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| ntroduction Générale

Les pesticides sont utilisés a grande échelle dans le monde entier, notamment a des
fins agricoles, et dans certaines industries. Actuellement, plus de 480 pesticides sont
enregistrés en Algérie. Desrésidus nocifs de pesticides peuvent contaminer |’ environnement,

et particulierement les eaux, et ains entrer dans la chaine alimentaire humaine [1].

D’une fagon générale, les pesticides sont caractérisés a lafois par une toxicité aigué et
par une toxicité chronique. Les principaux dangers présentés par ces produits sont, outre leur
manque de sélectivité, la contamination des aliments qui engendre une accumulation le long
de la chaine alimentaire et celle des nappes phréatiques. En plus de leur caractere toxique, di
ala présence d'é@éments traces, certains d’ entre eux, notamment les organochlorés, possédent
des propriétés tératogenes et cancérigenes et leurs produits de dégradation peuvent étre aussi

toxiques ou méme plus toxiques que la molécule d’ origine [2].

Compte tenu de tous ces dangers, les instances sanitaires internationales ont limité
saverement leur présence dans les eaux potables. Les principales normes appliquées dans ce
domaine sont les valeurs guides de I’OMS qui sont suivies par un grand nombre de pays (dont
I’ Algérie) et la directive européenne n° 98/83 du 3 novembre 1998 qui prévoit une valeur
maximale de 0,1 pg.L™ par substance individualisée avec un maximum de 0,5 ug.L™* pour le
total des pesticides et métabolites détectés[3, 4].

Face a la multiplication et a la complexité du probleme, il est important que les
laboratoires de contrdle disposent de méthodes analytiques simples et fiables qui permettent
de doser a I'état de traces les résidus susceptibles d’étre retrouvés dans I’ environnement.
L'analyse n’est cependant possible et fiable qu' apres sa validation et apres extraction des

pesticides a partir de leur matrice.




Introduction Générale

Dans ce dernier domaine, des progres énormes ont été réalisés avec la mise au point de
nouvelles techniques telles que |’ extraction en phase solide (SPE) et la microextraction en
phase solide (SPME). Leur vulgarisation reste tributaire de leur prix de revient. C' est pour
cela que la méhode classique d’extraction liquide-liquide, malgré tous ses inconvénients,

reste une méthode de choix pour les laboratoires des pays en voie de dével oppement.

Le but de ce travail est I'optimisation de certains paramétres de la méthode
d’extraction liquide-liquide en vigueur dans I’Union Européenne pour en réduire certains
inconvénients [5]. Le choix des pesticides a éudier sest porté sur des molécules déja
détectées dans certaines eaux Algériennes et nuishbles a la santé, a savoir le 2,4- DDT €t le
4,4- DDT [6].

L’indisponibilité de la chromatographie en phase gazeuse avec un détecteur a capture
d électron, couramment utilise pour le dosage de tels pesticides, nous a pousse a mettre au
point une méthode par chromatographie de haute performance (HPLC) avec détecteur UV/
Visble.
Nous présentons dans le premier chapitre :
Des données générales sur les pedticides, leur classification, leur mode
d’emploi ainsi que leur mode d’ action;
Les différentes voies de contamination des eaux et les conséguences pour
I"homme et |’ environnement ;
Une synthése bibliographique sur les méthodes d extraction et de
concentrationdes pesticides dans les eaux ;

Les méthodes d’ analyse des résidus de pesticides y sont aussi présentées.

Dans le deuxieme chapitre, nous présentons le matériel, la méhode d’extraction
liquide-liquide et la méthode d’ analyse par HPL C utilisées.

Enfin le troiséme chapitre est consacré aux résultats expérimentaux obtenus ainsi que
leur discussion:

La mise au point de la méhode analytique, et savalidation;
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L’'optimisation des différents paramétres de I'extraction liquide-liquide, a
savoir : type de solvant, volume de solvant, temps d’extraction vitesse
d’ agitation nombre d' extractions et type d’ agitation

Une goplication de la méthode optimisée sur des échantillons d’ eaux rédlles :

ealx embouteillées, eaux de robinet et eaux de puits.




Chapitre synthése hibliographique

|. GENERALITES SUR LES PESTICIDES

Les plus anciens moyens de lutte contre les insectes sont des pesticides minéraux :
soufre (1843), bouillie bordelaise (1885), et dérivés arsenicaux (1872) [5].

C'est dans les années 40 que les premiers pesticides de synthése sont apparus sur le
marché, avec des résultats tres positifs quant a I’augmentation des rendements agricoles.
Vingt ans plus tard, les premieres accusations d'atteinte a la santé de I’homme et a
I”environnement se firent entendre [7].

Bien que bénéfique pour les cultures, I’emploi de pesticides peut provoquer de
nombreux désagréments [8] :

» Unetoxicité vis avis de |’homme et des especes non nuisibles;;
> Desrésidus et leur persistance dans la chaine alimentaire ;

> Une pollution de I’ écosysteme : sol, eau et air (pour les pesticides volatiles).

I.1. Définitions et Classification

Leterme « pesticide » provient du mot anglais ‘pest’ qui signifie tout animal ou
plante (virus, bactérie, champignon, insecte et rongeurs), nuisible pour I'homme et
I’ environnement. Ce terme est employé pour désigner un ensemble de substances chimiques
(naturelles ou synthétiques) utilisées vis-a-vis de diverses espéces animales ou végétales
considérées comme indésirablesou nuisibles [9].

Selon the Food and Agriculture Organisation (FAO), « un pesticide est une substance
ou un mélange de substances, utilisées pour empécher d'agir, détruire ou neutraliser un
ravageur, un vecteur de maladie humaine ou animale, une espéce végétale ou animale nocive
ou génante, au cours de la production, de la transformation, de |’ entreposage, du transport ou
de lacommercialisation de dérivés alimentaires, de produits agricoles, de bois et de dérivés du
bois ou d aliments pour animaux, ou encore susceptible d’étre administrée a des animaux
pour détruire les insectes, arachnides ou autres parasites a la surface de leur corps et a
I"intérieur de leur organisme »[10].

Mais le terme « pesticide » a pris par la suite une signification plus stricte et ne s éend
plus qu aux produits a usage agricole. Ainsi I'’AFNOR définit les pesticides comme étant les
substances ou préparations permettant de lutter contre les ennemis des cultures et des
produits récoltés [9]. Les pesticides sont aussi appelés produits phytosanitaires, ou encore

produits agropharmaceutiques [11].
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Actuellement, un grand nombre de produits sont commercialisés ; on compte plus de
3000 formulations (matiére active et adjuvant) [8, 9. Le tableau I.1 présente les différents

groupes de pesticides selon la cible visée.

Tableau |. 1 : Différents groupes de pesticides selon la cible visée [8, 9]

GROUPE CIBLE VISEE
Insecticides Insectes nuisibles

Herbicides Mauvaises herbes

Fongicides Champignons pathogéenes
Rodenticides Rongeurs (rats, souris)

Nematicides | Nématodes (groupe de vers parasites)

Molluscicides Limacgons, escargots, limaces
Acaricides Acariens
Avicides Oiseaux nuisibles

Il existe une autre classification qui al’intérét d'identifier un pesticide par lafamille
chimique alaquelle il appartient :
> Pesticides inorganiques ou minéraux : composés de différents éléments toxiques tels que
I’arsenic, le cuivre et le mercure.
> Pedticides organiques de synthése :
-Les pesticides organométaliqgues synthétiques: ce sont des fongicides
(organomercuriels).
- Les phénols : ce sont des fongicides utilisés pour la conservation du bois et d autres
substrats organiques.
- Les organochlorés: le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) et ses dérivés, le
HCH ( hexachlorocyclohexane), I' Aldrine et  le Toxaphene....
- Les organophosphorés : ce sont des produits utilisés comme insecticides, acaricides ou
nematicides. Ils ont une faible persistance dans le sol. On peut citer le Parathion, le
Methylparathion, leMalathion, le Fénitrothion et |e Diazinon.
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- Les Carbamates : ce sont des insecticides et quelques herbicides. La plupart sont des
esters de I’ acide N-méthylcarbonique. Il en existe une quarantaine de ros jours parmi
lesquels on peut citer : le Carbaryl, I’ Aldicarbe et e Zirane.

- Les Pyréthrinoides de synthese : la Perméthrine, la Deltamethrine et la Cyperméthrine.

- Les Triazines : le Simazine et I’ Atrazine.

- Les Amides : Diphénamide

[.2. Intérét del’utilisation des pesticides

- En agriculture, les pesticides sont utilisés: visavis dinsectes, parasites,
champignons, et herbes estimés nuisibles a la production et la conservation de
cultures et produits agricoles ains que pour le traitement des locaux.

- Dans certaines industries, en vue de la conservation de produits en cours de fabrication
(textiles, papiers), vis-a-Vvis des moisissures, dans des circuits de refroidissement vis-&
vis des algues et pour la désinfection des locaux.

- Dans les constructions, pour protéger le bois et des matériaux dans le batiment et les
travaux publics, et pour le désherbage des voies ferrées et routes.

- Dans les pays en voie de développement, certains pesticides sont également employés
a des fins sanitaires, vis-a-vis de vecteurs de maladies : paludisme, maaria, typhus, et
autres épidémies.

Les statistiques montrent qu’il existe une corrélation entre les rendements agricoles et les

quantités de pesticides utilisés. Ces chiffres sont représentés dans le tableaul. 2 [8].

