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Liste des abréviations:
HPL C/DAD: hight performance liquid chromatography/ diode array detection

GC/MS: gaz chromatography/mass spectrometer ou chromatographie gazeuse/spectromeétre
de masse

K : coefficient de partage carbone organique/eau

Kow : coefficient de partage octanol/eau

Drso : temps de demi-vie

Ky : constante d’Henry

MO : matiére organique

UV : ultraviolet

LNH : lymphome non hodgkinien

LLE : liquid-liquid extraction ou extraction liquide-liquide

SPE : solid phase extraction ou extraction en phase solide

SPME : solid phase micro-extraction ou micro-extraction en phase solide
PMDS : polydiméthylsiloxane

CPG : chromatographie en phase gazeuse

tm : temps mort

t'r: temps de rétention réduit

t; : temps de rétention

DEA : desethyl-atrazine ou atrazine desethyl

DIA : desisopropyl-atrazine ou atrazine desisopropyl

DDA : deethyl-disisopropyl atrazine ou atrazine deethyl disopropyl
DIHA : hydroxydeethylatrazine

OHDIA : 2-hydroxy desisopropyl atrazine ou atrazine desi sopropyl-2-hydroxy
HA : hydroxyatrazine

DDA : dedkylated atrazine ou atrazine désakylée

SIM : Selective ions monitoring ou sélection desions
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I ntroduction

Les cultures subissent souvent d’importants dégéts occasionnés par divers organismes
nuisibles. En I’absence de toute mesure de protection, les pertes de récolte dues aux agents
pathogénes, aux ravageurs et adventices peuvent atteindre jusgu'a 80% de la production
potentielle. Une telle perte aura de lourdes conséquences sur le plan social et économique a
travers le monde et plus particulierement dans les pays en voie de développement. Il a été
donc plus qu’utile de rechercher et d’innover en matiere de protection avec des produits

naturels ou de synthese.

Apres la Deuxieme Guerre Mondiale, I'usage de ces produits appelés communément
pesticides ou encore produits phytosanitaires a connu un grand essor; profitant du
développement de la chimie organique, des centaines de molécules ont vu le jour. Au cours
des décennies passées, ces intrants sont devenus quasiment indispensables a la plupart des
systemes de culture, en particulier les systémes intensifs. De 1945 a 1985, la consommation
mondiale des pesticides a double tous les dix ans [1]. Ainsi, depuis plus d’un demi-siecle, des
guantités considérables de pesticides sont utilisées partout dans le monde, voire a une

consommation annuelle estimée a 2.5 millions de tonnes.

Malgré leurs contributions reconnues pour la protection des cultures, les pesticides soulévent
aujourd’hui quelques craintes quant a leurs impacts sur I’homme et I’environnement. En
effet, le risque potentiel sur la santé humaine s’est avéré a travers la détection des résidus de
pesticides dans les denrées alimentaires [2-4] , le sol [5-7], I’air [8-13], et méme dans I’eau
[11,12]. Il apparait donc nécessaire de développer une étude sur I’analyse des pesticides dans
I’environnement et plus particulierement I’eau afin de répondre aux exigences et aux normes

instaurées par les différentes instances de protection de I’hnomme et I’environnement.




I ntroduction

Dans ce travail nous nous proposons de rechercher les conditions optimales de I’analyse de
guelques pesticides dans les eaux par chromatographique liquide a haute performance
couplée a un detecteur a barrette de diode (HPLC/DAD), ainsi qu’une analyse
complémentaire par chromatographie gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC/MS).
Afin de les appliquer a des échantillons d’eaux de drainage provenant de cing zones
agricoles (El-kadous, In-Taya, Boufarik, Birtouta et de Benchabene) ainsi qu’une eau issue de

|a station dépuration de Boudouaou.
Nous aborderons ce theme en quatre chapitres:

A la suite d’une introduction générale, le premier chapitre sera consacré a une étude
bibliographique qui consiste en une synthese des connaissances sur les pesticides en générd :
leurs utilisations, classifications, leurs devenirs dans I’environnement ainsi que leurs effets sur

|a santé humaine.

Le deuxieme chapitre est un complément de la partie synthése bibliographique, il est

consacré aux méthodes d’analyse des pesticides dans I’eau.

Le troiséme chapitre quand a lui, sera consacré a I’optimisation d’une analyse
chromatographique liquide a haute performance muni d’un détecteur a barrette diode

(HPLC/DAD) en vue d’analyser des échantillons environnementaux.

En fin, le quatriéme chapitre présente une analyse complémentaire sur les trois pesticides a
savoir : I’Atrazine, la Simazine et I’lsoproturon par chromatographie gazeuse couplée a un
spectromeétre de masse (GC/MS).

Le mémoire est enfin complété par une conclusion générale récapitulant les résultats obtenus

et des perspectives.
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Qu'est-ce donc qu'une mauvai se herbe, sinon une plante dont on n'a pas
encore découvert lesvertus ?
Ralph Waldo Emerson.



Chapitre | : Généralités sur les pesticides

|.1. Introduction :

Depuis la révolution industrielle, I’exploitation des terres agricoles s’intensifie au méme
rythme que la croissance exponentielle de la population mondiale. La mécanisation et le
développement des techniques de travail ont favorisé une production et un rendement
agricole répondant & une demande de plus en plus forte. En plus de cette avancée
technologique, I’agriculture se dote aujourd’hui de produits chimiques tres performants afin

de lutter contre tout parasite pouvant nuire aux cultures [14].

|.2. Définition :

Le terme pedticide est composé du suffixe«-cide» qui a pour origine le verbe
latin «caedo, cadere» qui signifie «tuer » et de la racine anglaise pest qui désigne
tout animal ou plante susceptible d’étre nuisible a I’homme et a son environnement
[15]. Il regroupe toutes les substances naturelles ou de syntheses capables de
contrbler, d’attirer, de repousser, de détruire ou de s’opposer au développement des
organismes vivants (microbes, animaux ou veégétaux considérés comme indésirables

pour I’agriculture, I’hygiéne publique et la santé [16].

Actuellement, il existe de nombreuses autres appellations des pesticides telles que
produits phytosanitaires, produits agropharmaceutiques, produits antiparasitaires ou encore
produits de protection des cultures. Notons que toutes ces expressions peuvent aussi bien
désigner les substances actives (molécules) responsables de I’action visée que les
formulations commerciales. Celles-ci sont constituées d'un mélange de deux ou de plusieurs
substances, dont au moins une substance active et un adjuvant (support de solvant pouvant

présenter les mémes risques de toxicité que les matiéres actives).

|.3. Classification des pesticides:
L es pesticides peuvent étre groupés de différentes manieres :
> Par fonction de la nature de I’espéce a combattre (1% systéme de classification) ;
» En fonction de la nature chimique de la substance active qui les compose (second

systeme de classification).
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[.3. 1. Premier systéme de classification :
Le premier systéme de classification repose sur le type de parasites a controler. Il existe
principalement trois grandes familles que sont les Herbicides, les Fongicides et les

Insecticides.

Les Herbicides représentent les pesticides les plus utilisés dans le monde, ils sont destinés a
éliminer les végétaux rentrant en concurrence avec les plantes a protéger en ralentissant leurs
croissances c’est pourquoi ils sont utilisés pour I’entretien des voiries ainsi que pour le
jardinage des particuliers. Les herbicides possedent différents modes d’action sur les plantes,
ils peuvent étre des perturbateur de la régulation d’une hormone «I’auxine » (principae
hormone agissant sur I’augmentation de la taille des cellules), de la photosynthese, ou encore

comme inhibiteurs de ladivision cellulaire [17].

Les Fongicides permettent quant a eux de combattre la prolifération des maladies des plantes
provoquées par des champignons ou encore des bactéries, ils peuvent agir différemment sur
les plantes soit en inhibant le systéme respiratoire ou bien la division cellulaire, soit en

perturbant la biosynthése des acides aminés et des protéines [17].

Les I nsecticides sont utilisés pour la protection des plantes contre les insectes ils interviennent
en les diminant ou en empéchant leur reproduction. Différents types existent a titre

d’exemple, les régulateurs de croissances et ceux agissant sur larespiration [17].

Outre ces trois grandes familles mentionnées ci-dessous d’autres peuvent étre citées
enexemple: les acarides contre les Acariens, les Nématicides contre les vers; les

Rodonticides contre les rongeurs etc........
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1.3.2. Second systeme de classification :

Le deuxiéme systeme de classification tient compte de la nature chimique de la substance
active qui compose majoritairement les produits phytosanitaires. Compte tenu de la variété
des propriétés physico-chimiques des pesticides disponibles sur le marché, Il existe un tres
grand nombre de familles chimiques parmi eux on trouve les organochlorés, les
carbamates,les triazines ainsi que les urées [18]. Les structures chimiques de quelques

familles sont représentées dansla Figurel.l.

X
. o 7
- N\
| O—P—/0
AN |
Ry Rz O\Rz
Triazines Organophosphoreés
?I O
R,R,N NR,R, R,R,N OR
Urées carbamates

Figurel.l: Structures chimique de quelques familles de pesticides.

—
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|.4.Historique:

Depuis tres longtemps, les malheurs survenus aux cultures éaient attribués a une
punition divine ou & un sortilege et il n’y avait d’autres remedes que les priéres ou la magie.
Au fil du temps, des moyens artificiels ont été mis en place pour contréler la prolifération des
especes nuisibles envers les cultures. Les premiers pesticides utilisés étaient des dérivés de
composés minéraux [17,18], puis a partir de la Seconde Guerre mondiale les pesticides ont
bénéficié du développement de la chimie organique qui n’a cessé de proposer de nouvelles
mol écules plus efficaces méme afaible dose, le tableau suivant résume le développement des

substances actives des pesticides durant le siécle dernier.

Tableau 1.1 : Développement des substances actives des pesticides [19].

Sulfate de cuivre, Soufre, Sel de o
_ Nicotine
Sulfate de fer cuivre
Acide sulfurique _ Sel d’arsenic
Colorant nitrique _ _
Organochlorés,
phytohormones _ J ]
Organophosphoreés
o Dithiocarbamates,
Triazines,Urée o
_ Phtalimides Carbamates
substitués,carbamates
Dipyridyles, Toluidines Benzimidazoles _
Triazoles,
Amino-phosphonates, Dicarboximides, Pyréthrinoides,
Propionates... Amides, Phosphites, Benzoyl-urées
Morholines
Sulfonyl urées _ _
Phénylpyrroles,
- Strobilurines -
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1.5. Devenir des pesticides dans I’environnement :

Connaitre le devenir des produits phytosanitaires apres leur épandage en zone agricole
est une nécessité, car la pollution engendrée par ces matieres actives peut avoir des
conséguences graves sur la santé et I’environnement [20]. En effet, les pesticides peuvent se
disperser dans différents compartiments de I’environnement (eau, sol, air) et en fonction de

leurs propriétés physico-chimiques telles que [17, 21, 22] :

v' La pression de vapeur saturante (unité de pression a une température donnée),
renseignent sur la volatilité d’un produit et sa constante d’Henry Ky (en
pam’/mol), évaluant ainsi larépartition dans |es phases gazeuses et liquides ;

v Le caractere hydrophile : lasolubilité dans I’eau (en mg/l) ;

v' Le coefficient de partage Sol/Eau (Kd), il donne une indication sur I’aptitude
d’une molécule a étre adsorbée sur une masse du sol ;

v Le coefficient de partage carbone organique/eau K . ol K o= Kd /% Corg. Ce
coefficient donne une indication sur la répartition des pesticides entre la solution
et lafraction organique insoluble du sol ;

v' le coefficient de partage octanol/eau (K gy), il rend compte de la tendance d’une

molécule & s’accumuler dans les membranes biologiques des organismes (plus il
est grand plus la molécule a tendance a s’accumulé dans I’organisme);

v laréactivité biologique, chimique, et photochimique du pesticide ;

v’ le temps de demi-vie D5 : durée au bout de laquelle la moaitié de la substance
initialement introduite est dégradée. Cette propriété donne une indication sur le

temps de persistance des pesticides dans I’environnement.

