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Introduction générale
Au cours des derniéres décennies, un nombre important de produits pharmaceutiques a usage

humain et vétérinaire a été détecté dans le milieu aquatique [1].

La présence des substances pharmaceutiques dans I’environnement a été signalée pour la
premiéere fois en 1976 a Kansas city, aux Etats-Unis, ou de 1’acide clofibrique a été détecté dans
les eaux usées traitées [2], ce qui a incité la communauté scientifique a développer un vif intérét
pour la pollution du milieu aquatique causée par le rejet de produits chimiques industriels et
agricoles [3], et de confirmer la présence de ces produits dans toutes les parties du milieu

aquatique mondial.

En effet, les antibiotiques comme 1’amoxicilline qui est couramment le plus utilisé [4] figurent
parmi les produits pharmaceutiques les plus résistants aux traitements biologiques et donc ne
sont pas entierement éliminés par les stations dépuration classiques. En outre, leur
utilisation illimitée a quelque fin dans n’importe quel pays a le potentiel d'avoir un impact sur la

santé humaine et animale a I'échelle mondiale [5,6,7].

Par ailleurs, la surveillance de ces substances pharmaceutiques dénommeées « contaminants
émergents » est nécessaire dans les différents compartiments environnementaux spécialement
dans la matrice aquatique (par exemples : les eaux de surface et les eaux souterraines) a des
concentrations pertinentes (de quelques ng/L a quelques pg/L) et cela en utilisant des méthodes
avancées telle qu’une chromatographie liquide a haute performance. Avant cette analyse,
plusieurs techniques de préparation des échantillons peuvent étre appliquées, principalement
basées sur I'extraction liquide-liquide [8] ou des extractions plus compliquées telles que la phase
solide [9,10,11,12].

La présente étude propose une évaluation de dosage de I’amoxicilline dans les eaux usées. Ce

manuscrit est scindé en quatre chapitres :

e Le chapitre I rassemble les informations essentielles concernant la molécule étudiée et ses
propriétés physico-chimiques, les Antibiotiques et leurs principales familles, aprés une

description des substances pharmaceutiques ainsi que leurs classes thérapeutiques.
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e Le chapitre Il décrit les contaminants émergents en citant leurs sources, leurs occurrences
et leurs devenirs dans 1’environnement ainsi que leurs impacts sur la faune et la flore en
faisant un point sur la toxicité de I’amoxicilline dans le milieu aquatique

e Le chapitre Il regroupe et décrit les méthodes d’extraction et d’analyse des produits
pharmaceutiques telles que la micro-extraction liquide-liquide dispersive et 1’analyse par
chromatographie liquide a haute performance ainsi que leur principe de fonctionnement.

e Le chapitre IV est consacré a la description des dispositifs expérimentaux et les
techniques  analytiques utilisées  dans le cadre de ce  travail.

e Le chapitre IV est dédié aux résultats et discussions

e Le mémoire s’achéve par une conclusion générale
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I.1. Introduction

Les substances pharmaceutiques sont des molécules possédant des propriétés curatives,
préventives ou administrées dans le but d'établir un diagnostic [13]. Elles sont classées selon
I’effet pour lequel elles sont congues (antibiotiques, analgésiques...), selon leur structure
chimique et selon leur mode d’action (anti-métabolites ou agents alkylants) [14]. Leurs
propriétés physicochimiques leur conferent des capacités de franchissement des membranes

biologiques (parmi les antibiotiques : Amoxicilline) [15].

1.2. Définition des substances pharmaceutiques

Les substances pharmaceutiques sont des molécules biologiquement actives possédant un mode
d’action particulier sur le corps humain et sur les animaux [13]. Elles sont utilisées pour la
prévention, le diagnostic ou le traitement des maladies et pour restaurer, corriger ou modifier des
fonctions organiques chez I’homme ou 1’animal [13]. Les substances pharmaceutiques incluent
plus de 4000 molécules avec de différentes propriétés physicochimiques et biologiques et surtout
avec des modes d’action biochimique distincts [16]. Selon I’effet recherché, les substances
pharmaceutiques peuvent étre des antibiotiques, des antidépresseurs, des anti-inflammatoires, des

bétabloquants, des bronchodilatateurs, des hypolipémiants, des hormones ...etc [17].

1.2.1. Antibiotiques
1.2.1.1 Définition

C’est toute substance chimique produite par un microorganisme susceptible d’étre obtenue par la
synthese et qui a la propriété soit d’inhiber la croissance bactérienne en bloquant leur
métabolisme par perturbation de la synthése protéique (Bactériostatique), soit de les tuer par
destruction de leur structure membranaire (Bactéricide) [25].

1.2.1.2. Principales familles d’antibiotiques

Parmi les principales familles d’antibiotiques on cite [26] :

e Phénicols
Le chloramphénicol est extrait a I’origine de streptomycines, il est maintenant obtenu par
synthése, il est bactériostatique pour de nombreuses especes Gram positif et Gram négatif [27].

Le chloramphénicol est I’antibiotique des salmonelles et des infections graves [28].
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e Macrolides
Les plus importants sont 1’érythromycine et la spiramycine, ce sont des antibiotiques produits par
streptomycines [29]. Ils sont faiblement toxiques, ils peuvent remplacer la pénicilline chez les

personnes allergiques, sensibles [30] ou encore chez les femmes enceinte [31].

Ces antibiotiques sont actifs sur certaines bactéries Gram positif. lls sont indiqués dans les
infections du nez, de la gorge et des oreilles, ainsi que les infections des bronches et des

poumons, de la peau, des organes génitaux et de la bouche [32].

e Pénicillines ou Béta lactames
La pénicilline est I'un des rares antibiotiques produits par des moisissures qui n’est pas toxique

et qui posséde des utilisations thérapeutiques [33].

Les B-lactamines incluant les pénicillines et les céphalosporines ont un noyau -lactame instable
chimiquement qui subit facilement une hydrolyse ; pour cela ils ne sont pas souvent détectés

dans I’eau environnementale [34].

Les antibiotiques sont regroupés selon leur structure chimique ou bien par leur mécanisme

d’action. Le tableau I. 1 suivant résume les plus importantes familles d’antibiotiques [35].

Tableau 1.1 : Les principales classes d’antibiotiques [35].

Familles Exemples

Amoxicilline

Les pénicillines ou Béta-lactames

Les phénicoles Chloramphenicol

Les macrolides Erythro-mycine A

1.2.3. Amoxicilline
L'amoxicilline est un médicament semi-synthétique, qui appartient a une classe d'antibiotiques
appelée les pénicillines (antibiotiques B-lactames) [36]. Ce médicament s'est révélé efficace

contre un large éventail d'infections causées par des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, il
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est utilisé pour le traitement et la prévention des infections respiratoires, gastro-intestinales
urinaires et cutanées en raison de ses propriétés pharmacologiques et pharmacocinétiques
[37,38,36]. Outre son utilisation en médecine humaine, I'amoxicilline est également utilisée pour
traiter et prévenir les maladies animales [39,40]. Utilisée comme stimulateur de croissance pour
de nombreux animaux domestiques et de consommation, y compris les chiens, les chats, les
pigeons, chevaux, poulets de chair, porcs, chévres, moutons, veaux en pré-ruminants, bovins et
poissons [39,40].