Tableau |. 2 : Utilisation des pesticides et rendement des principales
cultures dans certains pays et régions [8]

Paysou Dose Rang Rendement Rang
région d’emploi mondial (tonne/ha) mondial
kg/ha (utilisation) (production)
Japon 10,80 1 55 1
Europe 1,90 2 34 2
Etats-Unis 1,50 3 2,6 3
d’Amérique
Amérique 0,22 4 2 4
latine
Océanie 0,20 5 1,6 5
Afrique 0,13 6 1,2 6
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[.3. Moded’ emploi

La matiére active n’ est généralement pas utilisée seule ; ¢’ est pour cela gu’ on parle de
préparations commerciales [12]. Elle est mélangée a des diluants et adjuvants, le mélange
global comprenant 10 a 50 % de matiere active. Le diluant peut étre solide (talc, dolomie) ou
liquide (huiles végétales, huiles de pétrole, eau) et ces adjuvants tres divers, servent
principalement a stabiliser la préparation, a favoriser la dispersion et le contact avec la matiere
sur laguelle elle est répandue. En pratique, pour | utilisation en agriculture, la pulvérisation de
liquide est la technigue la plus souvent mise en cauvre avec une proportion égale de poudres
mouillables et de solution [13].

Les insecticides sont appliqués soit sur les parties aériennes des plantes par
pulvérisation soit ala surface des sols par pulvérisation ou épandage de granulés ; ils peuvent

également étre incorporés dans les sols.

|.4. Marché des pesticides

La production mondiale de produits phytosanitaires a connu une croissance
considérable depuis la fin de la derniere guerre mondiale. Une tendance au ralentissement
S est observée depuis les années 1990 dans les pays développés; elle est liée en partie a la
découverte de substances plus efficaces nécessitant donc des quantités épandues plus faibles,
a la mise en cauvre, a I’évolution de la réglementation et & I'interdiction de certaines
substances (cas du DDT dans la plupart des pays développés) [14].

La figure 1 présente, au niveau mondial, la répartition des différentes familles de
produits. En France, les fongicides représentent 41% du marché, les herbicides
38% et les insecticides 8 %.
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Figure 1: Répartition du marché mondial 2001 par catégorie de produits [14]

Tableau |. 3 : Commercialisation des pesticides en Algérie [15]

Année 1975-1979 | 1980-1984 | 1985-1989 | 1990-1993 | 1994-1997

Valeurs |28270,2 22188,6 18064,6 8635,5 8328,5
(tonne)

En Algérie, la consommation des pesticides est exprimée a travers les quantités de
produits commercialisés. Elle est représentée dans le tableau |. 3 [15].

De cetableay, il ressort :

» Que la consommation quadriannuelle moyenne estimée a varié au cours des trente
derniéres années entre 30000 et 8000 tonnes.

» Que la commercialisation des produits phytosanitaires en Algérie a connu une chute
vertigineuse.

» Cette chute est vraisemblablement due & :

» L’introduction sur le marché algérien des pyréthrinoides de synthese qui présentent
I’avantage d’ étre utilisés a des doses infimes de I’ ordre de quelques grammes de
principe actif par hectare[15].

» Lesprix des pesticides ne sont plus subventionnés par |’ état, donc éleves.

» L’utilisation de stocks anciens de pesticides méme s'ils sont périmeés.
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I.5. Modesde pollution des eaux par lesrésidus de pesticides

La contamination des eaux résulte des systemes de culture et des pratiques agricoles,
de leur contexte pédo-climatique et de mécanismes @mplexes, physiques, chimiques et
biologiques. Les pollutions résultantes peuvent présenter un caractére ponctuel, souvent
méme accidentel ou, au contraire diffus [16]. Lafigure 2 illustre le devenir des pesticides. Les
phénomenes ne sont pas simples : une partie est volatilisée et se retrouve, entre autre, dans
I’atmosphére, dans les eaux de pluies; une autre est absorbée par les végétaux ; le sol en
retient ggaement et une biodégradation y transforme la substance active initiale en divers
métabolites : la partie de ces produits non retenue dans le sol atteint enfin, par lixiviation, la
nappe souterraine [7].

Volatilisation
dans|’air
@ Eaux de pluies

Ruissellement

—
Adsorptior RACINES

Rétention
Dégradation
(Métabolites)

Lixiviatior

Drainage
NAPPE e

Figure 2 : Cheminement des produits phytosanitaires[7]

10
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[.5.1. Pollution ponctuelle
L’ introduction des pesticides dans les eaux superficielles et souterraines se fait par deux

modes essentiels.

» LaPoallution accidentelle
On considére que la mgjorité des pollutions accidentelles d’ origine agricole est liée a des
erreurs, des difficultés de manipulation des produits et des matériels, avant et apres le
traitement, ou encore a une maitrise insuffisante de gestion des emballages, souvent liée a une

méconnai ssance des risques[17].

» LaPollution chronique
Certaines pratiques répétées sont a |’ origine de contaminations chroniques, comme la
vidange des fonds des f(ts dans la cour des fermes, I’ enfouissement et I’ incinération répétés
des emballages en un méme liey, I'utilisation de doses supérieures a celles prescrites. Des
traitements préparés ou effectués dans les batimerts d’ exploitation (traitements des semences,

des produits une fois récoltés) sont aussi source de pollution chronique [7,16].

1.5.2. Pollution diffuse

Ce type de pollution est lié aux traitements en plein champs et conduit a trois modes

de pollutions de I’ eau : par voie atmosphérique, par ruissellement ou encore par infiltration.

» Pollution par voie atmosphérique

En régle générae, le traitement est effectué en plein air. Une fraction des quantités
épandues peut alors manguer sa cible et étre entrainée hors du champ par voie aérienne. Cette
pollution atteint ensuite tout particuliérement les eaux superficielles et les eaux souterraines
en relation rapide avec €elles [16]. Dans ce phénomeéne de volatilisation, le plus important du
point de vue environnemental est la capacité a se répandre dans I’atmosphére d'une grande
partie du produit phytosanitaire appliqué sur le champ. Le fait que les molécules de pesticides
puissent étre véhiculées trés loin par les courants aériens est compense par la dilution trés
rapide dans I’atmosphere. Pour certains auteurs [18], le transport aérien de molécules de
pesticides consécutif a leur volatilisation est la voie principale de transfert vers les plantes et

donc vers les animaux et les hommes.
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» Pollution par ruissellement

Ce mode de transfert semble fréquent dans de nhombreuses situations pédo-climatiques et
culturales. 1l affecte essentiellement les eaux superficielles au moment ou les traitements sont
les plus pratiqués (printemps, été) [16]. Cette pollution dépend dun certain nombre de
facteurs[16, 19] :

= propriétés du pesticide appliqué ;
» texture du sol ;
= micro— relief et sa concentration dans les lignes d’ écoulements.

La contamination dle au ruissellement se traduit le plus souvent par des pics de teneurs
dans les eaux superficielles s'il se produit des épisodes pluvieux intenses durant |a période qui
suit les traitements de printemps ou d’ éé. En automne et en hiver, aors que le ruissellement
est intense, les teneurs des cours d' eaux en produits phytosanitaires sont tres faibles ou nulles
(inférieures au seuil de détection) du fait d’'un effet de dilution et de I’ @oignement de la date
d’ application du produit [20].

» Pollution par infiltration

L e mécanisme élémentaire mis en jeu dans ce type de pollution es celui de la pénétration,
dans le sol et le sous-sol, de substances entrainées par I’ eau. En profondeur, les phénomenes
de dégradation, notamment biologique, deviennent souvent faibles et le délai de transfert au
travers de la zone non saturée est alors le facteur principal de retard de contamination de |’ eau
souterraine. L’ absence de certains produits dans des nappes relativement profondes ne signifie
par forcément |’ absence de contamination du sous-sol mais peut étre due a ce gque les produits

infiltrés re les ont pas encore atteintes [16].

|.6. Persistance des pesticides

La persistance est la durée nécessaire ala dégradation de 50% du produit. Elle est estimée
dans les eaux, a une dizaine d’années pour le dichlorodiphenyltrichloroéthane (DDT) et plus
de vingt ans pour la dieldrine [13]. Les pesticides organochlorés sont connus pour étre trés
persistants. Cette persistance est liée a plusieurs facteurs :
> lanature du milieu : sol, eay atmosphére.
> les conditions physiques : température, pH.

> les conditions biologiques et microbiologiques.
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Letableau |. 4 présente les durées de persistance de certains pesticides dans les eaux [13].

Tableau |. 4 : Persistance de certains pesticides dans les eaux deriviere[13]

Semainel | Semaine?2 Semaine3 | Semaine4 | Semaine5

ComPOE ) %) %) (%) (%)
LINDANE 100 100 100 100 100
HEPTACHLOR 100 25 0 0 0
ALDRINE 100 100 80 40 20
ENDOSUL FAN 100 30 5 0 0
DIELDRINE 100 100 100 100 100
DDE 100 100 100 100 100
DDT 100 100 100 100 100
CHLORDANE 100 86 86 86 86

1.7 Toxicité des pesticides

Compte tenu de leur diversité (plus de 900 netieres actives entrent dans prés de 3000
formulations commerciales), I’évaluation du risque toxique induit par ces composés est
particulierement difficile [9]. On utilise habituellement, pour estimer la toxicité d'un
pesticide, les paramétres normatifs suivants [12, 20] :

* Doseléale50 (DL50)
C’est la dose d’ une substance provoquant cinquante pour cent de décés chez une population
déterminée apres un temps dapplication et une durée d observation déterminée. Elle
sexprime en milligranme ou en gramme par kilogramme (mg. Kg! ou gMg?) de poids vif
de I’animal expérimental. Le tableaul. 5 donne la classification OMS des pesticides par degré

de risgue pour I’homme [9]

Tableaul. 5 : Classification OM S des pesticides par degré derisque pour I"homme[9]

DL 50 pour lerat (mg.Kg ™~ de poids cor por el)
Classe desrisques Par voieorale Par voie cutanée
Solide Liquide Solide Liquide
Extrémement dangereux <5 <20 <10 <40
Tres dangereux 5a50 20 a200 104100 40 a400
Modérément dangereux 50a500 | 200 42000 | 100 a 1000 | 400 a4000
Peu dangereux > 500 > 2000 > 1000 > 4000
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» Dose Sans Effet (DSE)
C'est la dose la plus élevée qui ne provogue encore aucun effet décelable chez les animaux

soumis aun donné. Elle s exprime en mg.K g 2.