Ces propriétés combinées avec le taux de pesticide appliqgué et entrant dans
I’environnement peuvent indiquer la distribution de ces derniers dans les différents
compartiments environnementaux (eau, sol, air, plantes). La Figure 1.2. Présente les

différentes voies de transport et le devenir des pesticides dans I’écosysteme [17].




Chapitre | : Généralités sur les pesticides

Figurel.2: Devenir des pesticides dans I’environnement.
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|.5. 1. Emission atmosphérique des pesticides :

Les pesticides entrent dans I’atmospheére soit par dérive au moment du traitement ou
bien par volatilisation a partir des plantes ou du sol apreés leur application. L’importance de la
dérive dépend essentiellement de la méthode d’application (technique et équipement) ainsi
que du type de formulation (granulés, suspension concentrée...), le phénomene de
volatilisation quant alui est en grande partie contrdlé par les conditions météorol ogiques aux
moments du traitement, atitre d’exemple une température élevée va augmenter |e pourcentage
des produits volatiles [21,23]. Afin de quantifier la perte des pesticides par volatilisation les
chercheurs se réferent le plus souvent a la constante d’Henry (Ky). Le Tableau 1.2 présente
les valeurs relatives de cette constante pour les pesticides étudiés. Les produits ayant une
valeur de (K ) supérieure &3.3 10™ sont considérés comme étant volatiles [24].

Tableau |.2 : Constantes de vaporisation des pesticides étudiées [25].
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1.5.2. Dispersion des pesticides dansle sol :

Le devenir des pesticides dans le sol est directement lié a la notion de persistance. La
persistance est définie par le temps de résidence d’un composé dans un compartiment défini
elle dépend essentiellement [11] :

v Des propriétés chimiques du produit : volatilisation, présence ou absence de
groupement réactionnelle... etc.

v De lamorphologie du sol : structures, type et quantité d’argiles, pourcentage de
la matiére organique (MO), substance humique, pH ....etc.

v" Du mode d’application, le taux d’application, la superficie du sol traité, de la
période d’application .....etc.

v Des conditions climatiques : intensité et fréquence des pluies, température du
sol....etc.

Arrivés aux sols, les produits phytosanitaires sont soit dégradés (chimiquement,
biologiquement), soit disperses, ou bien retenus. Leurs matiéres actives peuvent se volatiliser,
ruisseler ou étre lessivées et atteindre les eaux environnantes ou les eaux souterraines. Elles
peuvent aussi étre adsorbées par les particules du sol, les plantes ou des organismes vivants. La

Figurel.3 présente le comportement des pesticides dans le sol.

Volatilisation

Yy

Dégradation
biologique

Dégradation
chimique

Figurel.3: Comportement des pesticides dansles sols.
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|.5. 3 .Sorption adsorption danslesol :

Les phénoménes de sorption (absorber, adsorber) des pesticides dans le sol sont
complexes et dépendent principalement des propriétés physico-chimigques du produit et de la
composition du sol [17]. En effet, les minéraux (Argiles, Oxydes, Hydroxydes) et la matiere

organique (MO) peuvent aider aretenir les composes organiques dans le sol [26,27].

1.6. Dégradation :
La dégradation d’un pesticide se produit quand ce dernier est décomposé générant
plusieurs sous produits appelés métabolites et éventuellement H,O, CO,, CH, a travers des

réactions photochimiques, chimiques ou biologiques.

1.6 .1. La photodégradation :

Les réactions photochimiques sont initiées par les rayons Ultra violet (UV) provenant
du soleil. La photolyse en général transforme les pesticides en produits moins toxiques. Les
études sur la photodégradation des pesticides se font généralement sous lampes UV et le
taux de photodégradation dépend de plusieurs parametres comme la durée d’application, le

pH, la concentration des pesticides...etc [28].

1.6. 2. La Biodégradation :

La dégradation biologique est assurée principalement par des micro-organismes, par
conséquent son taux dépend de la population microbienne. Dans des conditions données, la
dégradation peut étre maximisée par un taux d’humidité élevé et une grande teneur en
matiere organique et de la chaleur [29]. La biodégradation des phytosanitaires suit
généralement une cinétique d’ordre 1 qui peut étre exprimée de la maniére suivante [30] :

C=Cox e k¢, (1)
Avec C, = Concentration des phytosanitaire aux tempst.
Co= Concentration des phytosanitaire aux temps to.
k = Constante d’ordre 1 exprimée en jour .

[ = tempsen jours.

12
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Le temps de demie-vie encore appelé DT50 correspond ala durée nécessaire pour laquelle 50 %
de la quantité appliquée soit dégradée. Ce parameétre est relié a la constante de dégradation par la
relation ci-dessous [30].

DT50 =Ln?2 /k. 2).

|.6. 3. Dégradation chimique:

La dégradation chimique est une décomposition suite a des réactions d’hydrolyse
(réaction avec I’eau), oxydation (réaction avec I’oxygene) ou des réactions de substitution
nucléophile par des groupements actifs présents dans la matiere organique [31]. Ces
mécanismes en concurrence avec le processus de la biodégradation dans les premiers
centimetres du sol sont plus importants dans les couches profondes ou la population

microbienne est minime.

|.7. Dispersion dans I’eau :

La dispersion des pesticides dans les eaux peut engendrer une pollution et nuire ainsi a
la richesse écologique. Cette pollution diffuse est liée a I’entrainement de ces produits par
transfert en surface ou en profondeur des eaux d’irrigation ou de pluies vers les fleuves, les
lacs, ou encore les océans. Les pesticides peuvent se transférer dans I’eau soit
horizontalement ou verticalement [32]. La Figure 1.4 résume les différents aspects de
transfert des pesticides vers les eaux.

| PESTICIDES |

1 — fissures ou macropores
/ Molatilic akior 2 — adsorption et immobilisation

Dizparsion

/ 3 — degradation

Tranzsfert rapide

wirtical -
| Tranzfert latéral
-

sat Huitsal!amant
1 Tranxsfert Erozion
lent

2 —1—3

E aux supcrficicllcs

NAPPE N

Figurel.4: Transfert des pesticides en milieu aqueux.
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| .7.1. Dégradation chimique des pesticides dans I’eau :

Quelque soit le mode d’utilisation, la plupart des pesticides employés atteignent les

eaux de surface et souterraines [22]. Leurs molécules peuvent étre soumises a des réactions
d’oxydoréduction, d’hydrolyse qui sont fonction de leur persistance. Le Tableau |.5

présente la persistance de quelques familles de pesticides dans I’eau.

Tableau |.3: Persistances de familles des pesticides dans I’eau.

Famille de pesticides Persistances
Organochlorés 2 abans
Dérivées de I’urée 4 a10mois
Triazines 3a 18 mois
Amides 2a10mois
Niriles 4 mois
carbamate 2 & 8 semaines
Organophosphorés 7a84jours

1.8. Effet sur la santé:

Si les pesticides ont d’abord apparu bénéfiques, leurs effets néfastes ont été peu a peu
mis en évidence [33,34]. Ces produits nécessaires pour la protection des cultures se sont
avérés toxiques a différentes échelles. La contamination par ces produits peu se faire par
différentes voies, transmis dans les aliments, dans I’eau, par contact avec la peau ou encore
par inhalation. Certains composés de toxicité aigué peuvent étre éliminés facilement par
I’organisme ; a I’inverse d’autres composés de toxicité moindre qui peuvent s’accumuler
dans I’organisme et induire a un effet de contamination long terme.

D’une maniere générale, il a été montré gque les pesticides peuvent causer des désagréments
pour la santé comme les troubles de la reproductibilité, du développement du systéme
nerveux [35].L’exposition aux pesticides peut étre aussi la cause du développement de cancer

[15]. Le Tableau 1.4 montre les effets de quelques pesticides sur la santé.
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Tableau 1.4 : Effets de quelques pesticides sur la santé humaine.

Type d’affection Nature de I’affection

Plusieurs études prouvent des corrélations entre
Lymphome Non Hodgkinien (LNH) des herbicides spécifiques (2,4-D) et
(groupements de cancer qui prennent | I’apparition du LNH [36].

naissance dans les celules du systéme | Des études mettent en évidence une corrélation

lymphatique). entre I’exposition a I’ Atrazine et I’apparition du
LNH [37].
L eucémie (cancer du sang) Des études ont montré une corréation entre

I’utilisation des herbicides Atrazine le (2,4D) et

laleucémie[38].

Tumeur du cerveau Il a éé montre qu’une exposition aux pesticides
utilisés dans les vignes est une des causes de

mortalité par le cancer du cerveau [38].

Cancer gastro-intestinaux L’exposition aux pesticides organochlorés est
liée a une variété de cancer gastro -intestinaux.
les professionnelles exposées a la DDT ont
jusqu’a 70 % de risque de développer |e cancer

du pancréas[39].

[.9. Réglementation Algérienne :

L’encadrement des risques lies a I’exposition et I’utilisation des substances chimiques
en agriculture repose sur I’enregistrement et le contrdle par les services du gouvernement
conformément aux dispositifs |égisatifs et réglementaires mise en place [40] :

- Laloi 87-17 du 1* aout 1987 relative ala protection des phytosanitaires.

- Laloi 09-03 du 25 février 2009 relative alaprotection du consommateur et ala
répression des fraudes.

- LeDécret exécutif 95-405 du 2 décembre 1995 relatif aux contréles des produits
phytosanitaire a usage agricole, modifié et compl été par le décret exécutif 99-156
du 20 juillet 1999.
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A travers ces différentes études, il semble clair que les pesticides constituent un danger qui
guette la santé humaine en permanence. La protection des consommateurs est donc plus que
nécessaire. C’est pourquoi des réglementations portant sur le taux de pesticides ont été édictes
par les directives européennes (EU directives 98/83/EC) qui fixent le taux de tolérance de ces
produits dans I’eau & 0.1ug/l par substance (a I’exception de I’aldrine, de la diedrines, de
I’heptachlore et de I’epoxyde heptachlore pour lesquels la norme est de 0.03ug/l) et de 0.5ug/I
pour la somme des pesticides et métabolites trouvés. Il est donc plus que nécessaire de
développer des méthodes d’analyse afin de quantifier ces produits dans I’environnement et

plus particulierement dans I’eau.
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|I. Généralités sur les méthodes d’analyse des pesticides dans
I’environnement :

[1.1.Introduction:

L’analyse des traces dans les eaux, en particulier celles des pesticides, constitue une
tache dont la difficulté est souvent sous-estimée. La grande diversité des pesticides et leur
faible concentration exigée par la réglementation et la complexité des matrices rendent, le
suivi analytique au niveau de I’environnement trés difficile nécessitant ains des outils
analytiques spécifiques et performants. Toutefois, il existe différentes étapes préalables de
traitement de I’échantillon avant I’analyse [41]. Le processus analytique global d’analyse des
pesticides est schématisé danslaFigurell.l.