1.2.3.1. Propriétés physico-chimiques de I’amoxicilline

a. lonisation

L’amoxicilline est une molécule amphotére : les valeurs de pKa de ces groupes donneurs de
protons respectivement (-COOH et —OH) et celui de son groupe receveur de protons (-NH2) sont
respectivement de 2,4 et 7,4 et 9,6 [41, 42].

b. Hydrosolubilité et liposolubilité

La capacité de la molécule a se solubiliser dans 1’eau et les lipides est la propriété physico-
chimique qui favorise I’absorption. Il est établi que les molécules liposolubles traversent plus

facilement la membrane cytoplasmique que les molécules polaires [43].
c. Stabilité en milieu acide

L’amoxicilline en solution est de moins en moins stable & mesure que sa concentration
augmente. La structure de 1’amoxicilline permet de conférer une stabilité au noyau B-lactame en
milieu acide ce qui permet de favoriser son usage thérapeutique [44]. Cette substance possede
une caractéristique qui favorise son utilisation par rapport a celle de I’ampicilline, dont la

biodisponibilité orale est moins élevée [44].
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Tableau 1.2 : Quelques propriétés physico-chimiques de I’amoxicilline [45]

NH, i
i AN

o HO™ N
Amoxicilline
Formule moléculaire C16H25N308S
Masse moléculaire 365.4g/mol
Solubilité dans I’eau 0,958¢g/L
Surface polaire 161 A°2
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11.1. Introduction

Ces derniéres années, la détection de produits pharmaceutiques dans les cycles hydrologiques
urbains a des concentrations pertinentes pour l'environnement a suscité une attention accrue de
différentes organisations scientifiques [46]. En effet, la présence de ces résidus pharmaceutiques
a été signalée dans 71 pays a travers le monde [17]. Les produits pharmaceutiques ont
principalement été repérés dans les eaux de surface et les effluents d’eaux usées, mais ils ont
aussi été décelés dans les eaux souterraines, le fumier et d’autres compartiments
environnementaux [47]. Plus de 600 substances pharmaceutiques actives (ou leurs métabolites et
leurs produits de transformation) ont été découvert dans 1I’environnement [48].

L’occurrence des antibiotiques et des médicaments antirétroviraux est particulierement
préoccupante pour l'environnement a cause de leur propagation potentielle de la résistance aux
antimicrobiens et de leur toxicité pour les organismes aquatiques sensibles [49].

La figure 11.1 suivante présente le nombre de produits pharmaceutiques détectés dans différents

milieux aquatiques a 1’échelle mondiale [17].
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Figure 1.1 : Nombre de produits pharmaceutiques détectés dans les eaux de surface, les

eaux souterraines, I’eau du robinet et/ou I’eau potable [17].

I1.2. Contaminants émergents présents dans I’environnement

11.2.1. Définition et exemples

Les contaminants émergents sont généralement des substances dont la source est nouvellement
identifiée ou une voie alternative vers I'nomme [50]. Parmi les différents polluants émergents
dans l'environnement, l'atrazine (herbicide), I’amoxicilline (un antibiotique) et le paracétamol
(un analgésique). Ces derniers ont été choisis comme des molécules modéles pour la discussion
et I'examen critique en raison de leur présence répandue, de leur bioaccumulation et de leurs
effets néfastes sur I'environnement aquatique et I'homme [50]. Parmi ces contaminants retrouvés

dans I’environnement, on cite :

e Atrazine (ATZ)

L'atrazine est la substance active d'un produit phytopharmaceutique appartenant a la famille
chimique des triazines qui a un effet herbicide. 1l est largement utilisé en I'agriculture pour lutter
contre les mauvaises herbes dans diverses cultures, telles que le mais, le sorgho et la canne a
sucre [51,52].
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e Amoxicilline (AMX)

L'amoxicilline, un antibiotique béta-lactame appartenant a la famille des pénicillines est utilisé
pour traiter les infections microbiennes en empéchant la croissance des protozoaires, des

bactéries et des champignons [53,54].
e Paracétamol (PCM)

Le paracétamol, également connu sous le nom d'acétaminophene, est un composé chimique
utilisé comme analgésique (antidouleur) et antipyrétique. Il est I'un des médicaments les plus

couramment utilisés et prescrits dans le monde [55].

I1.3. Sources de produits pharmaceutiques dans ’environnement

Les stations d’épuration des eaux usées (STEP) sont la principale source de dispersion de
composés pharmaceutiques a usage humain dans 1’environnement a partir de la collecte réalisée
par les réseaux d’assainissement [56]. En général, les concentrations mesurées dans les effluents

des STEP sont de quelques ng/L a quelques pg/L [56].

Les produits pharmaceutiques peuvent pénétrer dans l'environnement a partir de diverses
sources, telles que les rejets domestiques et hospitaliers (les fuites d'eaux usées domestiques), les
effluents industriels, le ruissellement agricole, et les stations d'épuration municipales [50,57]

comme D’illustre la figure I1.2 qui suit :
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Figure 11.2 : Différentes voies d’entrées des médicaments humains dans I’environnement

[58]

11.3.1. Usage domestique et hospitalier

Aprés administration, les produits pharmaceutiques sont absorbés, métabolisés (par le corps),
ensuite excrétés soit sous une forme active inchangée soit sous la forme d’une substance
métabolisée [59]. Les eaux usées municipales collectent toutes sortes de produits
pharmaceutiques humains administrés dans les ménages, les hépitaux et dans les soins aux
personnes ageées, ainsi que les médicaments non utilisés (éliminés de facon inadequate) [60]. Les
produits pharmaceutiques contenus dans les eaux de rejets ne sont pas entierement éliminés dans
les installations de traitement des eaux usées (procédés par boues activées) [60]. Les taux
d’abattement (ou taux d’élimination) de certains produits pharmaceutiques varient entre moins
de 20% comme par exemple pour le propranolol (bétabloquant) et plus de 80% (notamment les

cestrogenes) [60].
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11.3.2. Usage industriel

Les rejets d’usines de fabrication ou de conditionnement de médicaments constituent la seconde
source de rejets de produits pharmaceutiques dans 1’environnement [61]. Les usines de
production de médicaments dispersent dans leurs effluents des quantités importantes de
substances pharmaceutiques (par exemple des antibiotiques) [37]. Des concentrations
d’antibiotiques pouvant dépasser 1 mg/L ont été détectées dans des effluents de certaines usines
de production. Ces concentrations ont un impact majeur sur la flore microbienne

environnementale [37].