» DoseJournaliére Admissible (DJA)
Cest la quantité de produit pouvant étre quotidiennement absorbée au cours d'une vie

d’ homme sans manifestation d effets secondaires (en mg.K g du poids corporel).

*» LimiteMaximalede Résidu (LMR)
Elle se rapporte aux denrées alimentaires. Elle représente la concentration en résidus la plus

élevée |également acceptable pour que les denrées restent commercialisables (en mg.K g?).

= Concentration Maximale Admissible (CMA)
Elle indique la concentration maximale admissible dans |’ atmospheére des lieux de travail.

On peut distinguer deux formes de toxicité :

= Toxicité aigué : latoxicité aigué d’ une substance est définie par |’ apparition d’ effets
divers survenant dans un cours laps de temps aprés administration d’ une dose répartie sur 24
heures. Le tableau 1.6 résume les différentes constatations cliniques d’intoxications aigués

observées chez I’homme, classées suivant lafamille de pesticides.

Tableaul. 6 : Lesdifférentsdiagnostics cliniques liés a certaines familles de pesticides
[22]

Famille de pesticides Diagnostics cliniques

Organochlorés | Troubles digestifs (diarrhées), neurologiques.

Organophosphorés | Troubles digestifs (crampes abdominales, nausées,
vomissements, diarrhées).

Troubles respiratoires (cedémes pulmonaires)
Troubles cardio-vasculaires.

Troubles neuro- musculaires.

Pesticidesdivers | Troubles de la vision, sdivation, coma,
convulsion, anxiété, et vertiges.
Dermite de contact et irritations.

L ésions cutanées.
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= Toxicité chronique: Cest la mise en évidence deffets toxiques, aprés
I’administration ou I’application répétée, quotidienne ou fréquente, d’une ou plusieurs
guantités de la substance a tester pendant une période de temps longue, supérieure a 90 jours.

L’ utilisationde pesticides se manifeste par des effets trés divers, résumeés dans le tableaul. 7.

Tableaul. 7 : Les effetsdes pesticides pour I’ organisme [8]

L eseffetsa court terme Leseffetsalong terme
- atteintes dermatol ogiques avec congestion | - Mutagénicité
- atteintes digestives - Cancérogénicité
- atteintes respiratoires - Tératogénicité
- atteintes cardio-vasculaires - Les effets sur I'immunité
- atteintes génitales et infertilité - Les effets de bioaccumulations

- manifestations alergiques

.8 Niveaux de pollution rencontr és dansles eaux

Les pesticides sont présents a grande échelle dans les cours d’ eau et les lacs. Telle est
la conclusion du rapport annuel de I'Institut Francais de |I'Environnement (IFEN) sur les
pesticides dans les eaux [23]. Cette étude, qui synthétise des informations recueillies en 2002,
montre que les eaux de surface sont les plus polluées; des pesticides ont été trouvés dans 80 %
des points éudiés, contre 57 % dans les eaux souterraines [23]. La dituation est
particulierement sérieuse en  Martinique et en Guadeloupe. D’autres substances, bien
gu'interdites, comme le lindane, le dinoterbe ou le dinosébe, sont encore présentes,
notamment dans les eaux souterraines, illustrant ains les délais parfois trés longs de
renouvellement de ces milieux. Les concentrationsen DDT, en lindane et leurs métabolites
tendent a baisser dans les eaux du littorale, mais les triazines sont présentes dans de nombreux
cours d’ eaux, avec des concentrations supérieuresa 0,5 pug.L™* d atrazine et pouvant atteindre

21pg.L ™! de simazine dans une riviére d’ un bassin versant viticole aprés un orage [4].

Une éude américaine récente montre auss la présence d'un nouvelle génération

d herbicides dans les cours d’ eau et |I” eau souterraine dans différents états d’ Amérique [24].
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Une autre étude récente effectuée sur des eaux prélevées dans des puits du domaine
agricole de larégion de Staoueli a montré gue dans plus de 30 % des échantillons, les normes
OMS sont dépassées. Les principaux pesticides détectés sont le DDT, |le DDE, ' Endosulfan,
le lindane, le malathionet le méthyl-parathion [6].

1.9. Réglementation et normes pour les pesticides

1.9.1 Réglementation

Il existe pour les pesticides des normes internationales, régionales et nationaes. La
réglementation algérienne concernant I’ utilisation et le contrdle de produits phytosanitaires est
d’introduction récente (environ 10 ans). Le contréle des pesticides est régi par [25] :

Laloi numéro 87-17 du premier aolt 1987 relative a la protection phytosanitaire.

Le décret exécutif numéro 95-405 du 02-décembre 1995 relatif au contréle des produits
phytosanitaires a usage agricole. A ce titre, il couvre les activités de commercialisation et
d’ homologation.

En amont, il s'agit de I'activité d’homologation : aucun pesticide a usage agricole ne
peut étre importé ou mis en vente en Algérie s'il ne dispose pas d’ un numéro d’ homologation
ddivré par la Commission Nationale des Pesticides. Cette Commission est régie par les
dispositions de I’ arrété ministériel du06 octobre 1996. Pour son travail, elle s appuie sur deux
comités spécialises :

» Le Comité dévaluation de la toxicité qui est composé de spécialistes de différents
secteurs: santé, commerce, environnement, travail et industrie. Il rejette les dossiers de
produits trop dangereux, sinon il impose des restrictions dans leur utilisation.

> Le Comité d évaluation biologique qui est compose de spécialistes de la protection des
végétaux. Il se prononce sur I’ efficacité et le comportement des pesticides proposes a
I’ homol ogation.

En aval, I'Institut National de la Protection des Végétaux (INPV) a les prérogatives de
contréle des pesticides mis sur ke marché. Ce contréle concerne aussi bien I’importation que
la commercialisation des pesticides. || commence déja au niveau des postes frontaliers ou les
pesticides importés ne sont admis que S'ils répondent aux caractéristiques suivantes :

» produit disposant d’ un numéro d’homol ogation.

= péremption supérieure ou égale a 80 % de la durée de validité.

= emballage et étiquetage conforme aux normes en vigueur.

= caractéristiques physico-chimiques conformes aux normes homologuées.
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Le contrble s étend aux distributeurs et revendeurs de pesticides en gros et au détail.
Ce travail est effectué en brigades mixtes regroupant les inspecteurs phytosanitaires de
Wilaya et les inspecteurs de la Direction de la Concurrence et des Prix du Ministere du

Commerce.

1.9.2 Normes concernant les pesticides

Le responsable de la distribution de I’eau aune obligation concernant la qualité du
produit fourni : elle consiste a respecter les valeurs limites fixées par les normes concernant
les eaux destinées ala consommation humaine. Les normes les plus utilisées dans ce domaine
sont :

Les vaeurs guides de I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) qui a fixé des seuils

de recommandation par substance individualisée. Pour |'atrazine et le DDT par

exemple, larecommandation est fixée &2 pg.L*

la directive européenne n° 98/83 du 3 novembre 1998 prévoit pour les pesticides et
produits apparentés (métabolites) une vaeur maximale de 0,1 pg.L™ par substance
individualisée avec un maximum de 0,5 pg.L™ pour le total des produits détectés &
I’exception de I’aldrine, diéldrine, heptachlore et époxyde d’ heptachlore qui font
I’ objet o une valeur limite réglementaire fixée 20,03 pg.L™ [26].
Les colits générés par la recherche de pesticides dans les échantillons d'eau font que celle-
Ci est effectuée en prenant en compte les spécificités régionales de leur utilisation et ne
concerne en géné&ral quune dizaine de produits. Ceux qui sont recherchés le plus
fréqguemment, sont cités dans laliste diffusée par I'OMS (1994), qui donne des valeurs guides
(tableaul. 8) [26].
Tableaul. 8 : LesValeursguidesdes pesticidesdel’OM S[26]

VALEURS GUIDES VALEUR GUIDE
PESTICIDES PESTICIDES
(ng L™ (ngL™)
Alachlore 20 Lindane 2
Aldrine/Dieldrine 0,03 MCPA 2
Atrazine 2 M éhoxychlore 20
Dichloropropene 20 Propanil 20
Heptachlore 0,03 Simazine 2
Hehachlorobenzéne 1 Trifluralin 20
DDT 2 24DB 90
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1.10. Analyse: Colt et difficultés[27]

Avant de traiter la pollution dans les eaux, il faut analyser qualitativement et
guantativement les pesticides présents dans ces eaux. Le colt élevé des techniques d analyse
entrave le suivi optimal de ces pollutions. En effet, il faut extraire, concentrer les échantillons
puis les analyser.

Les laboratoires sont confrontés aux problémes suivants pour la détection des pesticides

dans les eaux :

> les laboratoires d analyses ne disposent pas actuellement de techniques d’analyses
permettant de détecter, en routine et a des colts raisonnables, tous les composés mis
sur le marché ;

> les concentrations peuvent varier largement dans le temps et dans I’ espace selon les
conditions et périodes d’emploi, leur solubilité dans I’ eau, leur vitesse de dégradation,

la nature des terrains, les situations météorol ogiques.
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[ METHODES D'EXTRACTION DES PESTICIDES PRESENTS DANSL'EAU

Avant de mettre en cauvre les techniques d’ analyse des pesticides présents dans les eaux,
il est nécessaire de tenir compte des €l éments suivants :

» les molécules doivent étre extraites de leur matrice ;

> lespesticides sont al’ état de traces : il faut donc les concentrer ;

> un grand nombre de pesticides ont un caractere hydrophobe et sont capables de
s'accumuler sur des supports organiques, ou sur des oxydes minéraux métalliques, ce
qui soustrait une partie des produits a analyser ;
> les produits de dégradation des pesticides sont innombrables; il est donc extrémement
difficile de les évauer ;
Les différentes étapes préalables a |’analyse sont donc : I’échantillonnage, I’ extraction, la

purification et la concentration.