T8 3% 0%

. L Analyse
i _ Extraction et Purification o
Echantillonnage ) - ) guantitative et
concentration (Si nécessaire) -
qualitative

Confirmation de la présence ou de I’absence de résidus de
pesticides
Dans les échantillons

Figurell-1: Principales étapes d’une procédure analytique utilisée pour la

détermination de résidus de pesticides dans I’environnement.
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[1-2.Les méthodes d’extraction des pesticides dans I’eau :

L’echantillon d’eau provenant de I’environnement contient souvent une quantité infime
de pesticides de I’ordre de ppb: pug/l ou méme ppt : ng/l. Il convient donc de les extraire de la
matrice dans laguelle ils sont inclus, il existe pour cela deux principales méhodes

d’extraction : I’extraction liquide/liquide et I’extraction liquide /solide.

[1.2.1. Extraction Liquide-Liquide (LLE) : c’est la technique la plus ancienne elle est
basée sur le principe d’une distribution des substances phytosanitaires entre la phase aqueuse
et un solvant organique non miscible a I’eau, le choix du solvant s’opére parmi une large
gamme de solvant de polarité et de densité variables au dépend de lamolécule a extraire. Pour
les composées semi-volatiles, on utilise généralement I’hexane, [I’étylacetate, et le

dichloromethane [42-45]. LaFigurell.2 présente le schéma d’une extraction liquide-liquide.

phase
organique

phase
agueuse

séparation des

apparition de deux phases deux phases

apres decantation

Figurell.2: Méthode d’extraction en phase liquide (LLE).
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[1.2.2 Extraction liquide-solide:

I1.2.2.a. Extraction en phase solide (SPE) :

La technique consiste a percoler I’échantillon d’eau (0.5 a 1 litre) dans un corps de
seringue remplie de phase absorbante. Les pesticides sont ainsi retenus sur I’adsorbant, puis
récupérez par élution avec un petit volume de solvant adéquat [46-48]. La Figure 11.3
présente les différentes étapes de I’extraction en phase (SPE).

1 2 3
| | ] | ] 1 1 |
Solvant de conditionnement
5 = Substances non recherchées
fuﬂaﬁ # Substances recherchées
e # Solvant d'élution
o | =
l 1 el 1- Conditionnement
el 2- Adsorption des Analytes
? ﬁ ﬁ 3- Elution
Ix w
®

Figurell.3: Méthode d’extraction en phase solide (SPE).

[1.2.2.b. Lamicro -extraction en phase solide (SPME) :

Cette méthode repose sur I’adsorption des composés presents dans un faible volume
d’eau sur une fibre imprégnée d’une micro-couche de phase solide [49-51].
La nature de I’adsorbant différe selon lanature de molécule a extraire :
» Le polydiméthylsiloxane (PDMS) pour les substances apolaires ou faiblement polaires
(pesticides organochlorés,organophosphorés....) ;

> Lepolyacrylate pour les substances polaires (pesticides organophosphorés, phénol) ;

» Laphase copolymérique vinyl/divinylbenzene pour les triazines et triazoles.
Cette technique est associée a la chromatographie gazeuse sans aucune étape intermédiaire.

LaFigurell.4 présente les différentes étapes d’une micro-extraction en phase solide.
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Gcation
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Figurell.4 : Différentes étapes d’une micro-extraction en phase
solide(SPME).
11.3. Les méthodes chromatographiques d’analyse des pesticides :

Les pesticides sont caractérisés par leur diversité notamment concernant leurs propriétés
physico-chimiques et leurs faibles concentrations dans les échantillons d’eau, ainsi le suivi
analytique de ces produits reste complexe et demande des techniques d’analyses spécifiques et
performantes.

Face a ce défi analytique considérable, plusieurs méthodes biochimiques,col orimétriques,
biologiques sont en cour d’utilisation [52-54], mais les techniques chromatographiques
demeurent les plus pratiquées pour I’analyse des résidus de pesticides dans les différentes
matrices de I’environnement. En effet, la chromatographie en phase liquide ou gazeuse couplée
a des détecteurs specifiques a haute sélectivité et résolution offre une technique puissante pour
la détection et la quantification formelle de la plupart des contaminants organiques disperses

dans I’environnement.

I1.3.1.Historique:

Bien que certain font remonter I’origine de la chromatographie jusqu'a I’ Antiquité, on
retient généralement, les travaux du botaniste russe Tswett (1903), qui en sépara les pigments
delachlorophylle sous forme d’anneaux colorés sur une colonne remplie de carbonate de
calcium. Depuis, Cette méthode s’est considérablement améliorée donnant naissance a de
nouvelles techniques plus performantes [55].

Dans ce qui suit nous n’aborderons que deux méthodes d’analyse chromatographique.
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I1.3.1.a. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :
¢ Principe:
La chromatographie liquide a haute performance HPLC permet d’analyser des composeés
thermostables et peu volatiles. Ce type de chromatographie repose sur la séparation des
composés dans un liquide appelée phase mobile qui progresse dans un support (colonne)
contenant un matériau de fine granulométrie appelée phase stationnaire. La séparation
s’opére suivant des interactions chimiques ou physiques des analytes avec la phase mobile
ainsi qu’avec la phase stationnaire, et chague constituant adopte une vitesse de migration qui
lui est propre. A la sortie de la colonne les composés seront détectés par un détecteur
approprié.
Actuellement cette technique est coupl ée a divers détecteurs (UV,Spectrométrie de

Masse, Raisonnance Magnétique...... ).

% Les différents éléments constitutifs d’un systeme HPLC :
Une installation chromatographique comporte plusieurs modules qui sont reliés par des
tubulures courtes et de trés faibles diamétres (environ 0.1mm) qui résistant a la forte pression

et aux solvants usuels. LaFigurell.3.aprésente le schéma d’un systéeme HPLC.

Schéma de principe
d'une chaine d'HPL.C

o 5 it Systeme
esevolr de solvant d'integration et
dicateur de d'impression

pression et débit

Systeme dinjection i
Detecteur
Détectear | {7 v 7 v
LL | |

Figurell.5: Les différents composants d’un systeme HPLC.
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Un systéme HPLC est composé de [56]:

> Réservoir de solvant : Ce sont des bouteilles en téflon contenant |a phase mobile qui

peut ére composée d’un ou d’un mélange de solvants. La polarité de la phase mobile dépend
essentiellement de la polarité de la phase stationnaire ce qui permet de distinguer deux
différents modes :

S la phase dtationnaire est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire. La
chromatographie est dite en phase normale. Si la phase stationnaire est tres peu polaire, on

utilisera une phase mobile apolaire. Par opposition en dit que la chromatographie est a phase
inversée.

» lapompe:

Tout systeme HPLC. Comporte une ou plusieurs pompes débimétrique afin de forcer le

passage de la phase mobile dans la colonne et de maintenir le débit stable. Deux modes de
fonctionnement existent :

-Mode isocratique : pour lequel la phase mobile est fixe (elle peut étre composé d’un

seul produit ou d’un mélange préalablement effectué manuellement) tout au long de
I’analyse.

-Mode gradient : pour lequel on fait varier la composition de la phase mobile en cour

d’analyse, nécessitant des pompes spéciales qui permettent de faire cette variation.

» Injecteur :

L’injection d’un volume précis de I’échantillon en téte de la colonne doit se faire en temps
bref pour éviter toute perturbation du régime de circulation de la phase mobile. On utilise

pour ce faire, une vanne a plusieurs voies, manuelle ou automatisee.

» La Colonne et phase stationnaire:

Considérée comme le cceur du systéme, la colonne est un tube calibré, en acier inoxydable

ou en verre garni de la phase stationnaire.
> Détecteur

C’est I’une des parties essentielles de I’appareil puisqu’elle permet d’identifier et de suivre

I’élution et la séparation des solutés et de mesurer leur concentration.
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Le but du détecteur est de fournir un signal éectrique qui doit refléter en continu les

variations de composition de I’éluant en sortie de colonne et permettre ainsi de détecter le
passage successif des différents composés. Le détecteur doit fournir une réponse
proportionnelle a la concentration instantanée d’un méme compose. Actuellement il existe
plusieurs types de détecteur qui peuvent étre associés au systeme HPL C (spectrométrie de

masse, spectre fluorimétrique ....). Le détecteur le plus couramment utilisé reste le détecteur
spéctrophotométrique UV-VisibleCe détecteur (UV-Visible) peut avoir une détection
monochromatique (une seule longueur d’onde, c’est le modéle de base) ou polychromatique,
Cette derniére détection, permet soit de faire varier les longueurs d’onde au cours de
I’analyse, soit d’enregistrer le signal a plusieurs longueurs d’onde simultanément, c’est le

cas du détecteur a barrette de diodes que nous avons utilisé.

» Systeme d’enregistrement et de détection :
Il s’agit d’un ordinateur qui récupere les données issues du détecteur, trace les

chromatogrammes, et intégre la surface des pics.

[1.3.1.b. Analyse par chromatographie gazeuse::

s Principe

La chromatographie en phase gazeuse CPG est une méthode séparative parmi les plus
employées dans les laboratoires d’analyse, elle permet de séparer les composés thermostables
et relativement volatiles. L’échantillon est injectée au niveau de I’injecteur puis évaporé et
transporté le long de la colonne dans des conditions anal ytiques adéquates, chaque molécule
parcourt la colonne avec un temps qui lui est propre et génere un signal au niveau du détecteur

gui est enregistré et traité par des moyens informatiques.

s Lesdifférents composants de la chromatographie gazeuse (GC):
Un appareil de chromatographique en phase gazeuse comporte généralement trois parties :
Injecteur, une colonne capillaire, et un détecteur [56]. La Figure 11.3.b représente les

differents compartiments d’un appareil chromatographie gazeuse.
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Gestion des
tempéranires
et pressions

Injecteur | Détecteur

:T . Rhé Ty Chrymategramme
£ 2

Enregistreur
“ [ | Intégrateur

—i[] E—

= Circuit gazeux = Connexion électrique

Gaz vecteur

Figurell.6: Schéma des composants d’un appareil GC.

Un appareil de chromatographie gazeuse (GC) est généralement composé de plusieurs
compartiments :

» L’injecteur

L’injecteur est une zone chauffée ou I’échantillon est introduit en solution au moyen d’une
micro-seringue puis vaporisé et melangé au gaz vecteur, le gaz vecteur généralement de
I’Azote (N2) ou de I’Helium (He) constitue la phase dite mobile. Son rdle est de transporter

les analytes depuis I’injecteur via la colonne. Il existe deux types d’injecteurs.