En cas de mauvais traitement des effluents, ces rejets peuvent engendrer des pics de pollution

localisée surtout dans les pays en voie de développement [58].

11.3.3. Usage vétérinaire

Les produits pharmaceutiques vétérinaires utilisés dans 1’élevage animal sont rejeteés dans les sols
dans lesquels le fumier est utilisé comme engrais [62]. Avec le temps, les résidus de ces
médicaments s’accumulent dans le sol ou s’écoulent dans les eaux souterraines ou dans les eaux
de surface ; ils peuvent également étre assimilés par les plantes [62]. Les produits
pharmaceutiques vétérinaires utilisés dans 1’aquaculture fournissent une entrée directe dans les

eaux de surface [63].

I1.3.4. Stations d’épuration des eaux usées STEP

La présence de produits pharmaceutiques dans les eaux useées des STEP est due a la
métabolisation incompléte de ces produits dans le corps humain et leur rejet via les urines et les
feces [64]. Les eaux usées urbaines sont ainsi un vecteur important de médicaments et de leurs
métabolites vers les STEP [64]. De plus, plusieurs études se sont intéressées a la présence des
produits pharmaceutiques dans les affluents et les effluents de STEP et ont constaté que
I'tlimination de ces produits est incompléte [65,66,46,67]. Le tableau (I1.1) ci-dessous regroupe

quelques exemples de concentrations recueillies dans la littérature :
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Tableau I1.1: Concentrations recueillies dans la littérature d'une sélection de produits

pharmaceutiques en entrée et en sortie de STEP [65,46,67,48]

Composés Entrée de STEP (ng/L) Sortie de STEP (ng/L)
Amoxicilline 0,19 —0,28° 0.0072

Carbamazépine 1200% 1200 15780¢ 1040% 1000 < 5 — 4600
Diclofénac 1000%; 1004”; 750° 800%; 627°; 200°
Ibuproféne 37000% 11179°; 12000° 3600% 251°; 800°
Paracétamol 292093" 64°

a\Verlicchi et al., 2012 : ®Pomies, 2013 : “Budzinski et al., 2009 : %Luo et al., 2014

I1.4. Occurrence des produits pharmaceutiques

Le rejet des substances pharmaceutiques et de leurs métabolites conduit a leur accumulation dans
le milieu aquatique [68,69]. Les études menées sur I’occurrence et les effets de ces polluants
émergents dans I'environnement aquatique révélent leur présence dans les eaux usées, les eaux de
surface, les eaux souterraines [70] et I’eau potable [71] avec des quantités variables. La présence
de certains produits pharmaceutiques dans les eaux de surface, les eaux usées et I'eau de mer de

quelques pays a été mise en évidence comme le démontre le tableau I1.2.

A titre d’exemple, KEMPER.N a procédé au dosage de I’amoxicilline dans les eaux de surface

au Maroc, les concentrations retrouvées se situaient entre 158 et 4107ng/L [59].
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Tableau 11.2 : Occurrence des produits pharmaceutiques dans les milieux aquatiques [70]

Type d’eau Pays Polluants Concentrations Références
(ng/L)

Eaux de surface Riviére Sebou, | Amoxicilline <158.3-4107 [59]
Maroc

Eaux usées STEP de Paracétamol 3914 [74]
Toscane, Italie Amoxicilline 2002

Eaux Aquiféres  peu | Bisphénol A 71.1 [56]

souterraines profonds du Nil, | Amoxicilline 44-6490
Egypte paracétamol 1-188

Eaux de mer Méditerranée Amoxicilline <5.0-127.8 [64]
orientale
Mer, Gréce
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11.5. Devenir des produits pharmaceutiques dans les STEP et dans

I’environnement

I1.5.1. Voie d’élimination dans les STEP

Le devenir des composés pharmaceutiques dans les STEP est controlé par des facteurs
intrinseques, liés aux molécules, et extrinséques, spécifiques a la STEP [75,48]. Les facteurs
internes comprennent les caractéristiques des composés : 1’hydrophobicité, la biodégradabilité et
la volatilite [75,48]. Par exemple, les composés polaires et non volatils sont plus susceptibles
d’échapper aux procédés de traitement des eaux usées [75,48]. Les facteurs externes, quant a
eux, sont liés aux conditions de mise en ceuvre des procédés de traitement, au mélange de
micropolluants qui peut avoir un effet de synergie comme un effet inhibiteur du traitement, ainsi

qu’a la nature des eaux usées (pH, température, ...) [75,48].

I1.5.2. Voie d’élimination dans ’environnement aquatique

Lors de leur passage & travers différentes matrices de I’environnement telles que les eaux de
surface, les sols et les eaux souterraines, les composés pharmaceutiques, leurs métabolites et
leurs produits de dégradation formés par les différents procédés de traitement des eaux sont
transformés davantage par des processus biologiques et physico-chimiques en partie similaires a

ceux observés dans les STEP [77].

11.5.2.1. La photo-dégradation
Dans les eaux naturellement ensoleillées (rivieres, mers) la photo-dégradation est considérée
comme la voie principale de dégradation des molécules photosensibles qui peut naturellement

atténuer la concentration des produits pharmaceutiques [78].

De nombreux médicaments sont connus pour étre dégradables par la lumiere du soleil [73,64]. A
titre d’exemple, le diclofénac est rapidement dégradé par photolyse directe tandis que certains
composés pharmaceutiques sont connus pour étre peu photolysables, comme les benzodiazépines
[79,80,81].

I1.5.2.2. L’hydrolyse
L'hydrolyse chimique est l'une des principales voies de transformation des contaminants
organiques dans le milieu aquatique, car I'eau est un réactif omniprésent dans I'environnement

qui peut déclencher des réactions successives [82]. Bien que I'hydrolyse se produit en fonction
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du pH et de la température, d'autres substances présentes dans I'environnement comme la matiere
organique dissoute peuvent influencer I'nydrolyse des contaminants organiques dans les
systéemes aquatiques [83]. Les structures moléculaires de nombreux produits pharmaceutiques
contiennent des groupements fonctionnels hydrolysables comme les esters, les amides, les imides

et les halogenes qui sont impliqués dans la dégradation hydrolytique [84].

11.5.2.3. La biodégradation

Les microorganismes présents dans les eaux de surface sont également impliqués dans les
processus d’atténuation de la contamination des milieux aquatiques. En effet, ils peuvent
dégrader les composés organiques par I’intermédiaire de deux voies : la biodégradation directe
pendant laquelle les micropolluants sont utilisés comme source d’énergie pour la croissance
bactérienne via des réactions d’oxydoréduction ou de fermentation ; et le co-métabolisme ou les
contaminants n’entrent pas dans le processus de croissance des microorganismes mais sont

dégradeés du fait de leur activité métabolique par une réaction enzymatique [85].