I1.1 L’ échantillonnage

Les expériences menées dans le domaine de I’ analyse des pesticides font apparaitre une
série de problemes qui nécessitent de prendre certaines précautions pour garantir une

interprétation indiscutable des résultats [28].

Plus de 80% des erreurs sont attribuables a1’ échantillonnage de I’ eau et a la conservation

des échantillons, les sources d’ erreurs pouvant étre des :

» Aux lieux et aux moments de I’échantillonnage : fluctuation de la présence de
pesticides en fonction de la profondeur et de la saison de I’ échantillonnage ;

» Au matériel de I’échantillonnage : le choix du matériau influence I’évolution des
molécules dle a la sensibilité de la lumiére, la volatilisation, etc. Le choix du
flaconnage et le lavage des flacons pour limiter les risques de contamination;

» Au traitement sur les terrains : les interférences possibles sont I’ adsorption sur les
matieres en suspension, l'action des oxydants résiduels, la précipitation, la
dégradation physique, chimique et biologique ;

> A ladurée et aux conditions de stockage et de conservation.
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1.2 L’ extraction

Cette étape de traitement de |’échantillon avant son analyse apparait comme étant
déterminante pour la fiabilité des résultats d’' analyse. L' extraction doit conduire a des taux de
recouvrement R ou rendement de I’ extraction maximum, R étant défini par le rapport de la
quantité de pesticide extraite par le procédé sur la quantité initialement présente dans
I’ échantillon préleve [29].

De nombreuses méthodes d’ extraction des résidus de pesticides de leur substrat ont été
mises au point et permettent la séparation et la concentration des produits a analyser.
Actuellement, toutes les méthodes présentent des avantages et des inconvénients. Le choix
d une méthode pour des analyses de routine dépend :

» delamatrice (eau, sol, air, aiments).
du ou des pesticides a analyser
du matériel et des solvants disponibles.
du matériel envisagé pour I’ analyse.

de lafacilité de mise en oauvre, de sa rapidité et de considérations économiques.

YV V. V V VY

de la pureté des solvants.
Dans ce qui suit, les principales méthodes d’ extraction des résidus de pesticides utilisées

sont présentées.

1.2.1 L’extraction liquide-liquide (ELL)

L'ELL est une méhode classique qui reste actuellement, malgré I’ existence de
méthodes plus éaborées, encore utiliste. Elle est par ailleurs normalisée par I'US
Environmental Protection Agency [30]. Son principe est basé sur I’ utilisation d’un solvant ou
d'un mélange de solvants organiques pour extraire les résidus de la phase liquide,
généralement agueuse, de I'échantillon a analyser ; les deux liquides ne devant pas étre
miscibles entre eux. L’ extrait est ensuite concentré dans un évaporateur rotatif et / ou par un
léger courant d’'azote [30]. Cette extraction peut étre effectuée en ampoule a décanter, par
agitation du solvant avec |’eau; elle doit étre répétée a plusieurs reprises si I’on veut obtenir
une extraction maximale ou totale.

Dans certaines publications [13], I'extraction se fait en continu par barbotage du
solvant au sein de I’eau continuellement renouvelée ; le solvant et |'eau circulent dans le
méme sens. Le temps de contact du solvant avec I'eau éant trop faible, il est nécessaire

d‘ effectuer au moins deux extractions. Cette extraction est recommandée pour les échantillons
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qui risquent de former des émulsions ou qui  posent tout autre probleme lors de I’ extraction en
ampoule a décanter.

Faust [31] suggeére une méthodologie qui a pour but de déterminer le solvant ayant le
meilleur rendement d' extraction vis-avis d' un produit donné, les proportions respectives de
solvant & de solution & mettre en cauvre et le nombre d’ extractions a effectuer pour des

exemples d’ organophosphorés. Le tableau . 9 résume ces conditiors d’ extraction [31].

Tableau |. 9 : Conditions utilisées pour |’extraction par solvant de quelques

organophosphor és [31]
Volumede | Volumedu Rendement
Pesticides Solvants |’ échant. solvant d’extraction
() (mi) (%)
) 1:1 ether : ether de
Par athion pétrole ou 1000 100 —50-50- 90
Diazinon . , 50-50
dichlorométhane
Dipterex, DDVP | Acétate-d éthyl 50 50-25 94,5
Malathion Dichlorométhane 30-30-30 100
o benze 100
Diazinon Ou benzene 100 -
Abate Chloroforme 1000 50-25-25 70
Par athion,
M ethylparathion
Diazinon Benzéne 1000 500 99-100
Malathion
Azinphos
M ethylparathion i
n-héxane 1000 100 >90
Baytex
Dur shan Dichlorométhane 50 100-50 92

Deleu et Copin [32] ont utilisé I’extraction manuelle par ampoule a décanter qui
comprend une agitation d'une minute d' un échantillon de 750 ml d’'eau a analyser avec 50 ml
de chloroforme. Aprés décantation, le chloroforme est soutiré et filtré a travers un filtre
hydrofuge. Cette opération est répétée deux fois, les trois extraits chloroformiques sont réunis
et évaporés a pression réduite. Le résidu d’ évaporation est solubilisé dans un volume connu
de benzene. Une étude des rendements d’ extraction a été entreprise sur des concentrations de
4 30,4 pg.L ! de Nitoféne et de 40 20,4 pg.L™ de Neburon. Ils ont montré que cette méthode
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était plus rapide, et plus reproductible. Les taux d'extraction étaient supérieurs a 97 % pour

les deux molécules.

Une extraction liquide - liquide des résidus de pesticides (Atrazine, Metribuzine et
Simazine) pour les eaux de surface a été décrite par Jeannot et Sauvard [33]. Ils ont utilisé
trois extractions successives avec 60 ml de Dichlorométhane d’un échantillon de 1000 ml

d eau. Les rendements d’ extraction varient entre 70 et 95%.

Par contre Chevreuil et al [34] ont utilise un mélange de &% d’ hexane et 15% de
dichlorométhane pour |’extraction liquideliquide d’'un échantillon de 500 ml  d'eau

contamineée par des organochlorés dans uneriviére de larégion de Paris.

Selon Bruchet et al [35], les composés HCH, Atrazine, EPTC, Thiométon, I' a et le 3
Endosulfon, ont été extraits au dichlorométhane a pH acide avec trois extractions successives
de 100, 50 et 50 ml avec une agitation de 20 mn a chaque fois. Les dérives de |’ acide phénoxy
acétiqgue comme le 2,4-D et MCPA, les dérivés phénoliques comme le Dinosébe ainsi que le
Pichlorame ont été extraits au toluene a pH acide. L’ extraction doit se faire a pH acide avec
un solvant de structure relativement voisine comme le toluene. Les acides phénoxyacétiques
ne sont pas chromatographiables directement et doivent faire I'objet d'une méthylation
préalable.

Subra et al [36] étudient |’ extraction des herbicides chlorés d’un échantillon d’eau

dopéde0,3a1g.L"! par 10 ml d’'hexane. Les rendements d’ extraction varient de 89 & 100%.

Renaud [37] a étudié plusieurs extractions liquide-liquide des organophosphorés
(malathion, Diclorvos et Fenitrothion) a différentes dates. La gamme de concentrations est de
1, 0,5, 0,1 pg.L2. Les échantillons sont préparés avec de I’eau de robinet potable. Cette
techniqgue est réadlisee avec trois extractions successives de 20, 25 et 25 ml de
dichlorométhane. Il a obtenu des rendements d’ extraction corrects mais non reproductibles
d’ une concentration a une autre et certains pesticides n’ éaient plus détectés par |’ appareil. Il a
recommence |’ extraction avec une eau désionisée et une eau non chlorée qui a subi une étape
d affinage sur charbon actif en grains (CAG). Aprés extraction il a observé que les
rendements sont meilleurs pour I’eau provenant du CAG que pour |’ eau désionisée. Afin de

mettre au point la technique d’ extraction des pesticides, I’ eau du robinet, chlorée, est a
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proscrire. L’ eau passée sur les CAG est préférable a I'eau déminéralisée.  Les différents

rendements d’ extraction obtenus avec cette derniére sont compris entre 60 et 100 %.

I1.2.2 Extraction en phase solide (SPE)

L’ extraction en phase solide, ou SPE, utilise le principe de séparation des composés
entre une phase liquide et une phase solide. La phase solide, qui se présente sous forme de
poudre, est contenue dans une cartouche, entre deux frittés. Cette phase est spécialement
étudiée pour retenir les composes organiques. La SPE consiste donc a faire passer un volume
d eau a analyser sur cette phase solide. Les composés organiques seront adsorbés aors que le
solvant et les autres composés ne seront pas retenus. Les composés organiques intéressants
seront ensuite élués par un solvant adéquat, présentant plus d’ affinité pour eux que la phase
solide. La SPE offre ains I’avantage d utiliser peu de slvant. Suivant le choix de la phase
solide, des interactions extrémement sélectives peuvent étre réalisées pour ne retenir que les
composés désirés et éviter les interférences [38,39]. La figure 3 schématise une cartouche de
SPE.

[ ]
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] ©—— Frittésen Polyéthyléne
Phase adsorbante ——— > }.-. - —

< Embout

Figure 3: Schéma d’une cartouche SPE

L’ extraction en phase solide est considérée comme une nouvelle approche pour le
prétraitement des échantillons aqueux car elle offre de nombreux avantages parmi lesguels on
peut citer [37, 39, 40] :

économie de temps et de solvant
élimination des émulsions
automatisation

codts réduits

méthode écologique

V V. VYV V V V

piégeage sélectif de plusieurs polluants
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L’octadécyl non polaire Cig est I'adsorbant le plus utilisé pour |'analyse des
pesticides ; il est utilisé pour I'extraction de composés de différentes classes chimiques et

couvrant une large gamme de polarités [41].