Mode split (avec diviseur) : dans ce cas, le gaz vecteur qui entraine I’échantillon de la
chambre d’injection vers la colonne est divisé en deux flux dont I’un traverse la colonne et
I’autre s’échappe par un systeme de fuite: le rapport du diviseur peut étre réglé a volonté .ce

mode s’applique généralement pour I’injection avolume inférieure au microlitre.

Mode splitless (sans diviseur) : ce procédé permet la concentration des solutés trés dilués. La
solution injectée est volatilisée puis entrainée dans la premiere spire de la colonne capillaire
ou €elle se condense a une température inférieure au point d’ébullition de 20 a 30 degrés du
solvant afin de condenser ce dernier et piéger les molécules. L’injecteur est ensuite balayé
par le gaz vecteur qui élimine I’exces de solvant. L’élévation progressive de la température
du four provoque la volatlisation des substances condensées qui sont ensuite

chromatographies.
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» Lefour et lacolonnecapillaire:

Le four contient I’élément clé de la séparation chromatographique. La colonne capillaire qui
est constituée d’un tube de silice fondue dont la paroi interne est couverte d’un film chimique
nommeé « phase stationnaire » elle est caractérisée par des fonctions chimiques greffées sur la
silice. Si ces dernieres sont peu polaires (chaine alcanes ou groupements phényles, par
exemple), la colonne est dite "peu polaire’. Si, au contraire, la phase stationnaire est
constituée de composés polaires tels que, par exemple, des polyéthylénes glycols, l1a colonne
est dite "polaire”. Les constituants d’un mélange sont séparés en fonction de leur polarité si la
phase stationnaire est polaire, de leur volatilité si cette derniére est apolaire ; leurs différences
de propriétés Physicochimiques leur conferent des vitesses d’élution différentes et ils sont

donc séparés en fonction du temps.

> Détecteur :

Le détecteur en chromatographie gazeuse est situé dans un compartiment immédiat ala sortie
delacolonneil permet de détecter les analytes dés leurs sorties de la colonne.
Actuellement, il existe un trés grand nombre de détecteurs qui peuvent étre couplés a la
chromatographie gazeuse as’avoir (FID, ECD, NPD, TCD, SM.)
I1.4.Notion fondamentale de chromatographie:
Quelque soit la méthode chromatographique, elle est régie par des grandeurs fondamentales,
les plus importantes sont rappel ées ci-dessous [57,58] :
a- grandeursderétention :

> Temps mort (L) : c’est le temps de rétention d’un composé non retenu par la

colonne.
» Temps de rétention réduit ou corrigé ('[R’) . c’est le temps qui sépare les deux

sommets du pic soluté a analyser et celui non retenu par la colonne (pics du
solvant) correspondant au temps mort, il est susceptible de varier en fonction du

débit, de la composition de la phase mobile, de la température et de la nature de la

[ tR’= tr-tn. ] ©)
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> Le facteur de capacité (K”) : c’est le rapport entre le temps de rétention réduit et le
temps mort, il est indépendant du débit.

[ K'=tg/ ty J (4)

b- paramétre lié a I’efficacité :

L’efficacité d’une colonne chromatographique, dont dépend I’étalement des pics, est
mesurée pour chague compose, par le nombre de plateaux théoriques N correspondant a la
colonne.

Plusle N est grand plus le pouvoir de séparation de la colonne est grand.

[ N= 16(tg / w)? J (5)

Tr : c’est le temps de rétention d’un compose.

W : largeur du pic alabase.

c -lefacteur de séparation :
Pour caractériser la distance séparant les sommets de deux pics adjacents, on utilise la

sdlectivité.

[ 0= try' /[ tro'= Kl,/K,ZJ (6)

d-Lefacteur derésolution :
Une bonne résolution est représentée par un retour ala ligne de base du premier pic avant que

le second démarre.

[ R= 2(tr: - tro)/ (W1t W5) } (7)
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I11.1.Choix des pesticides utilisés:

Nous nous sommes intéresses plus particulierement aux herbicides organiques en regard de
I’importance de leur utilisation dans les zones agricoles. Différents familles chimiques
composent cette classe de produits phytosanitaires, nous nous sommes limités a cinq herbicides
appartenant a deux familles chimiques (Triazine et Urée substituée) ainsi qu’a certains de leurs
produits de dégradation. Les structures et les propriétés physico-chimiques relatives aux

pesticides choisis pour cette étude sont présentées dans le Tableau. 111.1.

La Figurell1.1 représente les principales transformations des triazines dans I’eau et dans le
sol. L” Atrazine- Desethyl (DEA) est présentée par de nombreux auteurs comme le principal
produit de dégradation formé avec les différentes triazine [59,60], cette derniére est en effet
plus stable que I’ Atrazine Desisopropyl (DIA) qui se transforme rapidement en Atrazine
Deethyl disopropyl (DDA) et en Hydroxy-deethylatrazine (DIHA) comme le montre la
Figurelll.l.
La solubilité en milieu neutre des pesticides étudiés présente des valeurs comprises entre 6
mg/L pour la Simazine et 70 mg /L pour I’Isoproturon ; des différentes significations peuvent
donc étre utiles en terme de mobilité pour les divers molécules dans I’eau et dans le sol.
Ajoutant également que les triazine sont des molécules ionisables, et les valeurs de pKa
montrent que dans les conditions du milieu naturel (pH voisin de 7), les molécules seront sous

formeioniséea I’inverse des urées substituées (Isoproturon).

27

—
| —



Chapitrelll. Analyse des pesticidespar HPLC

Tableau I11.1 : Propriétés physico-chimiques des pesticides et des produits de
dégradation sélectionnés [61,62].
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[11.2. Mise au point de la séparation par HPLC:

La chromatographie en phase liquide est une technique qui nous a paru intéressante a
approfondir pour doser ces matieres actives qui reste difficiles a analyser. Nous avons vu en
bibliographie [5,64-66] que I’'HPLC a polarite de phase inversee reste de loin la méthode
séparative la plus utilisée pour I’analyse des pesticides et leurs métabolites dans les eaux
environnementales. Couplée a un détecteur DAD, cette technique offre la possibilité
d’identifier et de quantifier les molécules par comparaison avec une solution étalon de
composition connue, sur la base de temps de rétention et a partir des spectres UV. D’autre part,
la réussite des séparations en HPLC repose essentiellement sur le bon choix du couple phase
mobile / phase stationnaire, le choix de la phase stationnaire dépend surtout de la polarité des
échantillons a analyser. Quant aux choix de la phase mobile, il est souvent difficile et
nécessite ains une optimisation préalable. Le Tableau 111.2 regroupe quelques travaux

antérieurs relatifs a I’analyse de ces produits dans I’environnement.

Dans cette partie, nous allons étudier I’influence de la nature et de la composition de la phase
mobile sur la séparation d’un mélange d’herbicides et des produits de dégradation. Dans le but

de confronter nos résultats avec ceux des données bibliographiques existants.

Ainsi, les meilleures conditions de séparations seront retenues pour la recherche de ces

xénobiotiques dans des échantillons d’eau prélevés prés de zones agricoles.
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Tableau 111.2 .Méthodes d’analyse des pesticides par chromatographie liquide

a haute performance (HPLC).

Colonne C8 (250mm, 4.5mm,5um)
Terbuthylazine e¢ | ACN-tampon acétate d'ammonium Anayse des [65]
ses métabolites 0.01M (Gradient d’élution) triazines dans I’eau

Débit =Iml min.} , A=220,230 nm.

Atrazine Colonne C18 (200 mmx4, mm ,5um)
Simazine ACN/Eau (70/30, V/IV) Optimisation [66]
Propazine Débit =1ml min.”, A=220 nm, de laméthode
colonne C18 (150mm, 4.5mm, 5um)
Atrazine ACN/Eau (85/15, V/V) Anayse des [67]
Simazine Débit 1ml min, A=220 nm. triazines dans I’eau
Colonne C18 (250mm, 2mm, 5um)
Isoproturon et ses | ACN/Eau (25/75, V /V) Eau souterraine [5]

métabolites Débit = 0.7ml mint. , A=200 nm.

|11.3.Protocole Expérimental

% Produits et réactifs:

Atrazine, Simazine, Terbutylazine, Atrazine déséthyl désisopropyl, Atrazine
désisopropyl-2-Hydroxy, Atrazine désisopropyl, Atrazine déséthyl ,propazine, de purté >
98 % ont été obtenu de lafirme Sigma-Aldrich et I’Isoproturon chez Eherbstorrfer.

% Les solvants: le Méthanol et I’Acétonitrile utilisés sont de grade HPLC (Sigma-
Aldrich).
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s Appareillage:

L’identification des pesticides a été déterminée a I’aide d’un appareil HPLC de type
Perkin Elmer serie 200 muni d’un détecteur DAD (Diode array detection) et d’une boucle
d’injection d’un volume d’échantillon de 20ul, la séparation a été réalisée sur une colonne
supelco-C18, de longueur 25cm, de diameétre interne 4,6 mm, remplis avec une phase en silices
gréffées C18. Une longueur d’onde de 220nm (la longueur d’onde maximale pour I’ensemble
de ces molécules), les spectres UV ainsi obtenus des molécules éudiées sont représentés en
annexe 1. Les chromatogrammes sont enregistrés sur un ordinateur en utilisant le logicidl :
total chrom (Perkin Elmer). Les mesures du pH ont été réalisées avec un pH-métre
(MeterCG825).

I1.3.1.Préparation de la phase mobile:

Les solvants utilisés sont dégazés et filtrés au préalable. Aussi ils doivent étre inertes a I’égard
des substances a séparer et capables de dissoudre la totalité des composes présents dans le
mélange a analyser. En plus, ils ne doivent pas absorber dans la méme région que les
substances recherchées. La phase mobile de nature hydro-organique est un mélange binaire
Eauw/Méthanol ou Acétonitrile comme modificateur organique [65-67]. Nous avons recherché
une composition de la phase mobile qui permet une résolution optimale des Herbicides et des
produits de dégradation étudiés d’abord en mode isocratique pour des raisons de simplicité
d’application. Ainsi, nous avons fait apped a un méange binaire (Eau acidifiée a
pH=4.6/MeOH). Puis nous avons procédé au gradient d’élution ci-dessous pour la phase A :
Tampon phosphate pH=4.6/MeOH et |la phase B : Eau/ACN.

T (min) débit (ml/min) Tampon  Solvant organique%  Palier

phosphate
05 04 80 20 -
50 04 30 70 4
60 04 30 70 -
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Le gradient suit une variation de profil 4. Les différentes programmations pouvant existées en

mode gradient sont représentées danslaFigurelll.2.

{Default)

C cave

11 Maintains start condition until nesdt
step

Figurelll.2: Différents profils de gradient HPLC avec I’élévation de la

teneur en eau.