11.6. Danger et toxicité des produits pharmaceutiques

Les produits pharmaceutiques ont été spécialement congus pour maximiser leur activité
biologique a faibles doses et pour cibler certains mécanismes métaboliques, enzymatiques ou
cellulaires [86]. Ces produits peuvent donc se révéler potentiellement actifs dans des organismes
non-ciblés, involontairement exposés a des résidus de médicaments dans leur environnement

naturel, augmentant ainsi le risque d'effets écotoxicologiques [86].

Les effets potentiels des produits pharmaceutiques sont 1’antibiorésistance et la perturbation

endocrinienne.

11.6.1. Antibiorésistance

L'antibiorésistance est la capacité d'une bactérie a résister vis a vis a lI'action d'un antibiotique.

A titre d’exemple, la bactérie Klebsiella pneumoniae présente dans certaines infections urinaires
est d’une résistance de 16% aux céphalosporines (antibiotique). Les résistances bactériennes
engendrent des difficultés dans le traitement de différentes maladies bactériennes
fréquentes comme dans la cystite de la femme adulte, mais aussi dans 1’otite du nourrisson

ou la pneumonie [87].
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11.6.2. Perturbation endocrinienne

Certains produits pharmaceutiques ont une fonction endocrinienne, c’est a dire qu’ils affectent le
systeme hormonal [88]. A titre d’exemple, les contraceptifs, certains traitements contre le cancer,
les médicaments pour le traitement des maladies du systeme nerveux ...etc. Il a été découvert que
certains produits pharmaceutiques perturbateurs du systeme endocrinien ont des effets nocifs sur
la faune et la flore méme a de tres faibles concentrations, comme par exemple la féminisation de

poissons males [88].

I1.7. Cas de I’écotoxicité de I’amoxicilline

11.7.1. Définition

Les antibiotiques tels que I’amoxicilline qui atteignent l'eau potable peuvent provoquer une

allergie extréme aux espéces sensibles, dont les étres humains [89, 90].

L'amoxicilline est une menace pour la vie terrestre et aquatique, mais les données disponibles sur
sa toxicité pour les étres vivants sont limitées [91]. Elle est largement utilisée sur les animaux,
par conséquent, il est a noter que les résidus damoxicilline dans les animaux destinés a

I'alimentation sont la cause d'une préoccupation mondiale [92].

I1.7.2. Toxicité de I’amoxicilline dans ’environnement aquatique

Dans l'environnement aquatique, les antibiotiques et notamment I’amoxicilline, créent un
déséquilibre écologique en produisant des effets toxiques sur les organismes aquatiques, alterent
la croissance des plantes, modifient les rapports sexuels chez les animaux supérieurs et

provoquent des anomalies dans I'anatomie de nombreux organismes [93].

Les rapports d’enquéte de la littérature sur I’effet de 1’amoxicilline sur la flore et la faune
aquatiques sont rares, ce qui est di a la faible toxicité de I’amoxicilline car de nombreux cas sont

associés a une valeur EC50 allant jusqu’a 1000 mg/L [94].

Dans les milieux aquatiques, peu d'études ont rapporté les effets de I'amoxicilline chez les
poissons, probablement parce qu'elle n'est pas décrite comme une substance toxique importante
dans la littérature scientifique rapportant qu’une exposition de 15minutes pour Daphnia magna

était supérieure a 1000 mg/L [95]. Le tableau 1.3 résume la toxicité de lI'amoxicilline
sur I'écosystéme aquatique.
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Tableau I1.3: Toxicité de I’amoxicilline sur I’écosystéeme aquatique

Les organismes aquatiques | Durée de | Concentrations Références
I’exposition

Daphnia magna (crustacé) 15 min >1000 mg/L [95,96]

Oryzias latipes ou Médaka | 15 min >1000 mg/L [95,96]

(poisson)

Vibrio fischeri (Bactérie) 15 min 3597 mg/L [95,96]

Microcystis aeruginosa | 7jours 0.0037 mg/L [95,97]

(cyanobactérie)

Synechococcus leopoliensis | 96 h 1.56 pg/L [98]

(cyanobacteries)

Danio rerio (poisson) 48 h 132.4 mg/L [96]

Spirodeka polyhiza 7 jours 0.089 ug/ L [99]

(Espece d’herbe)
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La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

111.1. Définition

C’est une technique instrumentale trés utilisée dans les laboratoires d’analyse. Elle permet de
séparer les composants d’un mélange non volatile, thermosensible, de polarités différentes afin
de les identifier et les quantifier [13,14]. C’est une technique d'analyse a la fois qualitative et
quantitative, [13,14] tres utilisée en chimie analytique puisqu'elle permet une étude précise et
compléte d'une espéce chimique [13,14]. Elle met en ceuvre, selon la nature des interactions entre
la phase stationnaire, la phase mobile et I’échantillon analysé, des phénoméenes de partage,
d’adsorption, d’échange d’ions ou d’exclusion [13,14]. La figure I11.1 représente une installation
d’un appareil HPLC.

solvants
(phasa mobile) 1 FRW AN

l F
dégazeur 2

|

pompe 3

Injecteur 4

|

colonne
thermostatée

|

détectaur b

(3]

micro-oradinateur

Figure I11.1 : Installation en HPLC [112]

I11.2. Caractéristiques
Les techniques chromatographiques modernes sont caractérisées par leur critere de haute

performance, haute résolution et grande vitesse d’analyse [109].

Dans un dispositif chromatographique, la grande résolution est le résultat de la combinaison de
deux termes : grande efficacité et grande sélectivité [107] d’ou la requise de la HPLC pour les

séparations difficiles.
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De plus, les particules des phases stationnaires sont tres petites de 2 a 20 mm et le remplissage se
fait a une trés grande pression de 10-12 000 KPa [110, 111] d'ou la nécessité d'une colonne en
métal (acier inoxydable) [110]. Plus une particule est petite, plus le rapport surface/poids est
grand. Le remplissage haute pression permet d'introduire une plus grande quantité de la phase

stationnaire dans la colonne [111].