Pour la détermination d’un herbicide, e Phénoxyacide dans I'eau, René [42] a utilisé
un matériau polymere. Les résultats obtenus indiquent que la capacité de sorption pour une

précolonne est excellente et |e taux de recouvrement a un pH égal a 3 est de 80%.

Renaud [37] a utilisé une cartouche dort la phase est une résine polymeérique styréne-
Divinyl-Benzéne (cartouche SDB). Sur les sept molécules prises en compte, il a obtenu des

rendements proche de 100% pour un volume d’ eaude 750 ml.

Boussahel [38] a utilisé dans une cartouche de type Oasis HL B, a base de copolymeres
macroporeux, de |I’eau minérale bicarbonatée pour évaluer les rendements de I’ extraction de
pesticides organochlorés par SPE fortifiés & niveau de 0,1ng.L™. I a obtenu des rendements
compris entre 92 et 107 % pour la magorité des pesticides étudiés (organochlorés,

organophosphorés et triazine).

I1.2.3 Microextraction en phase solide

L’ une des dernieres-nées des méthodes d’ extraction des résidus de pesticides a partir
des échantillons liquides est la Microextraction en Phase Solide (SPME). C’est une technique
qui consiste en I'immersion d’une fibre de silice fondue imprégnée de la phase solide dans
I’ échantillon liquide. Les analytes sont adsorbés sur la fibre, puis se désorbent dans I’injecteur
par voie thermique pour la chromatographie en phase gazeuse ou par entrainement liquide
pour la chromatographie liquide [43]. Elle apparait comme une méthode efficace

gréce a certaines de ses caractéristiques telles que [43,44] :

ne nécessite aucun solvant organique ;
compatible avec I’ ensemble des systemes GC et HPLC ;
performante en ce qui concerne les limites de sensibilité ;

YV V. V V

rapide, souple et méme économique en consommation de solvant.
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Boussahel [38] a mis au point une méthode d’ analyse des résidus de pesticides dans
I’ eau par SPME/GC. Il afait une comparaison entre différentes méthodes d’ extraction:
SPME, extraction liquide - liquide, extraction en phase solide. I a constaté que les limites de
détection obtenues pour une série de pesticides par SPME étaient supérieures a celles
obtenues par 1a méthode conventionnelle d’ extraction liquide-liquide (ELL) avec de I’ hexane
et par extraction en phase solide (SPE) (tableau I. 10). Les limites de détection de ces deux
derniéres méthodes permettent d'atteindre les limites maximales prévues pour les analyses
des pesticides dans les eaux potables, mais elle exigent un volume d échantillon assez
important (500 ml) et consomment des solvants (plus de 100 ml d’"hexane pour I'ELL) et des
cartouches non réutilisables (pour le SPE). D’ autre part, elles demandent toutes les deux plus
d’ une heure de manipulation.

Tableau |. 10 : Comparatif de limites de détection obtenues par différentes méthodes

[38]

Limitesde détection (ppb) [SPME| ELL | SPE
Lindane 0,025 | 0,0005| 0,0005
Heptachlore 0,005 | 0,0010| 0,0010

2,4 DDE 0,005 | 0,0050( 0,0050

a Endosulfan 0,005 | 0,0010{ 0,0010

b Endosulfan 0,005 | 0,0050( 0,0050
2,4DDT 0,005 | 0,0010( 0,0010
4,4DDT 0,005 | 0,0010( 0,0050

4,4 DDE 0,005 | 0,0050( 0,0050

Hernandez et al [44] ont utilise la SPME avec quatre fibres différentes
(dimemethylsiloxane  100mm,  polyacrylate 85mm, Carboxen/ PDMS  75nm,
Carbowax/divinyl benzene 65mm) pour |'analyse de sept pesticides. Le rendement
d’ extraction dépend du type de fibre et est amélioré quand la solution est saturée avec du

chlorure de sodium a 10%.
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[ METHODESDE QUALIFICATION ET QUANTIFICATION DESPESTICIDES
DANSL'EAU

La chromatographie, procédé de séparation des constituants d’un mélange, est une
méthode analytique de tout premier plan pour identifier et quantifier les composes d’ une
phase liquide ou gazeuse homogene. Pour I'analyse de routine des résidus de pesticides les
méthodes Chromatographiques sont les plus utilisées.

Des méhodes multirésidus sont en général choisies pour inclure le maximum de
pesticides possibles en une seule analyse. Ceci fait que I'anayse d'un grand nombre de
pesticides, bien que colteuse, reste d' un rapport colt/efficacité tres intéressant. Ces dernieres
décennies, I’ utilisation de la chromatographie en phase gazeuse (CPG) a été prédominante en
raison de la puissance de séparation des colonnes capillaires et du choix possible de différents
détecteurs de grande sensibilité. L’introduction de la détection par spectrométrie de masse
(MS) dans I’'analyse de routine, suivie d’identification automatique (comparaison compléte
des résultats avec ceux d’'une banque de données) et de quantification, a beaucoup amélioré

les performances de ces méthodes [45].

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC), quant a elle, est
de plus en plus utilisée depuis la mise sur le marché de nouveaux pesticides polaires et/ou

thermolabiles, qui ne peuvent pas étre analysés par CPG [29].

[11.1 Chromatographie liquide & haute performance (HPL C)

Les principes de séparation par HPLC sont les mémes que pour toute autre méthode
chromatographique. Sa particularité se situe dans la phase mobile, qui est constituée d’un
solvant liquide pur ou le plus souvent d un mélange de solvants liquides de grande pureté
(solvant de grade HPLC) ainsi que dans I’ échantillon a analyser qui es sous forme liquide
[45].

La HPLC est une méthode chromatographique sur colonne. C'est cette derniere qui
contient la phase stationnaire solide (silice vierge ou greffée, polymere moléculaire ou
échangeur d'ions). Chaque soluté injecté dans la colonne et soumis a deux effets
antagonistes : un effet d entrainement par la phase mobile dans laquelle il doit étre tres
soluble et un effet de rétention par la phase stationnaire avec lagquelle il interréagit [46, 47,
48]. Les détecteurs couplés a la HPLC couramment utilisés pour |’analyse des résidus de
pesticides sont [49] :
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la spectrophotométrie UV ;

la barrette de diode ;

la fluorescence (pour les pesticides fluorescents, les carbamates par exemple) ;
les détecteurs électrochimiques ;

la spectrométrie de masse (LC —MS) ;

laLC-MS/MS[50].

YV V. V V VYV V

I11.2 Reésultats des principaux travaux antérieurs effectués par HPLC pour |’analyse
desrésidus de pesticides.

Vessdla et al [50] ont utilisé la HPLC pour la détermination de 21 pesticides a I’ état
de traces. L’andyse est faite sur une cartouche SPE suivie d’'une séparation et dune
identification par HPLC couplée a un détecteur a barrette de diodes (LC-DAD) et a un
spectrométre de masse en temps de vol (TOV). L’étude montre que la sensibilité des deux

détections est comparable sur des eaux réelles.

Michelle et al [51] ont fait I'anadyse de quatre pesticides dans les eaux (le
chloropyriphos, le fenoxycarb, par SPME/CG/MS et |'avermectin, I'hydramethylnon par
SPME/HPLC/IMS). Les résultats obtenus ont montré que la SPME/CG  é&ait plus
reproductible que la SPME/HPLC. En outre, ils recommandent I’utilisation d' un étalon

interne pour plus de précision.

Le Fur et a [52] ont mis au point une méthode pour la détermination de I herbicide
glyphosate et de ses métabolites dans les eaux naturelles par HPLC. Ils ont obtenu une bonne

linéarité entre 0,1 et 2 pg.L ™ et des coefficients de variation inférieurs & 20%.

Rauzy, et Danjou [53] ont étudié |’ extraction en phase solide de 30 pesticides a |’ état
de trace dans les eaux. |ls analysent ces résidus par HPLC/UV et obtiennent des rendements
qui varient entre 50 et 105 %, les limites de détection alant de 0, 02 40,1 pg.L ™.
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VI.LEDICHLORODIPHENYLTRICHLOROETHANE (DDT)
V.I.1 Propriétésphysico-chimiques du DDT

Le DDT est un pesticide organochloré [Trichloro- 1, 1, 1 bio-(p-chlorophényl)- 2,2
ethang] qui a été synthétisé pour la premiére fois en 1847. La découverte de son activité
insecticide puissante en 1935 a conduit a son utilisation généralisée en agriculture. Il a été le
principal produit utilisé pendant les années 50 et 60 dans le cadre de la campagne mondiae
d éradication du paludisme soutenue par I'OMS [54]. Le DDT est un insecticide de contact
neurotoxique. Il se présente sous la forme de deux isomeres: 24-DDT et 4,4-DDT. Son
principal produit de dégradation est le DDE (2,4-DDE et 4,4-DDE) ; ses propriétés physico-

chimiques sont regroupées dans le tableaul. 11 [55].

Tableaul. 11 : Propriétés physico chimiquedu DDT [37]

Poids Solubilité
Formule ) ) dans
Formule développée moléculaire t R Log
brute ) eau a
(g.mal™) 20°C Kow
(mg.L™?