[11.3.2.Préparation des solutions:

Des solutions de chague pesticide ont été préparées respectivement dans le méthanol et
I’ Acetonitrile, puis injectées dans la phase mobile A (MeOH/Tampon) en mode isocratique avec
une composition respective de (70/30, V/V), (60/40, V/V), (40/60, V/V), (20/80, V/V), et dans

les deux phases mobiles A, B en mode gradient.
[11.3.3.Préparation des échantillons d’eaux :

a) Echantillonnage:

La stratégie d’échantillonnage adoptée dans le cadre de ce travail est fondée sur la couverture
spatiale d’un ensemble du systéeme agricole. Six sites de prélevement ont été sélectionnés
dont cing zones situées dans le coté de la Mitidja a savoir : Ain-Taya, El-Kaddous, Boufarik,
Benchabane et Birtouta, ainsi qu’une eau prélevée a I’entrée de la station d’épuration de
Boudouaou.

Les échantillons d’eau de drainage et celle issue de la station d’épuration sont collectés dans
des bouteilles de verre préalablement lavées et décontaminées puis conservés dans de glace

pendant leur transport et ensuite conservés a4°C jusqu’a leurs anal yses.
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B) Extraction :

Quand I’analyse porte sur des échantillons d’eaux le pesticide est entrainé par partage entre
I’échantillon aqueux et un solvant non miscible a I’eau tel que le dichlorométane ou I’hexane
[29-32]. Selon la solubilité du pesticide dans ces derniers, les deux phases sont séparées par
décantation, puis la phase organique est récupérée et séchée au sulfate de sodium anhydre. Aprés
filtration et concentration I’extrait est dosé par chromatographie. Dans ce travail nous avons
retenu le dichlorométhane comme solvant d’extraction. Ainsi, un volume de 1L de chaque
échantillon d’eau est extrait 3 fois par 100 ml de dichlorométhane. Aprés extraction, la phase
organique est récupérée puis séchée avec le sulfate de sodium, le solvant est par la suite évaporé
al’aide d’un évaporateur rotatif jusqu’a un volume d’environ 1 ml puis concentré a sec sous
courant d’Azote. L’échantillon est ensuite repris dansl ml d’ACN avant I’analyse

chromatographique.
I11.4.Résultats et discussions:

Le Tableau I11.3 donne I’ordre d’élution des pesticides étudiés et certains de leurs produits de

dégradation en fonction de la proportion et de la nature de la phase mobile :

Tableau 111.3. Ordre d’élution des pesticides dans les différentes phases.

Phase A: MeOH/tampon, Phase B: ACN/Eau
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Il existe une corrélation importante entre la polarité de la molécule et I’ordre d’élution.  En
effet, dans le cas de la chromatographie liquide en mode inverse, I’ordre d’élution des
composes est inversement proportionnelle a leurs polarités ; plus le produit est polaire moins il
aura d’interaction avec la phase stationnaire et donc il sera élué plus rapidement. D’autre part,
la solubilité du produit dans la phase mobile est un facteur tout aussi important du fait que les
composés n’ont pas la méme solubilité, ils seront donc entrainés a des vitesses d’élution

différentes.

Nous remarquons, atravers cesrésultats, que pour laphase mobile A (mode isocratique), les
produits de dégradation des triazines, qui possedent les structures chimiques les moins
encombrés et les plus polaires, sortent en premiers, ils seront moins retenus par la phase
stationnaire qui est apolaire. Parmi ces produits, I’atrazine désalkylée (DDA) sort en premier,
suivie de I’atrazine desisopropyl et puis I’atrazine désisopropyl-2-hydroxy. Ceci peut étre
expliqué par le fait que le chlore exerce un effet inductif attracteur (1) plus grand que celui de
I’Hydroxy. On aura donc une augmentation de la densité de charge dans le cycle triazine, en
particulier pour les atomes d’azote en position 1,3 ce qui conduit a une polarité plus élevée et

donc a une affinité plus faible avec la phase stationnaire C18. Ainsi, le Chloro-triazine aura un

temps de rétention plus faible que I’Hydroxy-triazine [68]. (Figure111.3)

Concernant les trois chloro-triazine a savoir I’Atrazine, Simazine et la Propazine I’ordre
d’élution augmente dans le sens de I’allongement de la chaine alkyl des groupements amines.
Plus la chaine s’allonge plus la molécule est apolaire, €lle sera donc plus retenue par la phase
stationnaire, son temps de rétention sera par conséquent plus important (Figure I11.4). Nous
constatons aussi une inversion de I’ordre d’élution entre certains composes en comparant a
titre d’exemple le chromatogramme présenté respectivement dans les Figures I11.4 et 111.5,
s on prend le cas I’Atrazine et la Simazine ; ces deux molécules possedent des polarités
proches mais des solubilités tres différentes (I’Atrazine est 40 fois plus soluble dans le
méthanol que la Simazine). Cette augmentation de solubilité va entrainer une inversion
d’ordre entre les deux molécules en passant d’une proportion d’eau de 30% vers 80%
(Tableau 111.3).Quelques  exemples de chromatogrammes obtenus dans ce travail sont

représentés dans les figures 111.3-111.5:
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7,89
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Hydrozy.
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6-Simazins.
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9-Terbutylazine.

. EL L ER LR Lk

B B T D T B B T B R T T T T D

Figurelll.3: Chromatogramme obtenu en mode isocratique avec une teneur
en MeOH 70 %.
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Figurelll.4 : Chromatogramme obtenu en mode isocratique avec
une teneur en MeOH 60%.
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Figurelll.5: Chromatogramme obtenu dans|e mode gradient avec une
phase mobile (Eau/ACN).
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Figurelll.6: Chromatogramme obtenu dans e mode gradient

avec une phase mobile (Tampon/MeOH).
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I11.4.Etude de I’Influences de la nature et de la composition de la phase

mobile sur lesgrandeurschromatographiques:

a)Nombre de plateau théorique (N) :
Dansla Figurelll.7 on a lavariation de I’efficacité de la colonne utilisée dans ce travail en

fonction de la teneur en eau, dans les deux modes (isocratique, gradient) et pour les

différents pesticides étudiés :

14000
12000
x
>
§ ~ 10000
= Z m 1-atrazine
S © 8000 o
L= H 2-simazine
© = ]
L g 6000 3-isoproturon
o - .
g * 4000 B 4-propazine
Z .
m5-
2000 5-terbuylazine
0
30 40 60 80 Gradient Gradient
A B

Figurelll.7 : Variation du nombre de plateaux théoriques en fonction de la
nature de la phase mobile pour les pesticides étudies.

D’apreés cette figure nous remarquons que le nombre de plateaux théorique varie avec la
composition de la phase mobile pour les quatre pesticides (Atrazine, Simazine, Isoproturon et
le terbutylazine), I’efficacité de la colonne est généralement plus grande dans la phase mobile
Tampon /MeOH (80/20, V/V), sauf pour le Terbutylazine qui présente une efficacité de
colonne plus petite. Nous remarquons aussi que pour I’atrazine désisopropyl I’efficacité est

plus grande en mode isocratique avec une teneur en Eau de 60 et 80 % (Figurel11.8).

39

—
| —



Chapitrelll. Analyse des pesticidespar HPLC

pa 7000 -

-]

8 > 6000

E ~ 5000

a3

LT 4000 ® 6-Atrazine-désétyl-dési sopropy!
o g 3000 m 7-Atrazine désisopropyl

8¢ 2000 o

S 1000 = 8-Atrazine déséthyl

z 0 ® 9-Atrazine désisopropy! -2hydroxy

Figurelll.8 : variation du nombre de plateaux théorigues en fonction dela
teneur en Eau pour les produits de dégradation.
b) La sélectivité (a):

La Figure 11 .9 montre la variation de la sélectivité en fonction de la composition et de la

nature de la phase mobile.

45

4 composition dela
- R phase mobile
I

XX
iy ANV AN e

Sdlectivité
(@)
w

2
15 )\ \
, =60
1
=>=80
0,5
0 =d=Gradient A
al-2 a2-3 a3-4 a4-5 a5-6 a6-7 a7-8 a8-9 =0-Gradient B

Figurelll.9: Variation dela sélectivité en fonction de la composition dela

phase mobile.
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D’aprés la Figure I11.9 nous constatons que la valeur de la sélectivité est faiblement
affectée par la proportion d’eau dans la phase mobile en mode isocratique, excepté entre
I’atrazine désétyl déisopropyl et I’atrazine déséthyl dans une proportion de 80% d’eau.

L’effet inverse est observé en mode gradient ; en effet, dans ce mode la composition de la
phase mobile varie avec le temps ce qui va dans le méme sens de la variation de la polarité,

ainsi une bonne séparation est obtenue entre les différents composés.
c) larésolution (R):

La résolution est un facteur assez important en HPLC, elle renseigne sur la bonne
separation des  produits dans un mélange. Le Tableau |11.4 donne la variation de la résolution

en fonction de la nature et composition de la phase mobile.

Tableau.ll1.4: Variation de la résolution en fonction de nature et de la
composition la phase mobile.

On constate que la résolution entre les différents composés augmente dans le sens de

I’augmentation de la proportion en eau dans la phase mobile, les valeurs les plus hautes sont
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obtenues respectivement en mode isocratique avec une proportion de 80% en Eau et dans le

mode gradient. Une résolution est dite bonne lorsque celle —ci est supérieure a 1.5 [55].

d) Facteur de Capacité:

La variation du facteur de capacité est un paramétre fondamental caractérisant la rétention du

composé dans des conditions données. Le Tableau 111.5 présente la variation du facteur de

capacité (K ‘) et du temps de rétention (Tr) en fonction de la composition de |a phase mobile.

Tableau I11.5.Variation du temps de rétention et du facteur derétention en

fonction de la composition et la nature de la phase mobile.

1 7,71 | 187 | 760 | 1,00 653 | 256 | 7,84 | 3,02 | 647 | 1,01 | 459 | 0,51
2 807 | 323 | 877 (114 701 | 294 | 853 | 333 |1033| 2,17 | 7,43 | 1,42
3 833 | 244 110,27 | 1,71 764 | 3,24 | 11,15 | 516 | 314 | 863 | 1423 | 3,65
4 917 | 351 1343|254 |1201| 567 | 36,00 | 18,89 | 49,60 | 14,30 | 22,09 | 6,21
5 10,91 | 3,50 | 18,48 | 3,87 | 17,59 | 8,77 | 64,06 | 34,36 | 53,93 | 15,54 | 46,15 | 14,08
6 13,10 | 1,03 | 19,87 | 4,27 | 17,94 | 897 | 70,25 | 37,81 | 63,03 | 18,33 | 53,69 | 16,54
7 16,11 | 1,19 | 21,30 | 4,61 | 23,54 | 12,08 | 82,31 | 44,47 | 66,13 | 19,25 | 54,17 | 16,70
8 17,13 | 1,41 | 27,13 | 6,31 | 28,18 | 14,66 | 100,53 | 54,54 | 67,19 | 19,62 | 62,49 | 19,42
9 17,16 | 1,25 | 29,36 | 6,74 | 32,77 | 17,20 - - 70,97 | 20,77 | 63,63 | 19,79

On peut relever de ce tableau, que le temps et |e facteur de rétention observés sont proportionnels

au pourcentage d’eau dans la phase mobile, c’est I’une des caractéristiques de la chromatographie

en phase liquide en phase inverse. En effet, une augmentation dans la fraction d’eau va augmenter

la polarité de la phase mobile et par conséguent le temps de rétention des composés polaire

augmente.