111.3. Appareillage et fonctionnement

Les composantes principales d'un systeme HPLC sont indiquées ci-dessous [111] :
e Réservoir de solvant (éluant)

C’est la phase mobile contenant plusieurs flacons de solvant en quantité suffisante qui sont

disponibles pour pouvoir séparer deux substances a l'aide de la pompe doseuse.
e Pompe

Elle est équipée d’un systeme de gradient qui permet de programmer la nature du solvant. Les

pompes actuelles ont un débit variable de quelques pl a plusieurs ml/min.
e Vanne d'injection

Il s'agit d'un injecteur a boucles d’échantillonnage. Il existe des boucles de différents volumes. Le
volume de la boucle est choisi en fonction de la taille de la colonne et de la concentration supposée
des produits a analyser. Le systeme de la boucle d'injection permet un volume d’injection constant,

ce qui est important pour I'analyse quantitative.
e Colonne

Une colonne est un tube construit dans un matériel le plus possible inerte aux produits
chimiques, souvent en inox ou en verre. Sa section est constante, de diametre compris entre 4 et
20 mm pour des longueurs généralement de 15 a 30 cm. Au-dela, les importantes pertes de

charges exigeraient des pressions de liquide beaucoup trop élevées.

e Phase stationnaire
v La phase normale : Cette phase est constituée de gel de silice (matériau tres polaire pour
lequel il faut utiliser un éluant apolaire). Ainsi lors de l'injection d'une solution, les produits

polaires sont retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaires qui sortent en téte.
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v La phase inverse : L'interaction plus ou moins forte entre la phase mobile et la phase
stationnaire ou a polarité inversée se répercutent sur les temps de rétention des solutés. La polarité

de la phase stationnaire permet de distinguer deux situations de principe :

-Si la phase stationnaire est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire la chromatographie
est dite en phase normale ;

-Si la phase stationnaire est trés peu polaire, on choisira une phase mobile polaire, c'est la
chromatographie en phase inverse. En modifiant la polarité de la phase mobile, on agit sur les

facteurs de rétention k des composés.

e Détecteurs

Deux types de détecteurs sont classiquement utilisés :

v Détecteur UV-visible : il mesure I'absorption de la lumiére par le produit a la sortie de la
colonne.

v Réfractometre : il mesure la variation de l'indice de réfraction du liquide a la sortie de la
colonne.

I11.4. Principe

Il s’agit d’une technique de migration différentielle des composants d’un mélange, entrainés a
travers une phase mobile et en passant sur une phase stationnaire qui présente des affinités
distinctes pour chaque composé a séparer [114].

Les composés chimiques du mélange, qui ont une affinité différente pour la silice, sont plus ou
moins retenus : par un phénoméne appelé rétention, les composés sont séparés et non pas a la
méme vitesse de passage du pilier. Un détecteur ainsi qu'un enregistreur détermine l'ordre et le
temps de sortie de chaque espece. Ainsi un chromatogramme est obtenu. Chaque pic correspond a
la présence dun compose, apres réalisation de chromatogrammes standards dans les mémes
conditions, la nature chimique de chaque mélange initial peut étre retrouvée par son pic

caractéristique.
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Vers
enregistreur

injecteur

Réserve de liquide
phase mobile

Figure 111.2: Principe de fonctionnement de la chromatographie liquide a haute
performance [1].
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e |V.1. Matériel

Ce travail entre dans le cadre d’une approche qui a pour objectif: le dosage
® : e .
d’AMOXICILLINE ~ dans les eaux de rejets par HPLC. L’étude a été réalisée au niveau des

laboratoires situé¢s au bloc 11 de génie des procédés a I'université de Béjaia, campus Targa

Ouzemour.

Le matériel employé durant cette étude est le suivant :
Verrerie :

-Entonnoir

-Pipettes de 5ml et 10ml

-Fioles jaugées de 50ml, 100ml et 1L
-Béchers de 25ml, 50ml et 1L
-Eprouvette graduée de 50ml
-Erlenmeyer de 3L

-Seringues en verre

-Barreaux magnétiques
Appareillage et équipement :
-Balance

-PH métre

-Conductimétre

-Agitateur magnétique
-Centrifugeuse

-Appareil HPLC
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Autres :

-Tubes coniques de 15ml
-Filtres a seringue 0,45 um
-Papier filtre

-Micropipette 2-1000pL
-Pissette a eau

-Micro pissette

-Seringues

-Spatule

IV.2. Produits chimiques

Au cours de cette étude, divers produits chimiques ont été employés. Ces derniers sont illustrés

dans le tableau (IV.2.) suivant :

Tableau V.1 : Produits chimiques utilisés

Produits Formules chimiques
Amoxicilline C16H19N305S

Acide phosphorique H3PO,

Acide chlorhydrique HCL

Hydroxyde de sodium NaOH
Dichlorométhane CH.CL;

Methanol CH3OH

Phosphate monopotassique KH,PO,

Acétonitrile CHiCN
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AN : Les solutions ont été préparées avec de 1’eau distillée ultra pure (d’une conductivité

inférieure a 2S/m).
1V.2.1. Amoxicilline

L’amoxicilline employé durant cette expérience est une poudre pour solution injectable comme

le montre la figure I1.1 ci-dessous. Sa formule est mentionnée sur son emballage comme suit :

o Flacon : amoxicilline sous forme de sel de sodium (1g)
o Ampoule de solvant .M
o Alcool Benzylique (150 mg)

o Eau p.p.i (préparation pour injection) gsp (quantité suffisante pour) 5ml

Figure 1V.1: AMOXICILLINE ® 19 (poudre pour solution injectable).

1V.3. Méthode d’extraction

IVV.3.1. Micro extraction liquide-liquide dispersive (DLLME)

C’est une technique de chimie analytique utilisee pour déterminer la présence des composes
organiques dans un milieu liquide et les extraire [100]. C’est aussi une nouvelle technique de
préparation d’échantillons offrant des facteurs d’enrichissement élevés a partir de faibles
volumes d’échantillons d’eau. Cette méthode a été largement acceptée en raison de plusieurs
avantages, notamment la simplicité, le faible colt et la facilit¢ de développement, ce qui I’a

rendu  accessible a  pratiquement tous les laboratoires  d’analyse  [101].
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IVV.3.1.1. Principe
Dans un protocole DLLME typique, un solvant d'extraction est mélangé avec un solvant
dispersif et ce mélange de solvants est ensuite rapidement injecté dans I'échantillon aqueux.
L'injection rapide du mélange solvant d'extraction-dispersion produit une solution trouble formée
de microgouttelettes de solvant d'extraction dispersé dans I'échantillon aqueux comme illustré sur
la figure (1V.2) [102].

La formation d'une solution/émulsion trouble permet la séparation instantanée des analytes de la
solution aqueuse échantillon dans la phase d'extraction [103]. Ceci est réalisé par la grande
surface relative a I’extraction liquide-liquide (LLE) créé par les nombreuses microgouttelettes.
La solution nuageuse est ensuite centrifugée, ce qui brise I'émulsion en un systeme biphasé

permettant une récupération facile de I'extraction [104].

Afin de réaliser une extraction DLLME, certaines conditions doivent étre remplies. Le solvant
d'extraction doit étre non miscible avec I'eau, miscible avec le solvant de dispersion et doit

montrer une grande affinité pour les analytes cibles [104].