Cl CH
CuuHCls (|: C@C' 354,49 008 |5,63

I3

V.2 Effetsdu DDT sur la santé [54,55]

Le DDT est un composé organique persistant. Cela signifie qu’il peut rester dans
I’ environnement longtemps (jusqu’ a 15 ans) apres son application Pendant ce temps, le DDT
et ses produits de dégradation peuvent contaminer la chaine alimentaire et s accumuler dans
les tissus adipeux. En 1992, lors de la conférence de Rio, appardit la notion de polluants
organiques persistants (POPs), parmi lesquels le DDT. Ils ont été tous interdits, mais on
autorise les pays qui en font la demande a utiliser le DDT contre les insectes vecteurs de
maladies. Le DDT est dispersif ; il a été retrouvé dans les neiges de I’ Arctique. Il est auss
bioacumulatif ; les animaux qui |’ absorbent n'en meurent pas mais ne parviennent pas a
I’éliminer. |Is le stockent dans leurs graisses et il est retrouvé a concentration éevée chez les
animaux au sommet de la chaine alimentaire.
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Le DDT et tres toxique vis-a-vis des insectes, mais relativement peu vis-a-vis des
mammiféres. Chez I’homme, aprés une ingestion de 300 & 500 mg, on constate les premiers
symptémes tels qu’ une transpiration abondante, des perturbations de sensibilité aux |évres et
alalangue ains que des maux de téte et des malaises. Les personnes ayant avalé des quantités
importantesde DDT sont devenues excitables et ont souffert de crises d’ épilepsie. Cet impact
du DDT sur le systéme nerveux a été confirmé par des expérimentations sur I’animal. 1l a
également été mis en évidence qu’une exposition au DDT chez I’animal par voie orale est
susceptible d’ entrainer des cancers du foie. Le CIRC (Centre International de Recherche sur
le Cancer) estime que ce pesticide est un cancérogene possible, I'EPA le considére, ainsi que
ses métabolites comme des cancérogenes probables [56]. La quantité de DDT accumulée

dans les solsjusqu’ a aujourd’ hui, est estimée en tout a environ 300 000 tonnes [57].

V.3 Comportement du DDT dans /|’ environnement [56]

Le DDT Sest répandu dans I'air, I'eau et les sols a I'occasion de sa synthese
industrielle et de son utilisation comme insecticide. Le DDT et ses métabolites peuvent
gagner |'atmosphére par évaporation a partir des sols ou des eaux contaminés. Dans |’ air, ces
substances finissent par se déposer sur les sols ou les eaux de surfaces. Dans les eaux, le DDT
s associe a des particules en suspension, se dépose et sintegre aux ®diments. Il est aors
consommé par les poissons et les petits organismes aquatiques. Le DDT présent dans le sol
est susceptible d’ étre absorbé par certains végétaux et, par la suite, par les animaux et les étres

humains qui s en nourrissent.
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Notre travail consistera en une mise au point d’une méthode d analyse d’un pesticide
organochloré (DDT) dans I’ eay, suivie d'une évauation d une méthode d’ extraction liquide-
liquide. Pour cela les caractéristiques des matériels et des produits utilisés tout au long de nos
mani pul ations sont décrits ci-dessous.

I.MATERIELS ET PRODUITS
= Chromatographe liquide de Haute Performance de marque Gilson composé de :
1- Une pompe monopiston (modéle 302)
2- Un module manométrigue (modéle 802)
3- Uninjecteur Rheodyne 7125 muni d'une boucle d'injection de 20 pL
4- Un détecteur spectrophotométrique UV/Visible type Holochrome (Gilson)
5- Une mlonne Spherisorb 5 ODS 2, de 25 cm de long et 4,6 mm de diamétre interne

(0sl)

6- Un intégrateur-calculateur LCI 100 (Perkin Elmer)
= Micro seringues en verre de 25 L et de 500 pL (Hamilton)
= Spectrophotométre UV/ Visible Uvikon 860
= Agitateurs magnétiques (Fisherbrand)

»  Compresseur d'air de marque MonteCarlo 220

» Standardspursde 2,4- DDT et 4,4- DDT (Cluseau)
» Hexane grade pesticide (Merck)

= Dichlorométhane grade pesticide (Merck)

= M¢éthanol de qualité HPLC (Prolabo)

= Sulfate de sodium anhydre (Merck)

= Verreries courantes de laboratoire

=  Papier filtre grade 289 a 150mm (Sartorius)

= Eau distillée produite au laboratoire sur un appareil de marque Monodest 300.

Il PROTOCOLE EXPERIMENTAL

I1.1 Préparation des solutions étalons de DDT

Les solutions méres du pesticide & 1g.L'sont obtenues par dissolution directe du
standard pur dans du méthanol de qualité HPLC. Les solutions peuvent étre utilisées pendant
six mois s elles sont conservées a 4 °C. A partir de ces solutions, nous avons préparé des

solutions de travail 410 mg.L™. Ces derniéres doivent étre repréparées chague semaine.
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1.2 Méthode d’ extraction
Nous nous sommes proposes, en partant de la méthode officielle d extraction liquide-

liquide utilisée dans I’ Union Européenne [58], d’ optimiser certains paramétres tels que le type
de solvant et le volume de solvant. Un volume de 500 ml d’ eau distillée est dopé a niveau de
2 yg.L? de chague pesticide & partir des solutions éaons & 10 mg LX. Aprés une heure de

repos, nous avons appliqué le protocole expérimental décrit sur la figure 3 :
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Echantillon de 500 ml d’ eau a analyser

50ml de solvant

Agitation pendant 20 mn

Dégazage et récupération de | a phase organique

\ * |

25ml de solvant

Agitation pendant 20 mn

Dégazage et récupération de | a phase organique

\ * |

25ml de solvant

Agitation pendant 20 mn

v

‘ Dégazage et r écupération de | a phase organique |

Déshydratation par du sulfate de sodium anhydre

Evaporation a 28°C sous un faible courant
d’air jusqu’a moins de 0,5 ml

Ajustement du volume final 40,5 ml par I'hexane

Dosage par
CPGou HPLC

Figure 3: Protocole expérimental de la méthode officielle d’ extraction liquide-liquide
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I.MISE AU POINT DE LA METHODE ANALYTIQUE
En tant que pesticide organochloré, le DDT est plutét dosé par CPG avec détecteur a

capture d’ électron. La non disponibilité de ce type de détecteur dans notre laboratoire, nous a
poussé a mettre au point une méthode par HPLC, avec détecteur UV/Visible.

|.1 Détermination des SpectresUV du 2,4 et 4,4 DDT
Pour pouvoir déterminer la longueur d'onde a laquelle il faut placer le détecteur

UV/visible, nous avons d'abord déterminé les spectres UV des deux produits. Ils sont

présentés sur lafigure 4 et ont été obtenus par I’ analyse d’ une solution de 5 mg.L™* de chaque
produit dans du méthanol par un spectrophotometre UVICON 860. Nous pouvons constater
gue les deux produits présentent une large bande esorbante entre 200 et 220 nm avec un

maximum d’ absorbance a 204,0 nm pour le 2,4 et le 4,4 -DDT.

K
2l

(b)

(@)
Figure 4 : Spectres UV desdeux isomeresdu DDT(a) 2,4- DDT, (b) 4,4- DDT
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.2 Optimisation dela composition de la phase mobile

En fixant la longueur d’ onde a 215 nm (& cette valeur la stabilité du détecteur est
maximale) et la vitesse de la phase mobile & 1 ml.mint, nous avons suivi |e comportement des
pics chromatographiques des deux produits en fonction de la composition de la phase mobile
en solvant polaire (le méthanol) et de I’ eau.

La meilleure résolution des deux pics a été obtenue pour une composition de 90-10
(méthanol-eawl). Un chromatogramme d’ une solution contenant 5mg.L™* de chaque produit est
présenté sur la figure 5 Avec cette phase mobile, les temps de rétention de deux pics sont
respectivement de 8,9 et 10,3 minutes pour le 4,4-DDT et le 2,4-DDT.

4,400T

e L

SN Y

Figure 5: Chromatogramme d’une solutiona 5 mg.L " de2,4 et 4,4 -DDT




Chapitrelll Résultats et discutions

[I.VALIDATION DE LA TECHNIQUE ANALYTIQUE
II.1 Résultatsdel’ étalonnage
La linéarité des méthodes d’ analyse a été établie en s'inspirant en partie de la norme
1SO 8466 - 1. En choisissant comme plage de travail 1 - 20 mg.L™%, nous avons préparé cing
solutions étalons de concentrations respectives 1 - 5 - 10 - 15- 20 mg.L™%, dont nous avons
injecté 20 pl par ordre croissant. Pour chague point, I'injection a été répétée trois fois. Les
résultats obtenus (figure 6) ont été traités par le logiciel Excel de Microsoft et consignés dans

letableau 111.1.

2,4-DDT 4,4-DDT

y = 62,683x + 2,8751 1400 A y=61,219x + 7,7869
91400 - R? = 0,9996 1200 - R? = 0,9977

Surface du pic
[Coun
D
o
o

10 15 20 25 0 5 10 15 20
Concentration [mg/L] Concentration [mg/L]

0 5

(@ (b)

Figure 6 : Domainesdelinéarité obtenuspour (a) le 2,4-DDT et (b) 1€ 4,4-DDT
La linéarité, par la présente méthode, est confirmée par la comparaison du facteur

calculé t54 ala valeur tabulée de la loi de Student pour n2 degrés de liberté et un niveau de

signification u de 0,05 test bilatéral. Ce parametre est calculé selon laformule suivante :

t, a/W &
1- RC
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Tableau I11.1 : Facteursdelinéarité, coefficients de corrélation des deux pesticides.

Composés | Equation deladroite | R 2 teal

2,4-DDT y =62,683x + 2,8751 | 0,9996 78,7

4,4-DDT y =61,219x + 7,7869 | 0,9977 | 30,1

Les deux produits organochlorés étudiés présentent une excellente linéarité dans le
domaine de concentration choisi; ceci est confirmé par les vaeurs de ty qui sont largement
supérieures a b, 975, la valeur tabulée de la loi t de Student (pour 3 degrés de liberté et un

niveau de signification a de 0,05 test bilatéral, to 975 = 3,18).