—
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Cependant, une bonne séparation en HPLC nécessite a la fois une bonne résolution, une grande
efficacité et une bonne sélectivité avec un temps de rétention le plus court possible.

D’apreés les résultats obtenus dans ce travail, nous concluons que le mode gradient avec comme
phase mobile Eauw/ACN est le plus efficace. Les conditions d’analyse de cette phase seront

retenues pour larecherche de multi-résidus des pesticides dans I’environnement.
[11.5.Analyse des pesticides dans I’environnement :

a) Etalonnage:

Aprés avoir optimisé la phase mobile, nous nous sommes intéresses dans cette éude a la
quantification de deux triazines (Atrazine et Simazine) et d’un phényl-urée (Isoproturon).Ces
derniers sont susceptibles d’étre contenus dans les eaux de drainage de Cing zones agricoles
(El-kaddous, Ain-Taya, Boufarik, Birtouta, Benchabene) et les eaux de la station d’épuration de
Boudouaou. Pour cela des solutions standards de concentration de I’ordre de 10 pg/l de chague
pesticide ont été préparées dans I’ACN, des dilutions ont été réalisées pour atteindre une
concentrationde 5, 1, 0.5 et 0.1ug/L.

Les courbes d’étalonnages obtenues pour I’Atrazine, laSimazine, et I’Isoproturon sont

représentées respectivement dans lesfigures 111.10- 111.13.

3000000

2500000 y.=271159x-12703 /‘
2 _

2000000 R™=0,9899

air du pic

1500000
1000000 ad
500000

0 2 4 6 8 10 12

Concentration en pg/L

Figurelll.10: Courbe d’étalonnage de I’Atrazine.
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Figurelll.11: Courbe d’étalonnage de la Simazne.
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Figurelll.12.Courbe d’étalonnage de I’ Isoproturon.
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b) Analyse des échantillons d’eaux :

Les chromatogrammes obtenus lors de L’analyse des échantillons d’eaux de drainage
collectés au niveau de Cing zones agricoles et de la station d’épuration par chromatographie

liquide a haute performance (HPLC) sont représentés dans les figures ci-dessous :

Station d’épuration de Boudouaou

550,00

45000

40000

30000

25000

200.00]
150.00.]

100.00]

5000

0.00:_/\_/{[\“

5 10 15 20 2% 0 B L 65 50 5 60 65 70 7% 80 85 0 9% 100

Temps de rétention (Minutes)
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El-Kaddous

240.00

22000

200.00

180.00

160.00

14000

12000

100.00

80.00

: nn
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05 1 B 20 % N H H 4H 0 5 60 6 0 B H & 0O % 100
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Ain-Taya
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Birtouta
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Benchabane
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Boufarik
30
30
30
320
300
280

260

20

20

200

180

160

140
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100

Temps de rétention (Minutes)

Apres analyse des spectres ci-dessus (par comparaison des différents temps de rétention et
confirmation avec les spectres UV des molécules étudiées avec ceux obtenus dans les
différents chromatogrammes des échantillons d’eau), nous avons constaté qu’aucune trace
des pesticides recherchés n’est présente dans les six échantillons d’eau qu’elle soit issue de
zone agricole ou de station d’épuration. Ce résultat peut étre confirmé par d’autres méthodes

chromatographiques plus sensibles.
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Conclusion :

Les résultats obtenus par cette technique chromatographique (HPLC), nous permettent de

noter les points suivants :

v

Concernant la phase A (tampon/MeOH ) la composition qui sépara le mieux les neuf
composes est celle avec une teneur en Methanol de 40 %. Le gradient avec un profil
(4) aééchois affin d'améiorer aux mieu la séparation.

La phase mobile qui sépare le mieux les composés étudiés est celle avec I’ACN en
mode gradient.

Les meétabolites sortent en premier de chaque chromatogramme étant moins
encombrés et les plus polairesils seront moins retenus par la phase stationnaire.

que lors de la substitution du groupement chlore par le groupement hydroxy celui-ci
sera plus retenu.

Entre les trois chloro-triazine I’ordre d’élution est dans le sens d’allongement de la
chaine carbonée. En effet, plus la chaine s’allonge plus le compose est apolaire plus il
seraretenu.

Laphase B (Eau /ACN) présente une linéarité dans le domaine de concentration de

5 ug/la0.1ug /L. ce qui nous permet de nous situer dans les normes exigée.

L’application de cette méthode chromatographique a des échantillons d’eau issus de cing zone

agricoles ainsi qu’une eau de la station d’épuration de Boudouaou nous ont permis de

constater qu’aucune trace des pesticides recherchés n’a été décelée.
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Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

Afin de vérifier la présence des résidus de I’ Atrazine, de la Simazine et de I’ Isoproturon
dans les échantillons d’eaux issus des cing zones agricoles. Ain-Taya, El-Kaddous, Boufarik,
Benchébane et Birtouta, ainsi qu’une eau prélevée a I’entrée de la station d’épuration de
Boudouaou. Nous avons utilisé dans ce travail, une méthode d’analyse plus sensible et
complémentaire qui est la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC/MS) pour I’identification des trois herbicides étudiés.

La spectroscopie de masse occupe depuis quelgues années une place importante parmi
les techniques les mieux adaptées a I’analyse des traces de composés organiques dans
I’environnement. Utilisée a I’origine comme méthode de validation, elle devient par la suite
une méthode de dosage a part entiere et cela depuis I’apparition des couplages avec les
méthodes chromatographique. En effet, cette méthode est bien adaptée a I’analyse des
pesticides, gréce a sa capacité d’analyse qualitative et quantitative, mais auss alarichesse
des informations accessible permettant |a caractérisation du composé recherché par sa masse
moléculaire et sa structure [69]. Le Tableau VI.1 regroupe quelques travaux antérieurs

effectués sur |es pesticides étudiés.
IV.1.Principe dela spectroscopie de masse

Un composé organique introduit dans le spectrometre de masse est ionisé par
bombardement électronique a 70 eV (énergie standard d’ionisation), I’énergie d’ionisation
moyenne d’un composé organique étant de I’ordre de 7-20 eV [70]. Les ions obtenus sont
séparés en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) par I’application d’un champ
magnétique et/ou éectrique, puis collectés par un détecteur [71]. L’ion moléculaire, s’il est
détecté, permet |la détermination de la masse moléculaire du composé. Les ruptures des
liaisons chimiques au sein de I’ion moléculaire conduisent & la formation d’ions fragments
caractéristiques, puisque ces cassures ne se font pas au hasard, mais selon des mécanismes
bien déterminés[71]. L’ensemble de ces ions fragments constitue le spectre de masse dont la
lecture permet I’identification de la molécule. L’ionisation par impact électronique est le seul
procédé qui conduit a des spectres reproductibles. Ainsi, le spectre de masse d’une molécule
constitue une empreinte facilement identifiable et quasiment unique, I’identification d’un

compose dans une matrice se fait alors par comparaison du spectre de masse (MS) avec celui,
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d’un standard connu ou par identification instantanée si la molécule recherchée est répertoriée
dans les banques de spectre (spctrothéque).

Tableau |V.1. Analyse des pesticides par CG/MS:

Colonne DB-5, (0.25 mmx30 x0.25um)
Programmation de la température : Eau
_Atrazine 60°C (1 min) 229mn | 150°C [72]
-Simazine 10" C/min’ 280°C. gaz vecteur : He
-Ametryne débit : 28 ml/min.
Colonne DB-5 (0.25 mmx30x0.25um)
Programmation de la température : Eau [73]
-Atrazine et 50°C (1 min) &< 280°C.
métabolites gaz vecteur : He
Colonne DB-5(0.25 mmx30mx0.25um)
-Simazine Programmation de la température :
-Atrazine 120°C (1 min) 29°¢mn__ 190°C Eau [74]
-Propazine #Cmin ogoec _4FCmin | 295°C
(5min). Mode d’analyse : SIM.
gaz vecteur: He, débit : 0.7ml/min.
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-Atrazine Colonne DB-5 (0.25 mmx25 mx0.25um)
-Simazine Programmation deola tgmpérature : Eau (75]
-Cyanazine 90°C (0.5min) <™ 160°C
2" C/min. 280°C (5min).
gaz vecteur : He, débit : 1.5 ml/min.
Isoproturon et ses | Colonne DB-5 (0.25mmx30 mx0.25um)
produits de Programmation de Ia.température : i [76]
dégradation 50°C (1 min) %" J 250 °C.
gaz vecteur : He

IV.2. Conditions d’analyse des pesticides par GC/MS en mode SIM
Toutes les analyses ont été faites sur des échantillons solubilisés dans I’ Acétonitrile.

Des solutions de 9,29 10® mol/l (= 0.01umol.I™) pour I’Atrazine, 9,92 10® mol/l pour la
Simazine et 9,96 10°® mol/l pour I’Isoproturon ainsi que les extraits d’eau cités précédemment
sont injectées dans les conditions opératoires suivantes [72] :

Le GC/MS est de marque (Agilent HP 6890) muni d’un injecteur automatique auto sampler
(ALS HP 7683 B), le volume d’échantillon injecté est de 1 pL.

Pour ces analyses en GC/MS on utilise une colonne capillaire : en silice fondu (HP5-MS (5 %
phenyl et 95% methyl polysiloxane) ; 30m x 0,25 mm, épaisseur de film : 0,25 pm).

Le gaz vecteur utilisé est I’Helium avec un débit de sortie de colonne égal a 0,5 ml/min.

Le mode d’injection : splitless (sans division d’entrée) ou latempérature de I’injecteur est
égale a250°C.
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L’analyse se fait en programmation de température selon le schéma suivant:

T four

5 min

BT 11T R R S -

25%C/min

160°

Programmation de température du four

L e spectrométre de masse quadripolaire (MSD HP 5973) utilisé est en mode impact
éectronique (EI).

v Energie d’ionisation : 70 ev.
v' Température du détecteur ou :

- source: 230 °C.
- Quadripole: 150°C

- Interface: 280 °C
L analyse des résultats se fait en utilisant le logiciel d’acquisition et de traitement
MSD ChemStation (Agilent).

|V.3.Résaultats et discussion :

Lors de I’analyse des spectres de masse, I’utilisation du spectre complet s’avere parfois
impossible en raison de la présence de spectres inutiles (non recherchés) et au bruit de fond
important, il est donc utile d’injecter les échantillons en mode sélection des ions « Singles lons
Monitoring » (SIM) [77]. Dans ce mode le spectrometre de masse agit comme un filtre en se
focalisant uniquement sur les ions caractéristiques des produits recherchés, il apporte ainsi une
sensibilité plus importante que dans le mode de balayage de I’ensemble des masses, « full scan
mode ». Le Tableau V.2 regroupe les principaux ions caractéristiques ainsi que les temps de
rétention obtenus pour les pesticides recherchés dans ce travail.
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Tableau. 1V.2 : Temps de rétention et ions caractéristiques des pesticides

recherchés.