Dans ce qui sera appelé ci-aprés « DLLME traditionnelle », le solvant d'extraction est
typiquement plus dense que l'eau tel qu’il formera une "phase sédimentée" lors de la
centrifugation pour une collecte facile avec une aiguille de seringue fine. A l'inverse, le solvant
dispersif doit étre miscible a la fois avec le solvant d’extraction et l'échantillon aqueux.
Idéalement, le solvant d’extraction sera compatible avec la technique analytique utilisée ; sinon
I’évaporation du solvant d'extraction et la reconstitution dans un solvant approprié est nécessaire

[103].
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Injection
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(contenant anahvte) de solvant dispersf (dispersion) apres cenfrifagation de phase dexctraction
contenant un sédmentée
solvant d estraction

Figure.lV.2 : Schéma de la technique de la micro-extraction liquide-liquide dispersive

[104]

IV.4. Prélevement et préparation des échantillons

e FEchantillon 1

Les eaux usées du point 1 au niveau de 1’Oued traversant le campus Targa Ouzemmour de
I’universit¢ de Béjaia (voir la figure 1V.3) et dont les coordonnées GPS sont 36,750434,

5,033727 sont prélevés a 1’aide d’un bidon rattaché a une corde le 22 juin a 9h29.
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{
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Cacher la carte

Figure IV.3 : Site de prélévement des échantillons d’eaux usées

Cependant, ces eaux sont transportées au laboratoire dans des bouteilles en verre ensuite sont
filtrées a I’aide d’un papier filtre afin d’¢liminer les matiéres en suspension puis versées dans des
fioles. Par la suite le pH et la conductivité¢ ont été mesurés a 1’aide d’un pH meétre et d’un
conductimeétre et dont les valeurs obtenues sont respectivement de 8,64 et 1526uS/cm. Afin de
procéder a I’extraction, le pH de 1’eau est d’abord ajusté a 6 a 1’aide des solutions d’HCI (0.1 M)
et de NaOH (1M).

e Echantillon 2

Les eaux usées du point 2 au niveau de 1’Oued traversant le campus Targa Ouzemmour de
I’université de Béjaia et dont les coordonnées GPS sont 36.749426,5.035739 sont prélevées a
I’aide d’un bidon rattaché a une corde le 22 juin 2022 a 9h34.

Ces eaux sont ensuite transportées au laboratoire dans des bouteilles en verre puis sont filtrées a
I’aide d’un papier filtre afin d’éliminer les matiéres en suspension puis versées dans des fioles.
Par la suite le pH et la conductivité ont ét¢ mesurés a 1’aide d’un pH métre et d’un conductimetre
et dont les valeurs obtenues sont respectivement de 8,76 et 1165uS/cm. Afin de procéder a

I’extraction, le pH de I’eau est d’abord ajusté a 6 a I’aide des solutions d’HCl et de NaOH.
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e FEchantillon 3

L’échantillon 3 est réalis¢ en dopant I’échantillon 1 d’eaux usées (pH=6) avec Img
d’amoxicilline préalablement pesé. Pour ce faire, 100ml de 1’échantillon 1 sont versés dans une
fiole puis 1mg d’amoxicilline y est ajouté. Le mélange est ensuite mis sous agitation pendant

10min.

% Remarque : Ces échantillons ont été recouverts avec du papier aluminium pour se protéger
de la lumiere et conservés a SC° jusqu’a leur utilisation.

e FEchantillon 4

L’échantillon 4 est préparé a partir de 100ml d’eau distillée (pH=6) versés dans une fiole
auxquels 1mg d’amoxicilline préalablement pesé est ajouté. La solution obtenue est ensuite mise

sous agitation pendant 10min.
IV.5. Protocoles experimentaux

IV.5.1. DLLME

Dans un bécher de 25ml, un mélange de solvants contenant 4ml de solvant d’extraction
(dichlorométhane) et 4ml de solvant de dispersion (méthanol) est préparé. Dans un autre bécher,

un aliquote de Sml d’échantillon est prélevé a 1’aide d’une micropipette.

A T’aide d’une seringue, le mélange de solvants est rapidement injecté dans le bécher contenant

I’échantillon de 5ml ce qui a engendré des micro gouttelettes.

Par la suite, le mélange contenant 1’échantillon et les solvants est mis sous agitation pendant 10 a
I5min afin d’homogénéiser la solution et d’améliorer le rendement de I’extraction. Le mélange
obtenu apres agitation est versé dans un tube conique de 15ml puis est mis sous centrifugation a
6000 rpm pendant 15 min afin de le séparer en deux phases bien distinctes a savoir le surnageant

et le sédiment.
IVV.5.2. Analyses HPLC

Afin de procéder a I’analyse de 1I’échantillon par HPLC, les deux phases précédemment obtenues

a savoir le surnageant et le sédiment sont séparées a 1’aide d’une micropipette dans deux béchers
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différents. En effet, le surnageant est tout d’abord prélevé et mis dans un bécher contenant
préalablement 50ml d’acétonitrile puis le sédiment est également récupéré dans 50ml

d’acétonitrile.

Les deux mélanges sont ensuite mis sous agitation puis filtrés a I’aide d’une seringue et d’un
filtre 0,45um. Enfin, les filtrats sont récupérés dans des vials préalablement rincées a

I’acétonitrile puis injectés dans I’appareil HPLC.
IVV.5.2.1. Conditions chromatographiques

Les analyses ont été réalisées sur un systeme chromatographique Dionex Ultimate 3000 équipé
d’un détecteur de type UV-Visible 3000 et d’un injecteur de type Auto sampler 3000 (voir la
figure 1V.4). Les données d’analyses ont été traitées sur un ordinateur HP. La phase mobile
impliquait un mélange de tampon phosphate, PH=4.8 et d’acétonitrile (95/5, v/v), pompé a un

débit de 1.3ml/min a travers une colonne C18.

Figure 1V.4 : Appareil HPLC utilisé
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Les conditions chromatographiques sont résumées dans le tableau 3.3.1 ci-apres :

Tableau 1V.2: Les conditions chromatographiques

Chromatographe Dionex Ultimate 3000
Colonne C18

Phase mobile Phosphate-Acétonitrile
Injecteur Auto sampler 3000
Détecteur UV-Visible 3000

IV.6. Préparation des solutions

IV.6.1. Préparation de la phase mobile

La phase mobile préparée est composée de phosphate monopotassique et d’acétonitrile (95/5,

vIv).

Pour ce faire, 2,72g de phosphate monopotassique (KH,PO,) sont dissous dans une fiole
contenant 1L d’ecau distillée ultra pure. La solution obtenue est ensuite mise sous agitation

pendant 30min et le pH est ajusté a 4,8 a ’aide de 1’acide phosphorique (H3POy).

Par la suite, Sml de cette méme solution sont prélevés et remplacés par Sml d’acétonitrile afin

d’obtenir 1L de solution contenant 95ml de tampon phosphate et Sml d’acétonitrile.

L’opération est répétée une deuxiéme fois afin d’obtenir au total 2 litres de phase mobile.
1V.6.1.2. Préparation de la courbe d’étalonnage

Afin de préparer la courbe d’étalonnage, une premicre solution appelée solution mere « CO » est
préparée en ajoutant 10mg d’amoxicilline préalablement pesés dans 100ml de la phase mobile

puis est mise sous agitation pendant 30min.