[1. 2 Larépétabilité del’ appareil

La répétabilité de I'appareil est validée sdon la norme AFNOR XPT 90-210. Pour
cela, nous avons effectué cing injections consécutives d' une méme solution étalon a1 mg.L™t.
Cette opération correspond a la détermination de la fidélité de |’ appareil. Les paramétres
suivants peuvent étre calculés:

S : écart - type expérimental

n
A (X - x)?

_1/i=1
S = — (2

X : mesure obtenue aprés I"injection i en mg.L ™2,
n : nombre de mesures effectuées ( n = 5 dans notre cas),

X : moyenne des i mesures obtenues en mg.L™t.

C.V. : coefficient de variation de répétabilité exprimé en pourcentage
S
CV.= 1OO.Y (3)

L.R. : limite de répétabilité selon la norme NF SO 5725 [58]
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LR = (t0’975 \/E) S (4)

too7s . vaeur tabulée de la loi t de Student a (n -1) degré de liberté et a un niveau de
signification a de 0,05 (test bilatéral) et qui est égale 22,13
I.C. : intervalle de confiance pour une probabilité de 0,95 et qui a pour équation :

S

T

1.C.= X %tgge (5)

Les résultats obtenus sont consignés dans e tableau 111. 2. Les coefficients de variation

(C.V.) obtenus sont inférieurs a 20% et denotent une bonne précision de la méthode

d analyse.
Tableau 1. 2: Test derépétabilité del’ appareil
Composés | X (mg.LY) | s | CV.(%) L.R. I.C. (mg.L™h
2,4-DDT 1,780 0,334 18,75 1,006 |1,462 - 2,098
4,4-DDT 1,135 0,174 15,38 0,524 |0,969 - 1,301

I1. 3 Leslimites de détection et de quantification del’ appareil

La limite de détection est la plus petite quantité d’un compose a examiner dans un
échantillon pouvant étre détectée et considérée comme différente du blanc (avec une
probabilité donnée), mais non nécessairement quantifiée comme valeur exacte. Par contre, la
limite de quantification est la plus petite grandeur d’'un composé a examiner dans un
échantillon pouvant étre quantitativement déterminée avec un C.V. adéquat.

Apres un parfait nettoyage de la seringue avec le méthanol, le solvant pur est injecté cing
fois afin de déterminer le blanc. Ensuite, des dilutions successives de la solution éalon sont
injectées par ordre croissant afin d'éviter toute contamination. Pour chague point, trois
injections sont effectuées. La limite de détection(L.D.) est appréciée selon la norme NF X 09-
072:
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LD.= y+2/2t,_.s (6)

ou:
y : Lateneure moyenne du blanc en ng.L™?
S : écart - type obtenu sur le blanc

Pour a = 0,05 test unilatéral et 4 degrés de liberté, t = 2,13
Les résultats sont présentés dans le tableau I11. 3

Tableau I11. 3 : Limites de détection et de quantification de I’ appar el

— Limitede
] y détection | |imite de quantification
Composes | \oyennedu | S L.D. (ng.LY)
blanc (ng.L™ ]
2,4-DDT 3,0 0,321 4.9 20,0
4,4-DDT 4,0 0,295 5,8 20,0
I1.4 Discussion

La mise au point de cette méthode analytique a été longue et fastidieuse mais
nécessaire, car elle nous a permis de nous affranchir du détecteur a capture d électronqui est
un apparell tres délicat. Les temps de rétention obtenus : 8,9 et 10,3 minutes respectivement
pour le 4,4- DDT et le 2,4- DDT, sont raisonnables ce qui permet |’analyse d'un grand
nombre d’ échantillons par jour.

D’ autre part, les limites de quantification les coefficients de variation et les domaines
de linéarité obtenus sont trés satisfai sants et encourageants pour |’ utilisation de cette méthode
dans le dosage de résidus de ces deux pesticides aussi bien dans les eaux que dans les
aliments. Les limites de détectiors sont de loin inférieures aux normes internationales qui ne
doivent pas dépasser 0,1 pg.L ™.

Cette méthode va nous permettre d’ évaluer correctement la suite du travail, a savoir
I’optimisation de la méthode officielle d extraction liquide-liquide utilisée dans I’Union

Européenne.
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[11. Evaluation des méthodes d’ extraction par |I’analysepar HPLC
[11. 1 Extraction liquide-liquide avec agitation manuelle

[11.1. 1 Choix du solvant

Des échantillons de 500 ml d'eau distillée sont dopés & un niveau de 2 pg.L? de
chacun des pesticides. Nous avons appliqué alors une extraction liquideliquide avec
successivement trois volumes du solvant organique (50, 25, 25 ml) et une agitation manuelle
dans une ampoule a décanter de 20 minutes a chaque fois comme préconisée par la méthode
officielle. Nous avons testé deux solvants; |'hexane (le produit indiqué dans la méthode
officielle) et le dichlorométhane (un solvant disponible dans notre laboratoire et utilisé dans
certaines publications [33, 34, 35]). Les chromatogrammes obtenus dans les deux cas sont

montrés sur les figures 7 et 8.
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Figure 7 : Chromatogrammes d’ extraction avec de |’hexane d’ échantillons d’ eau
distillée pure (a) et dopée a2 pug.L™ de4,4—DDT et 2,4-DDT (b)
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Figure 8 : Chromatogrammes d’ extraction avec du dichlorométhane d’ échantillons
d’eau distillée pure (a) et dopéea2ug.L' de4,4—DDT et 2,4-DDT (b)




Chapitrelll Résultats et discutions

Les rendements obtenus R (tableau I11. 4 nontrent bien que I’ hexane est un solvant
d’ extraction adéguat dans le cas du DDT et que le dichlorométhane ne convient pas pour
I’ extraction de ces pesticides. Les rendements obtenus avec ce dernier sont inférieurs a 60 %,

limite recommandée par I’ Union Européenne et adoptée par I’ OMS.

Tableau I11. 4 : Rendementsd’extraction R avec agitation manuelle pour les deux

solvants (n =5)

24-DDT 44-DDT
A R CV. A R CV.
Solvants S S
(MgL™ (%) %) | (ugL™ (%) | (%)
Hexane 2,05 0,37 | 1025 | 18,01 1,85 0,36 | 92,3 | 19,46
Dichlorométhane| 1,06 0,20 | 52,9 18,87 1,18 0,21 | 59,1 | 17,45

A : concentration de |’ échantillon analysé aprés extraction (pug.L ™).

Ces résultats s expliquent par le fait que le DDT est une molécule hydrophobe trés peu
polaire [59] par conséquent, son affinité est beaucoup plus grande pour un solvant trés peu

polaire tel que |I”hexane que pour un autre moyennement polaire tel que le dichlorométhane.

[11. 1. 2 Optimisation du volume d’ extraction

Apres avoir opté pour I’hexane comme solvant d extraction, nous avons essayé dans
une seconde étape d'optimiser les volumes d'extraction utilisés. Pour cela, nous avons
effectué des expériences en faisant varier les volumes en partant de 100 ml (celui de la
méthode officielle). Les résultats obtenus représentés sur la figure 9 montrent bien I’ influence
du volume du solvant d’ extraction sur les rendements. Compte tenu des C.V. obtenus (tableau
[1l. 5) et de la valeur de rendement minimale de 60 % imposée, le volume d’ extraction

optimale est de 50 ml ce qui représente un gain de 50 % sur la méthode officielle.
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Tableau I11.5: Optimisation du volume de solvant d’ extraction

2,4-DDT 4,4-DDT
Volume
_ R CV. R CV.
d’extraction
(%) (%) | (%) (%)
(ml)

20 715 2153 | 651 21,53
30 84.6 20,71 | 72,7 19,31
50 90,4 18,29 | 80,9 21,45
100 1025 | 18,01 | 92,3 19,46

S 160 - @24 DDT
'§ 04,4 DDT
= 120

> :
X 80

2 40

[<5) H

=] 2

% 0 T T = 1
o

20 30 50 100

volume de solvant (ml)

Figure 9: Rendement d’extraction en fonction de volume du solvant d’extraction
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[11. 1. 3Optimisation du temps d’ agitation

Apres avoir optimisé le volume d extraction, nous avons essayé de faire la méme
opération avec le temps d' extraction. Pour cela, nous avons effectué des expériences avec le
méme volume d’ extraction (50 ml) et avec différents temps d’ agitation. Les résultats obtenus
(figure 10) montrent bien que le temps d agitation influe sur le rendement d une maniére
relativement faible. Néanmoins, compte tenu des C.V. obtenus (Tableau I11. 6) et de la valeur

de 60 % imposée, un temps d’ agitation de 15 minutes est |e plus recommandé.

Tableau I11. 6 : Optimisation du temps d’ extraction

2,4-DDT 4,4-DDT

d'extraction| (o) (%) (%) (%)

10 97,7 18,01 | 89,2 24,12
15 90,4 18,29 | 80,9 21,45
20 102,5 | 18,01 92,3 19,46
g 140 A
c 120 A
o
§ 100 A % % |
£ 80 - L |
() 5 i
= i : (BB
S g : : 2,4 DDT
‘g’ -' i 04,4 DDT
g 40
© 20 -
o)
m O T T 1
10 15 20
Tempsd'agitation (mn)

Figure 10 : Rendement d’extraction en fonction du temps d’ extraction
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[11. 1. 4 Optimisation du nombre d’extractions

Le troiseme paramétre a optimiser a été le nombre d' extractiors a effectuer sur un
méme échantillon. Pour cela, en comparant les résultats obtenus avec 3 et 2 extractions pour
un méme volume total de solvant d extraction (50 ml) et un méme temps (15 mn), nous
n'avons pas noté une différence significative, ce qui nous pousse a conclure que deux

extractions sont suffisantes pour atteindre un résultat satisfaisant (figure 11).

s 1504
S
R 044 DDT
S 50
5
s 0 . .
o
2 3
Nombre d'extraction

Figure 11 : Rendement en fonction du nombre d’ extractions

En résumé, une extraction avec un volume total de 50 ml d’hexane en deux fois avec
une agitation manuelle de 15 minutes a chague fois permet d obtenir des rendements

d’ extraction satisfaisants

[11. 2 Extraction liquide-liquide avec agitation magnétique, solvant hexane
Afin d'améiorer la reproductibilité obtenue avec |’ agitation manuelle, nous avons
testé |’agitation magnétique en essayant de voir I'influence du temps et de la vitesse

d agitation sur les rendements d’ extraction.