Triazine 215-200

Triazine 201,66 201-186 9,08

Urée 206.68 161-146-128 5,72

IV.4. Analyse des pesticides étudies par GC/MS:

Les chromatogrammes des trois pesticides éudiés, leurs spectres de masse sont présentés
respectivement dans lesfigures (1V.1, 1V.2, V.4, IV.5,1V.7, VI.8) .

1-Atrazine

Abundance

900000 1 TIC: ATR.D\data.ms

8000004
700000
6000001
500000 {
400000 1
300000 1
2000004

1000001

L

-——— 77—
5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
Time-->

FigurelV.1: Chromatogramme de I’Atrazine.
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S c an 773 (9 .131 min): AT R .D \data . m s
2 00

1 8 6

T +
1.8 0 1.8 5 190 1.9 5 2 00 2 0 5 210 215 2 20

FigurelV.2: Spectre de masse de I’Atrazine en mode SIM.

Le spectre de masse (El) de I’atrazine est bien connu et la dissociation induite par
collision & permis a certain auteurs d’attribuer tous les fragments observés [78]. Pour la
recherche de cette molécule en mode SIM dans les différents extraits d’eau naturelle. Nous
nous sommes limités dans ce travail aux deux pics les plus intenses (m/z= 215,200),

correspondant respectivement a I’ion moléculaire et un des ions caractéristiques.

Sur la base des ions fragments obtenus, des mécanismes de fragmentation proposée dans la

littérature sont représentés danslaFigurelV.3.
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1)

-
y
):2
)

N H CHy
m/z=145
m/z= 187
.
cl
Cl b
H H\ N =~ C 3fe a E
- 3 — A7) -
—
HsC N H N NHT SCH, H )\J\ -~}
N N N H
Hu H H

ml/z= 215 b m/iz=173
/CL' al'CZH‘*

N=———NH CHas
/ cl
>t P
HN ———N_ NN
N )l\/
H HoN N NH
m/z = 138 miz= 145

Figure. 1V.3: mecanismes de fragmentation de I’Atrazine.
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2) Simazine:

Abundance

TIC: SIM.D\data.ms
35000

30000
25000
20000
15000
10000

5000

.

L o e AL I o L A o A e o e IS we
5.00 6.00 7.00 8.00 9.0010.0011.0012.0013.0014.0015.0016.0017.00

Time-->

Figure. 1V.4 : chromatogramme de la Smazine

A b undance

S ¢c an 76 4 (9 .06 0 m in ): S IM .D \'data .m s
18 6
1050
17000
9 50
9 00
8 50
8 00
750
7 00
2 01
6 50
6 00
550
500
4 50
4 00
350
3 00
250
200
150
100
215
50
0 T T T T T T T T T
180 185 190 195 2 00 2 05 210 215 220
m / z >

FigurelV.5: spectre de masse de la Smazine en mode S M.

59

——
| —



Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

Pour la Simazine nous avons choisit les deux pics suivants: m/z= 201, 186 correspondant
respectivement au pic moléculaire et a un pic caractéristigue. Les mécanismes de

fragmentation menant aux pics choisis sont schématisés danslaFigurel V.5.

1) + |
T BS
b N%\ a N |N
- N _~CH2
A = /K /l\ N CHs e W Ny N B
Hac )\ N NT N e I
a A
H H
m/z=201. m/z=186.

-CH;ib l

N N N
c J\ PN Jl\ c =
H2Cx \T+ ’\ll/\CH HsC -
H H m/z =158
m/z=186

¢ | i N N D
K S 4
\ NN Y, a Hee” NH N NH2
H H
b
m/z= 201 m/z=173.
b l-C2H4

m/z=173.

FigurelV.6 : Mécanisme de fragmentation dela Smazine.
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3) I'soproturon :

Pour I’lsoproturon nous avons choisisles trois pics: 161, 146, 128

A bundance

TIC: 18 0O 1.D\data.ms

1.4e+07

1.3 e+ 07

1.2e+07

1.1e+07

1e+07

000O0O0O0

0000O0O0

000O0O0OO0

000O0O0O0

000O0O0O0

000O0O0O0

000O0O0O0

000O0O0O0

000O0O0O0

T T T T T T
0 8 .00 10.00 12.00 14 .00 16 .00 18 .00

Figure. 1V.7 : chromatogramme de L’Isoproturon.

S can 294 (5.8 03 min): IS O .D \data.m s
14 6

Figure.lV.8: Spectre de masse de I’Isoproturonen mode SM.

Les mécanismes de fragmentation de I’isoproturon sont presentés dans la Figure.lV.8. Ainsi

le pics a m/z= 206 correspond a I’ion moléculaire M™, I’ion fragment de masse m/z=191

résulte de la perte d’un radical CHs , I’ion 146 résulte de la perte consécutive de (CHz),NH.
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Pour I’ion @ m/z=72, il corespond probablement au fragment (CH3)2NCO+. L’ion

fragment m/z=161 résulten de la perte de d’un groupment NO et de celle I’hydrogéne.

R
a Q cha
. .
N +>¥N\ - CHy B
a NH CH; — » _
HsC & pc
miz= 206 m/z= 191

-NC:zHs c b
;
|

N o) Q CHs
h N/ A
HsC H \ HC |

CH3

CH3

m/z = 163 s E )
0 N //
-H ) \ /:@ZN
CHj o
+ 3

'|* miz= 72 m/z =146
o)
N\</
HsC H

CHa E
m/z= 161

Figure. 1V.9: Mécanisme de fragmentation de I’Isoproturon.
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IV.5. Identification des pesticides dans les eaux naturelles:

Dans I’analyse couplée a la spectrométrie de masse, I’identification des composés se fait
généralement sur la base de la comparaison des spectres de masse des échantillons a analyser
avec ceux des étalons connus. Les intensités des pics ne doivent pas différer de 5% de celles
obtenues a partir d’un étalon injectée dans les mémes conditions. D’autre part, la comparai son
du temps de rétention constitue une confirmation supplémentaire, car il existe parfois des
mol écules présentant les mémes ions caractéristiques [79].

Dans le but de rechercher lestrois pesticides a savoir : I’atrazine, la simazine et I’isoproturon
dans nos extraits d’échantillons d’eaux en provenance des cing zones agricoles et d’une eau
issues de la station d’épuration de Boudouaou. Nous allons dans ce qui suit comparer les
différents chromatogrammes obtenus des six extraits avec ceux des étaons préalablement

injectés.

1-Echantillon _de Ain-Taya: Les figures 1V.10-13 montrent les différents

chromatogrammes de I’eau de Ain-Taya analysé par GC/MS. SIM.

Abundance

TIC: AIN .D \data.ms
4200

4000
3800
3600
3400
3200
3000
2800
2600
2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000

800

sl e | o

200

. — - - ————————
6 .00 8 .00 10.00 172.00 14.00 16.00 18.00
T ime-->

Figure. 1V.10 : Chromatogramme GC/MS en mode SIM de I’échantillon Ain-Taya.

63

——
| —



Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

Recherche des pesticides

Abundance

NN W
o uno
o oo
o oo

1
1

T ime-->

lon 215.00 (214.70 to 215.70): AIN .D\data.ms

500

000

500
8

0

00 8.50 9.00 9.5010.0010.5011.0011.5012.0012.5013.0013.5014.0014.50

Abundance

- N
oo oo
© o oo
© o oo

T ime-->

A bundan

T im e -->
A bundan

T im e --

lon 200.00 (199.70 to 200.70): AIN .D\data.ms

0 00 8.50 9.00 9.5010.0010.5011.0011.5012.0012.5013.0013.5014.0014.50

FigurelV.10.A: Chromatogramme GC/MS en mode SIM de I’ Atrazine.

c e
lon 201.00 (200.70 to 201 .70): AIN .D \data.ms

550
500
4 50
4 00
350
300
250
200
150
100

5 0

0 8 .80 9 00 9 20 9 40 9 60 9 60 10.00 10.20 10 .40 10 .60
ce
lon 186.00 (185.70 to 186.70): AIN .D \data.ms

140
120
100

80

60

40

20

0 8 .80 9 .00 9 .20 9 .40 9 .60 9 .60 10.00 10.20 10.40 10 .60

FigurelV.10.B : Chromatogranme GC/MS en mode SIM de la Simazine.
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@ron i Tr:S.DrnD

lon 161.00 (160.70 to 161.70): AIN.Dldata.ms

Abundance

Time-->
Abundance

lon 146.00 (145.70 to 146.70): AIN .D\data.ms

[N
vcocoo
cccccco

5.30 540550 560570580 5.906.006106.206.306.406.506.60

Time-->
Abundance

lon 128.00 (127.70 to 128.70): AIN.D\data.ms

Time-->

FigureV.10.C : Chromatogramme GC/MS en mode SIM de I’Isoproturon.

Apres analyse des chromatogrammes obtenus pour les trois pesticides recherchés
dans [I’échantillon  d’eau de Ain-Taya nous avons observé la présence de pics
correspondants aux méme ions caractéristiques mais avec des temps de rétention trés
différents, si on prend comme exemple [I’atrazine qui sort dans ces condition a
T=9.47 (ions caractéristique= 215,200), le spectre de masse de [I’extrait d’eau
présente bien des pics a m/z= 215 a T= 11 min , et un pic a m/z=200 a T=10.5 min,
des temps de rétention différents de celui de [I’atrazine, ceci nous améne a conclure

que I’échantillon ne présente aucune trace de ce xenobiotique.
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2-Echantillon _de Benchébane: Les FigurelV. représentent respectivement le

chromatogramme d’extrait d’eau de Benchabane obtenu par GC/MS.SIM.
Abundance

TIC:BENCH .Dldata.ms
950

900

8§50

§00
150
100
650 Simazine

600

550 /
500 /\

450

400

350

300

2510

200

5.00 6.00 7.00 8.00 9.0010.0011.0012.0013.0014.0015.0016.00
Time--

Figure. 1V.11: Chromatogramme GC/MS en mode SIM de I’échantillon de Bench&bane

66

——
| —



Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

Recherche des pesticides :

lon 215.00 (214.70 to 215.70): BENCH .D\ldata.ms

Abundance

90

80
o
60
50
40
30

20
10

e
Time..> 9.009.059.109.159.209.259.309.359.409.459.509.559.609.659.709.759.80

Abundance

lon 200.00 (199.70 to 200.70): BENCH .D\ldata.ms

SN BU® ~x©
cccoccocco

Tineos 9.009.059.109.169.200.259.309.359.409.459.509.559.609.659.709.7569.60

FigurelV.11.A: Chromatogramme GC/MS en mode SIM de I’atrazine.

lon 201.00 (200.70 to 201.70): BENCH .D\data.ms

Abundance

Simazine

o oo O N o
cooc coocoooo

§.20 8.40 8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.6010.0010.2010.4010.60

Time-->
Abundance

lon 186.00 (185.70 to 186.70): BENCH .D\data.ms

oo DN
coococococo o

8.20 8.40 8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.6010.0010.2010.4010.60
Time-->

FigurelV.11.B: Chromatogramme GC/MS en mode SIM de la simazine
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@ron : Tr:S.DrnD

Abundance
lon 161.00 (160.70 to 161.70):BENCH .D\data.ms

f T T T T
Time--> 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50
Abundance

lon 146.00 (145.70 to 146.70):BENCH .DVdata.ms

500
400
300
200
100

Time--> 0 4£50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8§.50 9.00 9.50
Abundance

lon 128 .00 (127.70 to 128.70):BENCH .DVdata.ms

Time--> 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8§.00 8§.50 9.00 9.50

Figure. 1V.11.C: Chromatogramme en mode SIM de I’ Isoproturon

L’analyse des résultats obtenus pour cet extrait d’eau nous a permis de relever laprésence de

résidus de la Simazine. Ceci est en effet confirmé par la présence de pics chromatographique

possedant |es mémes ions caractéristique pour un temps similaire acelui de la Simazine.
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3-Echantillon de Birtouta :

Les figures ci-dessous présentent les chromatogrammes résultant de I’injection
de I’échantillon d’eau de Birtouta par GC/MS dans le mode SIM.