Par la suite, une série de dilutions est réalisée afin de préparer les solutions filles qui sont au
nombre de 6 (voir la figure 3.4.2) et dont les concentrations vont de C1 jusqu’a C6. Pour chaque
dilution, 1ml de la solution mere CO est ajouté dans 6 tubes a essais contenant respectivement 4,

9, 14, 24, 34 et 49ml de la phase mobile. Les six solutions filles sont filtrées a I’aide d’une
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seringue et d’un filtre 0,45um. Enfin, les filtrats sont récupérés dans des vials de 20pul ensuite

injectés dans le systeme chromatographique HPLC.

Figure 1V.5 : Solutions étalons filles préparées.
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V. Résultats et discussions

La méthode de dosage utilisée au cours de notre étude est ’HPLC.

L’étude HPLC incluant les étapes d’extraction utilisées (DLLME) a permis de détecter la

présence de I’amoxicilline dans les eaux de rejets analysées.
V.1. La courbe d’étalonnage

Pour tracer la courbe d’étalonnage de 'AMX Y=f(X), on a calculé les concentrations dans

chaque solution étalon.

Pour y parvenir, on a appliqué 1’équation suivante :

CoxVp=CixVy =2 Ci=(CoxVy)/V;

Avec :

Co : représente la concentration de I’AMX dans la solution mere introduite
V) : représente le volume de la solution mére introduit

C; : représente la concentration de I’AMX dans la solution fille étalon (1)
V1 : représente le volume total de la solution fille étalon (2)

Ainsi, on obtient les valeurs des concentrations correspondant a toutes les autres solutions

étalons.

Les figures (V.1, V.2, V.3, V.4, V.5, V.6) ci-dessous représentent les chromatogrammes établis

lors de la réalisation de la courbe d’étalonnage.
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Figure V.1: Chromatogramme obtenu par HPLC de la solution fille (1) ; Phase mobile :
ACN/tampon phosphate de pH =4.8 ; (95 :5; v/v) ; débit = 1.3 ml/ min; T = 25°C
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Figure V.2 : Chromatogramme obtenu par HPLC de la solution fille (2) ; Phase mobile :
ACN/tampon phosphate de pH =4.8; (95 :5; v/v) ; débit = 1.3 ml/ min; T = 25°C
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Figure V.3 : Chromatogramme obtenu par HPLC de la solution fille (3) ; Phase mobile :
ACN/tampon phosphate de pH =4.8 ; (95 :5 ; v/v) ; débit = 1.3 ml/ min ; T = 25°C
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Figure V.4 : Chromatogramme obtenu par HPLC de la solution fille (4) ; Phase mobile :
ACN/tampon phosphate de pH =4.8 ; (95 5 ; v/v) ; débit = 1.3 ml/ min ; T = 25°C
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Figure V.5: Chromatogramme obtenu par HPLC de la solution fille (5) ; Phase mobile :
ACN/tampon phosphate de pH =4.8 ; (95 :5 ; v/v) ; débit = 1.3 ml/ min ; T = 25°C
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Figure V.6 : Chromatogramme obtenu par HPLC de la solution fille (6) ; Phase mobile :
ACN/tampon phosphate de pH =4.8 ; (95 :5; v/v) ; débit = 1.3 ml/ min ; T = 25°C.

Les chromatogrammes des solutions étalons ont montre la détection des pics correspondant a la

présence de I’amoxicilline.

Le tableau suivant résume les volumes, les concentrations de I’AMX trouvés dans les solutions

filles et I’aire du pic qui correspond a chaque concentration.
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Tableau V.1 : Concentrations d’AMX trouvées dans les solutions étalons.

Volumes des | Concentrations des solutions | Aire du pic
solutions étalons (ml) | étalons (mg/ml)

5 0,02 0,4799

10 0,01 0,2475

15 0,00667 0,1537

25 0,004 0,0798

35 0,00286 0,0538

50 0,002 0,0304

Les représentations graphiques des reponses instrumentales Y (Aire du pic) en fonction des
concentrations introduites X selon la fonction Y = f(X) nous ont permis de tracer la courbe

d’étalonnage suivante :

Courbe d'étalonnage

o
<)

o
]

"
—
/

~
el

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

o
~

o
[N)

Aire du pic (mAU*min)
o
w

o
i

o

Concentrations AMX (mg/ml)

Figure V.7 : La courbe d'étalonnage obtenue
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L'équation de la droite de régression est de la forme :

Y=a*X

Ou:
Y : représente la réponse analytique (en aire du pic) ;
X : représente la concentration de I’AMX introduite (en mg/ml);
a : represente la pente
» Calcul des concentrations :

L’équation de la courbe d’étalonnage Y=23,804X nous permet de calculer les concentrations de

I’amoxicilline dans les échantillons analysés
Ona:Y=23.804X ... (1) =2 X=Y/23,804... (2)

v' Calcul des concentrations dans les échantillons :
Pour ce faire, on utilise I’équation (2)

A titre d’exemple : pour I’échantillon 1

X=Y/23,804 =»X1 = 0,0361/23,804 =0,001516552

Ainsi, cette regle est appliquée sur le reste des échantillons (voir le tableau).
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Tableau V.2 : Concentrations de ’AMX trouvées dans les échantillons analysés.

Echantillons Concentrations dans les
échantillons (mg/ml)
Surnageants | 1 0,001516552
2 0,001898841
1 dopé 0,002125693
Sédiments | 1 0,045593178
2 0,02439506
1 dopé 0,032822215
Eau distillée dopée 0,023315409

v" Concentrations avant dilution :

Lors de la préparation de I’échantillon dopé, 1mg d’amoxicilline a été introduit dans 100ml
d’eau distillée ce qui donne une concentration de 0.01 mg/ml en AMX. Pendant 1’analyse HPLC
et pour D’échantillon contenant le sédiment, une concentration de C=0.01mg/ml devait
théoriquement étre détectée, sauf que I’appareil a détecté une concentration de 1,07095446 mg/ml
(pour une aire de pic de 0.555maU*min) (voir la figure), ce qui n’est pas logique. Ceci est sans
doute da a I’absorbance causée par d’autres composés (que ce soit le dichlorométhane ou le
méthanol). Pour cela, on va prétendre que la concentration en AMX détectée aprés 1’analyse
correspond & la concentration initiale avant 1’analyse. Les résultats obtenus par ’HPLC sont
présentés dans les figures (V.8, V.9, V.10, V.11, V.12, V.13, V.14) suivantes :
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Figure V.8 : Chromatogramme obtenu par HPLC de [1’échantillon dopé (sédiment) ;
ACN/tampon phosphate de pH =4.8 ; (95 :5; v/v) ; débit = 1.3 ml/ min ; T = 25°C
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Figure V.9 : Chromatogramme obtenu par HPLC de I’échantillon 1 (surnageant)
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Figure V.10 : Chromatogramme obtenu par HPLC de I’échantillon 2 (surnageant)
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FigureV.11 : Chromatogramme obtenu par HPLC de [1’échantillon 3 (surnageant)
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Figure V.12 : Chromatogramme obtenu par HPLC de 1’échantillon 1 (sédiment)
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Figure V.13 : Chromatogramme obtenu par HPLC de 1’échantillon 2 (sédiment)
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Figure V.14 : Chromatogramme obtenu par HPLC de I’échantillon 3 (sédiment)

Donc, pour calculer les nouvelles concentrations (théoriques) on applique la régle de 3’

suivante :

A titre d’exemple : Pour 1’échantillon dopé, on a :

1,07095446 mg/ml =» 0.01mg/ml

0,02365821 mg/ml =>Ct

% AN : Ct (concentration théorique) = (0,02365821*0,01) / 1,07095446= 0,0002209 mg/ml.

