de contaminants dans les sols se sont
concentrées uniquement sur une ou maximum deux familles d’antibiotiques alors que notre

travail a permis d’étudier simultanément 28 médicaments.

Dans une perspective de développement durable, il est souhaitable de maitriser la gestion
du risque, en limitant le plus possible des rejets des substances médicamenteuses dans

I’environnement.

Afin de réduire les risques de la pollution de nos sources d’eau potable, de la faune et de
la flore, il est indispensable de développer des méthodes pour 1’élimination des résidus
pharmaceutiques des milieux aquatiques, en utilisant des substances naturelles telles que

I’argile (brute ou modifiée).

La quantité de résidus médicamenteux pourrait étre réduite dans I’environnement, a court
terme, par un usage plus raisonnable des antibiotiques notamment dans certaines filieres
animales et a long terme, dans le but d’encourager les industriels a produire des médicaments

plus « biodégradables » ou rapidement dégradables.

Comme les tétracyclines et les fluoroquinolones interagissent fortement avec I’argile
contenue dans le sol, il serait intéressant, dans une étude future, de se focaliser sur 1’influence
des parameétres du sol (les teneurs en argile et en matieére organique, la capacité d’échange
cationique CEC), sur les rendements d’extraction des résidus pharmaceutiques des matrices

solides.

Il serait intérressant d’étudier 1I’influence des parametres PLE sur le rendement
d’extraction des résidus pharmaceutiques des matrices solides en utilisant I’approche des

plans d’expérience.
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Classe thérapeutique Nom Utilisations
Acéthylsalicilique -traitement des
Diclofenac inflammations
Analgésiques et anti- Naproxéne -traitement de la fievre
inflammatoires Ibuproféne -traitement des maladies
rhumatismales
Paroxétine -diminution de I’activité
Venlafaxine -blocage des canaux sodiques
Antiépileptiques Fluoxétine -augmentation de 1’ effet
Carbamazepine inhibiteur du
Diazépam neurotransmetteur GABA
B-bloquants Propanolol -hypertension
Meétroprolol -insuffisance coronaire
Aténolol -insuffisance cardiaque
Acide clofibrique -diminution de la
Hypolipémiants Gemfibrozil concentration du cholestérol
Fénofibrate -traitement des maladies
cardiovasculaires
17a-ethinylestradiol2 -agent contraceptif
Hormones et contraceptifs Progestérone
Estriol -régulateur hormonal
Testestérone
Tétracycline -traitement des infections
bactériennes
Norfloxacine -traitement des infections
Antibiotiques urinaires
Sulfanilamide -traitement bactérien
Erythromycine -traitement des infections des
voies respiratoires

Annexe 1. Classifications des composés pharmaceutiques détectés dans I’environement
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Annexe 2. Consommation des médicaments prescrits en détail en France (2007)

© 2016 Tous droits réservés.