Abundance

TIC:B IR .D Vdata.ms

— [
6 .00 8 .00 10.00 12.00 T4 .00 16 .00 18 .00
T im e -->

Figure. 1V.12 : Chromatogramme GC/MS de I’échantillon de Birtouta
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Recherche des pesticides :

lon 215 .00 (214 .70 to 215.70): B IR .D 1 data.ms

T T T T T T T T
8 .00 8 .50 9 .00 9 .50 10 .00 10 .50 11 .00 11 .50

lon 200 .00 (199 .70 to 200 .70): B IR .D 1 data.ms

8 .00 8 .50 9 .00 9 .50 10 00 10 50 1100 11 50

FigurelV.12.A: Chromatogramme GC/MS en mode SIM de I’ Atrazine.

lon 201.00 (200.70 to 201.70): BIR .D\data.ms

Abundance

8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.80 10.0010.2010.4010.6010.80

Time-->
Abundance

lon 186.00 (185.70 to 186.70): BIR .D\data.ms

8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.80 10.0010.2010.4010.6010.80

Time-->

FigurelV.12.B: Chromatogramme GC/MS en mode SIM de la Simazine.
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Abundance

lon 161.00 (160.70 to 161.70): BIR.D\data.ms

Time-->
Abundance

lon 146.00 (145.70 to 146.70): BIR .D\data.ms

250 Y
LUy
15U
v uv
U
v

450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50

Time-->
Abundance

lon 128.00 (127.70 to 128.70): BIR .D\data.ms

Time-->

FigurelV.12.C: Chromatogramnme GC/M S en mode SIM de la Simazine

Les résultats obtenus montrent I’absence de toute trace de ces trois pesticides dans I’extrait

d’eau de I’échantillon de la localité de Birtouta
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4-Echantillon de la station d’épuration de Boudouaou :

Les chromatogrammes obtenus par GC/ MS de I’extrait d’eau de la station d’épuration de

Boudouaou sont présentés respectivement dans lesfigures 1V.13.

Abundance
TIC:BOU.DVdata.ms

1700

1600

1500

1400

1300

1200

ol S L1 ]

500 6.00 7.00 8.00 9.0010.0011. 0012 0013. 0014 0015. 00 6.0017.00

Time-->

Figure. 1V.13.Chromatogramme GC/M S dans le mode SIM de I’eau de Boudouaou.
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Recherche des pesticides :

++H+++++

Abundance

Time

lon 215.00 (214.70 to 215.70): BOU .D\Vdata.ms

90
0
: A \ 3 |
0
0

8
7
6
5
4
3
2

0
10
0

T T T T T T T T
8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00

Abundance

lon 200.00 (199.70 to 200.70): BOU .D\Vdata.ms

i I |

40
20

8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00

T ime-->

Figure. IV.13.A : chromatogramme en mode SIM de I’ Atrazine.

lon 201.00 (200.70 to 201.70): BOU .D\data.ms
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Figure.1V.13.B : chromatogramme en mode SIM de la Simazine.
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Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS
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Figure. 1V.13.C chromatogramme en mode SIM de I’isoproturon.

Time-->

Aprés analyse des chromatogrammes ainsi obtenus en utilisant les différents ions
caractéristiques pour les trois pesticides, nous concluant qu’aucune trace de pesticides n’a été
décelée pour I’échantillon issu de la station d’épuration de Boudouaou. Néanmoins, nous
constatons la présence des méme ions caractéristiques mais avec des temps de rétention

différents.
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Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

5-Echantillon de Boufarik :

La figure IV. 14. Présente I’analyse par GC/MS en mode SIM de I’échantillon d’eau en

provenance de la zone agricole de Boufarik.
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Figure. 1V.14. chromatogramme GC/MS en sélection des ions présents dans

I’échantillon de Boufarik.
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Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

Recherche des pesticides :
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Figure. 1V.14.A : chromatogramme en mode SIM de I’ Atrazine.
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Figure. 1V.14.B : chromatogramme en sélection desions De la Simazine.
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Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

lon 161.00 (160.70 to 161.70):BO0UF.D\data.ms
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Figure. 1V.14.C: chromatogramme en mode SIM de I’isoproturon.

L’analyse des chromatogrammes en mode SIM pour I’échantillon de Boufarik indique la
présence des mémes ions caractéristique obtenus pour I’isoproturon avec un temps de
rétention identique, ceci confirme bien la présence de ce polluant potentiel dans cet

échantillon d’eau.
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Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

6-Echantillon d’El-Kadous::

Lafigure V.15 présente le chromatogramme obtenu lors de I’analyse de I’extrait d’eau issu

de la zone agricole d’El-Kadous.
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Figure. 1V15.Chromatogramme GC d’El-Kadous.

78

——
| —



Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

Recherche des pesticides
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Figure. 1V.15.A: chromatogramme en mode SIM de I’ Atrazine.

A b d
n 201.00 (200 .70 to 201 .70): KAD .D \data.ms
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0. 60 8 .8 0 9 .00 9.2 0 9 .40 9 .60 9 .80 10.00 10.20 10.40 10.60 10.80¢0
T im
Abound
n 186 .00 (185.70 to 186 .70): KAD .D \data.ms
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
% 60 8 .80 9 .00 9.2 0 9 .40 9 .60 9 .80 10.00 10.20 10.40 10.60 10 .80
Toim

Figure. 1V.15.B chromatogramme en mode SIM de la Simazine.
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Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

| soproturon ; Tr=5.72 mD

lon 161.00 (160.70 to 161.70): KAD .Dldata.ms

400
300
200
100

O 560 5

5
Time-->
Abundance

lon 146.00 (145.70 to 146.70): KAD .D\ldata.ms

Abundance

0 6.00 §.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50

NEc oo
cccco

ccccco

Time-->
Abundance

lon 128.00 (127.70 to 128.70): KAD .D\data.ms
400
300
200
100
0 T T /AR T T T T T T T
450 500 5.50™6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50

Time-->

Figure. 1V.15.C: chromatogramme en mode SIM de lasimazine.

I’analyse en mode SIM nous a permis de constater la présence des trois ions caracteristiques
de I’Isoproturon (161,146,128) avec un temps de rétention (Tr= 5,72 min) dans I’echantillons
d’eau issu de la zone agricole d’El-kaddous. Ceci est confirmé par I’injection de I’étalon pur

dans les mémes conditions d’analyse.
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Chapitre IV. Analyse des pesticides par GC/MS

IV.6.Conclusion :

L’ analyse par chromatographie gazeuse est une méthode tres utilisée pour détecter toute trace
de pesticide dans I’environnement. Couplée a un spectrométre de masse (GC/MS), elle offre
la possibilité de confirmer la présence de ces polluants. L’utilisation du mode de sélection des

ions offre dans ce cas une plus grande sensibilité (10 fois plus qu’en mode scan).
Cette partie nous apermis:

- de nous familiariser avec cette méthode et de connaitre les difféents mécanismes de

fragmentation de I’ Atrazine, Simazine et I’ 1soproturon.

-d’analyser les échantillons d’eau issus de différentes zones agricoles: Ain-taya, Boufarik,
Boudouaou, El-Kadous, Benchébane, Birtouta ainsi qu’une eau de la station d’épuration de

Boudouaou.

- de confirmer la présence de la simazine dans I’échantillon d’eau en provenance de la zone
agricole de Benchidbane, et de I’Isoproturon dans les deux échantillons issus respectivement
de Boufarik et d’El-Kadous.

La détection de ces herbicides vient de confirmer la sensibilité et |a performance dela GC/MS

dans le mode SIM par rapport ala HPLC/DAD seule.
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Conclusion et perspectives

Dans le but de protéger les cultures de diverses menaces pouvant atérer leurs qualités
nutritives mais auss les rendements agricoles, I’utilisation des produits phytosanitaire,
entraine souvent la contamination des différents compartiments de I’environnement  (air,
eau, sol), et rend nécessaire la surveillance des résidus dans I’environnement plus précisément
dans I’eau. Ainsi et du fait de la faible teneur en résidus de pesticides autorises par les
différents réglementations, des techniques analytiques permettant la détection de ces

polluants a faible concentration sont nécessaires.

Dans ce mémoire, Nous nous sommes intéressés a la mise en évidence des produits de
protection des cultures telles que [I’atrazine, la Simazine, I’lsoproturon, Propazine, le
Terbutylazine, DIA, DEA, OHDIA, dans I’eau de drainage et dans les eaux d’épuration par
des méthodes chromatographiques (HPLC/DAD, GC/MS).

Dans un premier temps, nous avons optimise les conditions chromatographiques HPLC
(nature et composition de la phase mobile) afin d’obtenir la meilleure séparation. Les

conditions opératoires ainsi retenues sont :

X/
L X4

Colonne : Octadécyle C18;
Phase mobile : Eau/ACN en mode gradient ;

T=0min 20% d’ACN pour atteindre 70 %0 en ACN aT =55 min;
Débit 0.4 ml/min ;

+«+ Longueur d’onde de détection : 220 nm.

X/
L X4

X/
L X4

L)

Par la suite nous avons appliqué cette méthode a des échantillons d’eaux prélevés de
différentes localités. Les analyses par HPLC/DAD ne nous ont pas permis de déceler une

contamination par |es pesticides recherchés.

Par ailleurs, nous avons recherché dans les mémes extraits d’eau la présence de I’Atrazine,
I”Isoproturon et la Simazine par la GC/MS qui présente une plus grande sensibilité. Les
résultats obtenus révélent une contamination des eaux de la zone agricole de Benchabane par
la Simazine, mais aussi la présence de I’isoproturon dans les deux échantillons issus

respectivement de la zone de Boufarik et celle d’El-Kadous.
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Conclusion et perspectives

En perspectives, cette étude nous a permis d’avoir une idée sur la chromatographie en genéral

et lesdifficultésliésa |’extraction et I’analyse des pesticides.

-1l serait plus utile de compléter ce travail par I’utilisation d’autres techniques d’extraction

telle que la SPME ou le Quechers.

- il serait intéressant aussi d’étudier la depollution des eaux polluées par les pesticides par

photocatal yse.
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