La méme application numérique est réalisée pour le calcul des concentrations des autres

échantillons.

Ainsi, les résultats obtenus sont exprimés dans le tableau ci-apres :
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Tableau V.3 : Résultats obtenus des concentrations dans les échantillons analysés par
HPLC

Echantillons C : Concentrations avant | Ct: Concentrations
dilution (réelles) (mg/ml) théoriques (mg/ml)

Surnageants 1 0,02365821 0,00022091

2 0,02962191 0,00027659

1 dopé 0,03316081 0,00030964
Sédiments 1 2,09424663 0,01955495

2 1,12054641 0,01046306

1 dopé 1,50763373 0,01407748

Eau 1,07095446 0,01

distillée

dopée
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Conclusion

Notre étude expérimentale était menée sur le dosage de 1’amoxicilline dans les eaux usées en
utilisant des méthodes d’extraction et de séparation telles que la micro-extraction liquide-liquide

dispersive et la chromatographie liquide a haute performance.

Dans la premiére partie, nous avons indiqué les conditions optimales permettant de déterminer la
présence de I’amoxicilline dans les eaux de rejets et I’extraire en utilisant la méthode DLLME

avec le solvant d’extraction (dichlorométhane) et le solvant de dispersion (méthanol) (4/4, v/v).

Par ailleurs, la séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne de type C18, a
A=229 nm, une phase mobile constituée d’un mélange binaire acétonitrile-tampon phosphate

KH,PO, de ph=4.8 (95/5, v/v), a un débit de 1.3ml/min et une température ambiante 25C°.

Enfin, on peut conclure que les résultats obtenus n’ont pas répondu a toutes les exigences
¢laborées. La méthode de dosage de I’amoxicilline dans les eaux de rejets par HPLC développée
dans cette ¢tude s’est révélée invalide, car les résultats obtenus se sont avérés inadéquats, ce qui

est dii a I’absorbance des autres composés présents dans les eaux usées analysees.
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Conclusion Générale

L’étude menée dans ce mémoire a permis de dresser un état des lieux de la contamination de
différents compartiments du milieu aquatique, en particulier dans les eaux de rejets par des
résidus de produits pharmaceutiques tel que D’amoxicilline et d’évaluer le risque

environnementale associé.

En premier lieu, I’amoxicilline est I'un des antibiotiques les plus consommés dans le monde, par
conséquent, ce composé pharmaceutique pourrait étre présent a des concentrations préoccupantes
par infusion continue dans I'environnement et cela que ce soit par les déchets des usines qui les

produisent ou par son excrétion sous forme inchangée dans les urines et les feces.

L’occurrence des produits pharmaceutiques dans les STEP s’est avérée importante avec des
concentrations allant de quelques dizaines de ng/L a la dizaine de pg/L. Ces concentrations
trouvées affirment que les stations d’épuration sont incapables d’¢éliminer totalement ces

molécules.

Par ailleurs, I’accumulation de ces substances pharmaceutiques ainsi que leurs résidus a été
démontrée par plusieurs études dans divers ecosystemes aquatiques (Les eaux de surface, les

eaux souterraines, les effluents d’caux usées...ctc.)

La présence de ces contaminants dans les masses d’eau environnementale a permis de révéler

I’intérét d’évaluer le risque que peuvent présenter ces polluants.

De plus, la chromatographie liquide & haute performance semble étre un outil adapté pour la

séparation des composés, La détection et I’identification de certaines substances.

D’aprés les résultats obtenus par cette méthode, on pourrait dire qu’afin d’assurer des résultats
concrets, il est nécessaire d’établir un protocole de validation des procédures analytiques adapté

au produit étudié.
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Résumé

Alors que des progres ont été réalisés en termes de surveillance et de régulation de nombreux
contaminants organiques dans le milieu aquatique, la présence et les risques associes a leurs
produits de dégradation suscitent désormais beaucoup d’interrogations. Notamment, peu d'intérét
a été porté aux résidus de medicaments, bien que leur présence et leurs effets néfastes sur les
organismes non-ciblés soient avérés. Ce travail apporte des éléments de réponse quant a la
contamination du milieu aquatique par des produits de dégradation de médicaments (comme
I’amoxicilline), ainsi qu’une premicre évaluation des risques environnementaux associés.

Ce travail a aussi démontré que des produits de dégradation de médicaments sont présents dans
tous les compartiments du milieu aquatique étudié avec des concentrations et des distributions
variables qui dépendent de la nature du compartiment, du cours d’eau ou 1’échantillonnage a été
effectué ainsi que de la localisation du site d’échantillonnage par rapport a des zones de rejets.

Par ailleurs, on s’est intéressé au dosage de I’amoxicilline dans les eaux de rejets, en utilisant des
méthodes d’extraction et de séparation telle que la DLLME et L’HPLC.

D’apreés les résultats obtenus par les méthodes utilisées, on pourrait dire qu’afin d’assurer des
résultats concrets, il est nécessaire d’établir un protocole de validation des procédures
analytiques adapté au produit étudié.

Abstract

With progress being made in terms of monitoring and regulation of many organic contaminants
in the aquatic environment, the presence and risks associated with their degradation products are
now raising many questions. Particularly, little interest has been paid to pharmaceutical residues,
although their presence and harmful effects on non-target organisms have been proven. This
work provides answers on the contamination of aquatic environment by pharmaceutical
degradation products (amoxicillin), as well as a first assessment of the associated environmental
risks.

This work has also shown that pharmaceutical degradation products are present in all the studied
compartments of the aquatic environment, with variable concentrations and distributions which
depend on the nature of the compartment, the watercourse where the sampling was carried out as
well as the location of the sampling site in relation to discharge areas.

We were interested in the determination of amoxicillin in wastewater using extraction and
separation methods such as dispersive liquid-liquid micro-extraction and high-performance
liquid chromatography.

We concluded at the end that the method for the determination of amoxicillin in waste water by
HPLC developed in this study proved to be invalid, because the results obtained proved to be
inadequate, this is due to the absorbance of other compounds present in the wastewater analyzed.