Classe/usage Tonuage Sources des i Classe/nsage Tonnage Sources des
Molécule . Molécule )
thérapeutique total (ks) données thérapeutique total (kg) donnéas
Paracetamol Antipyrétiuque 3303077 | AFSSAPS Diclofenac ATNS 9896 AFSSAPS
Metformine Antidizbétique T16859 AFSSAPS/Allance Cefpodozxima anhibiotiqua 9283 AFSSAPS/Alliance
Treeeerutine cirenlation sangume | 444339 AFSSAPS Meatoprolol antihypertenseur 8786 AFSSAPS
Asprine Analgésique 396212 | AFSSAPS Omeprazols anfi-ulcéreux 8043 AFSSAPS
Dicsnume coculation sanguine | 373544 | AFSSAPS Atorvastatine hypolipémmiant 7924 AFS5APS/Alliance
Amoxicillme Antibiotique 333223 AFSSAPS Nicardipine antibypertensenr TE00 AFSSAPS
Tprofens AINS 240024 | AFSSAPS Smmastatine hypolmpémiant 6943 AFSSAPS
Cartbocisteine fhudifiant brochique | 232308 AFSSAPS Fosformycine antibiotique 6774 AFSSAPS
Valproate de sodium | anti-comulsivant 112162 | AFSSAPS Hydronyzine anti-histanmnigque 5638 AFSSAPS
Acétyleystems fluidifiant brochigue | 96759 AFSSAPS Dexyevhme antibwtique 6243 AFSSAPS
Ferofibrate Hypolipémiant 85670 AFSSAPS Sertraline arhdépressenr 6124 AFSSAPS
Allognrinel Antigoutteus 4147 AFSSAPS (Orazepam amaolytique 6193 AFSSAPS
Dextropropoxyphene | Analgésique 51963 AFSSAPS Dompendone anti-émetique 5861 AFSSAPS/Alliance
Buflomedil amti-ischémmue 50958 AFSSAPS Paronatine anhdépresseur 5513 AFSSAPS/Alliance
Natdrofiryl anfi-ischémgque 45523 AFSSAPS Cyamemazine neuroleptique 441 AFSSAPS
Benfluorex Hypolipémiant 40730 AFSSAPS Panioprazole anti-uleereu 5287 AFSSAPS
Prstinanmycine Antibiotique 39855 AFSSAPS Prperacilline anhibiotique 476 AFSSAPS
Naproxene AINS 37332 AFSSAPS Ofoacme antibwobiqua 4137 AFSSAPS
Metronidazole anti-parasitaire 36345 AFSSAPS Azifhrontyeine antibiotique 4073 AFSSAPS/Alliance
Cartbamazepine anti-épileptique 33514 AFSSAPS Phencharbital anfi-convulsivant 39135 AFSSAPS
Heptaminal anti-hypotensenr 28423 AFSSAPS Premsolone glucocorticoide 3743 AFSSAPS
Tramadol Analzésique 25897 AFSSAPS Flucnstine anhdépresseur 3740 AFSSAPS
Levodapa anti-parkmsonien 24996 AFSSAPS Citalopram antidépresseur 3487 AFSSAPS
Amiodarone Antiarrythmmque 4318 AFSSAPS Romytlronnyeine antibiotique 3404 AFSSAPS
Trimebutine froubles digestifs 23550 AFSSAPS Trimétroprime antibiotique 3346 AFSSAPS/Alliance
Acide clavulanique | inibiteur d'enzyme 22699 AFSSAPS Zolpidem hypnotique 1344 AFSSAPS
Eetoprofene AINS 21697 AFSSAPS Bromazepam amaolytique 2604 AFSSAPS
Furosemide Drurétique 21288 AFSSAPS Mianserne anhdépresseur 424 AFSSAPS
Bézafibrate Hypolpémiant 20852 AFSSAPS Rifanmpicne antibiotique 2383 AFSSAPS
Atenglal Antibvpertenseur 18337 AFSSAPS Methyiprednisolone | glococorticoide 2218 AFS5APS
Amphotericms B Antifongique 18179 AFSSAPS Prazepam amoolytique 2166 AFSSAPS
Sulfaméthozzole Antibiotique 16730 AFSSAPS/Alliance Tianeptine antidépresseur 2152 AFSSAPS
Trimetazidine anti-ischémique 16480 AFSSAPS Bisoprolol antihypertensenr 2113 AFSSAPS
Clanttronmycine Antibohique 15105 AFSSAPS/Allance Clorazepate amoolyhque 2109 AFSSAPS
Cefinaxone Antibiohique 13603 AFSSAPS Amlodipme anhhypertensenr 2013 AFSSAPS/Alliance
Josamycine Antibiotique 12802 AFSSAPS Prroodcam ATNS 0038 AFSSAPS
Propanolel Antihypertensewr 12487 AFSSAPS/Alhance Zopiclone hypnotique 1948 AFSSAPS
Ciproflovzcine Antibiotique 12186 AFSSAPS Ceftamidime artibiotiqua 1832 AFSSAPS
Ratinidime anti-acide 11656 AFSSAPS Levomepromazne | neurcleptique 1699 AFSSAPS/Alliance
Pravastatine Hypolipémiant 10969 AFSSAPS Pradmsone ghicocorticoide 1550 AFSSAPS
(Besse et Garric ; 2007)
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Annexe 3. Evaluation de la consommation globale des antibiotiques (princeps/générique)
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Annexe 4. Evaluation de la consommation globale des antibiotiques (Secteur officinal/
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Annexe 5. Comparaison de la consommation par classe par rapport a d’autres pays en
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Annexe 6. Evaluation de la consommation de I’association Amoxicilline + Acide
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Annexe 8. Evaluation de la consommation de la Ciprofloxacine
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® Secteur
officinal

Secteur
Hospitalier

Annexe 9. Evluation de la consommation de la Ciprofloxacine (Secteur officinal/secteur
hospitalier)

Annexe. 10. Différentes cartouches d’extraction et leur utilisation

Type de Utilisation Référence
cartouche

Sorbant a base | -extraction des substances apolaires Vulliet et al., 2008 ; Filali-

de silice -extraction des substances peu polaires | Meknassi et al., 2007

Bond Elut -extraction des analgésiques Matejicek et al., 2013
-extraction des B-bloquants

Lichrolut EN -extraction des produits de contraste a | Garcia-Galon et al., 2010;
base d’iode Pailler et al., 2009

ENV+ -extraction des macrolides Matejicek et al., 2013
-extraction des pénicillines

Chromabond -extraction des analgésiques Pailler et al., 2009

EASY -extraction des sulfonilamides
-extraction des hormones

HLB-MCX -extraction des composés neutres Alda et al., 2003 ; Kostopoulou
-extraction des composés basiques et Nikolou., 2008

MIPs -extraction d’une seule famille cible Pavlovic et al., 2007

STRATA-X -extraction des composés basiques Bones et al., 2006a; Hilton et
-extraction des composés acides Thomas, 2003
-extraction des composés neutres

OASIS HLB -extraction des sulfonilamides Marchese et al., 2003; Weigel
-extraction des tétracyclines et al., 2004
-extraction des fluoroquinolones
-extraction des macrolides
-rétention des médicaments acides tout
en favorisant les médicaments basiques
ou neutres
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Annexe 11. Parameétres de détection de la carbamazépine
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