[11.2.1 Influence du temps d’ agitation

Un volume de 500 ml d'eau distillée a été dopé a niveau de 2 pg.Lt en DDTet
maintenu sous agitation magnétique de 1000 tours par minute pour des durées d’ agitation qui
varient de 5 & 20 minutes. Les volumes d’ hexane utilisés sont de 50 ml (2 fois 25) a chague

fois.

a7
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L’analyse par HPLC adonné les résultats qui sont regroupés dans le tableau I11. 7. Les
rendements d’ extraction obtenus sont satisfaisants (supérieurs a 60 %) et les coefficients de

variation sont largement inférieurs & 20 % pour les deux pesticides (figure 12).

Tableau I11. 7 : Influence du tempsd’ agitation sur le rendement d’extraction

2,4-DDT 4,4-DDT
Temps
L A R CVv. A R CVv.
d’agitation S S
. (Hg.L™) (%) | (%) |(ugL™) (%) | (%)
(min)

20 1,70 0,17 848 | 10,00 | 159 | 013 | 793 | 818
15 1,59 0,14 795 | 881 | 144 | 013 | 722 | 9,02
10 1,47 0,17 737 | 1156 | 138 | 014 | 688 | 10,14
5 1,39 0,13 696 | 935 | 125 | 012 | 623 | 960

A : concentration de |’ échantillon analysé aprés extraction (ug.L?).

100
801 - —
| —
S
= 601
1=l
g
8 40
©
)
g
= —=—2,4DDT
4
—e—4,4DDT
0 — T " T T " T "~ T * T *~ T * T
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Temps d'agitation (min)

Figure 12 : Rendement d’extraction en fonction du temps d’ agitation
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I11.2.2 Influence de la vitesse d’ agitation

Avec un temps d'agitation de 5 minutes et un volume total de 50 ml (2 fois 25 ml)

d’ hexane, nous avons fait varier les vitesses d agitationentre 500 et 1000 tr. min'™.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111. 8 et schématisés sur la figure
13. lls montrent qu’ en augmentant la vitesse d’ agitation, le rendement d’ extraction s améliore
et le coefficient de variation diminue.

Une vitesse d agitation magnétique élevée améliore le contact entre les deux phases
agueuses et organiques et permet auss une meilleure extraction des deux pesticides qui ont

une plus grande affinité pour I’ hexane et ce compte tenu de leurs hydrophobicité.

Tableau I11. 8 : influence dela vitesse d’ agitation sur lerendement d’extraction

2 4-DDT 44-DDT
Vitesse A R CV. A R CV.
d’ agitation . ) . S
- [0) 0) - [0) [0)
rminy | (9L @) | ) | gL %) | %)
500 1,01 012 503 | 1222 | 093 | 013 | 463 | 1354
600 117 0.14 587 | 1151 | 104 | 011 | 521 | 1053
800 133 0.14 666 | 1044 | 122 | 013 | 608 | 1101
1000 1,39 0.13 696 | 935 | 125 | 012 | 623 | 960
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Figure 13: Rendements d’extraction en fonction de la vitesse d’ agitation

En résumé, les conditions optimales(R et C.V.) avec cette méthode sont une agitation

de 1000 tr.min* pendant deux fois 15 minutes avec deux fois 25 ml d hexane.

IV.APPLICATION A DESEAUX REELLES

Apres avoir optimise cette méthode d’ extraction liquide-liquide sur de I’ eau distillée,

nous avons choisi de I’ appliquer sur des eaux réelles de différentes origines.

V. 1 Echantillonnage

Nous avons choisi d' analyser trois types d’ eau : eau de robinet, eau de forage et eau
embouteillée.

Les eaux de robinet ont été prélevées a différents endroits de la région dgéroise:
I’ Ecole Natiorale Polytechnique, Boumerdes, Draria, Blida et Ain-Benian.

Les eaux de forage ont été prélevées a I'lTCMI (Institut Technique des Cultures
Maraicheres et Industrielles) de Staoueli et a la Pépiniere d' El Alia sur des puits en cours
d utilisationpour I’irrigation des cultures.

Nous avons aussi choisi d’étudier cing eaux embouteillées de différentes régions du

pays (une de |’ ouest, une de I’ est, une du sud et deux du centre).
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V.2 Mode de prélévement

Tous les échantillons ont été prélevés dans des flacons en verre de 250 ml pour les
eaux de puits et les eaux potables. IIs ont éé conservés dans |’ obscurité a 4°C. Pour les eaux
minérales nous avons utilisé I'eau des bouteilles en plastique de 1,5 litre vendues dans le
commerce. Les extractions ont été dfectuées au maximum dans les 24 heures suivant le

préévement. Pour les eaux des puits, |'eau est aspirée a la surface a I’aide de pompes; les

échantillons ont été donc prélevés a partir de conduites alimentées par ces pompes.

V.3 Résultats et discussion

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau Ill. 9. Des exemples de

chromatogrammes de ces analyses sont exposes sur la figure 14.

Tableau lll. 9 : Résultats d’ analyses de quelques eaux réelles (n.d: non — détecté)

Désignation 2,4-DDT [ug.L™] | 4,4-DDT [ug.L™]
ITCMI de Staoueli 0,94 2,28
Pépiniére Bab Ezzouar n.d. n.d.
Eau derobinet Draria n.d. n.d.
Eau derobinet ENP n.d. n.d.
Eau derobinet Blida n.d. n.d.
Eau derobinet n.d. n.d.

Boumerdes
Eau derobinet Ain n.d. n.d.
Benian

Eau embouteilléen°1 n.d. n.d.
Eau embouteillée n°2 n.d. n.d.
Eau embouteillée n°3 n.d. n.d.
Eau embouteillée n°4 n.d. n.d.
Eau embouteillée n°5 n.d. n.d.
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U

Figure 14 : Exemples de chromatogrammes d’analyse d’ eaux réelles. (A) : solution
étalon. (B) eau deforagedel’l TCMI de Staouali. (C) : eau derobinet. (D) : eau

embouteillée.

Ces résultats montrent bien que la méthode choisie et optimisée permet d’ obtenir des
chromatogrammes de trés bonne qualité, faciles a interpréter. D’autre part, ces résultats
montrent bien qu’aucune trace des deux DDT n'a été détectée dans les eaux étudiées a
I”exception de celle prélevé al’I TCMI. Ce dernier cas était plus ou moins prévisible, car de
nombreux pesticides (entre autre les deux DDT) y ont é&é déja détectés dans une tres récente
étude [6]. Les pesticides organochlorés sont persistants et difficiles a dégrader. Une

surveillance et des analyses réguliéeres sont a recommander pour ce forage.
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CONCLUSION GENERALE

Les pesticides, qui ont permis de lutter contre les vecteurs de certaines maladies et
d apporter une amélioration considérable de la production agroalimentaire, ont cependant
auss contaminé I’environnement en genéral et les milieux aquatiques en particulier. Cette
pollution a généé un probleme de santé publique. La gestion de ce risque passe
inévitablement par la recherche et le dosage de ces polluants dans I’eau en vue de leur

éimination.

Nous avons, dans la premiere partie ce notre travail, mis au point une méthode
analytique par HPLC a détecteur UV/ Visble, ce qui a é&é long et fastidieux, mais
indispensable. Les limites de détections obtenues sont : 4, 9 pg. L* pour le 2, 4DDT et 5, 8
Hg. L™ pour le 4, 4DDT, les limites de quantification sont de 20 pg. L™ pour les deux
pesticides analyses, les coefficients de variations sont 18, 75 % pour le 2,4-DDT et 15, 38 %
pour le 4,4-DDT ; ils sont inférieurs a 20 % ce qui dénote une bonne répétabilité de
I” appareil. Lesdeux produits organochlorés présentent par ailleurs une bonne linéarité dans le
domaine de concentratiors qui varie de 1 420 mg.L, avec des coefficients de corrélations de
0, 9996 pour le 2,4-DDT et de 0, 9977 pour le 4,4-DDT. Ces résultats sont satisfaisants et
encourageants pour le dosage des résidus de ces deux pesticides, aussi bien dans les eaux
que dans les adiments. D’autre part, les limites de détection et le domaine de linéarité obtenus
sont tres intéressants et permettent de s affranchir de la CPG avec capture d’ électron pour
doser ces deux molécules. Par ailleurs, cette méthode est utilisée dans notre laboratoire pour

suivre la dégradation par voie chimique de ces deux pesticides.

Dans la deuxieéme partie de notre étude, I'optimisation de la méthode d’ extraction
liquide-liquide en partant de la méhode officielle de I’Union Européenne a consisté a faire
varier les paramétres suivants : type de solvant, volume de solvant, temps d’ extraction et le
nombre d extractiors, e ce pour deux types d agitation: manuele e magnéique. Les
résultats obtenus montrent que pour une agitation manuelle, une extraction avec un volume
total d’hexane (solvant d’ extraction) de 50 ml en deux fois 25 ml, avec un temps d’ agitation
de 15 minutes a chaque fois, permet d’ obtenir des rendement s d’ extraction satisfaisants et qui
peuvent atteindre la valeur de 102 %, mais des coefficients de variationqui varient entre

15, 63 % et 21, 71 % ; acause de I’ agitation qui n’est pas homogeéne.
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Pour une agitation magnétique, les résultats obtenus ont montré qu’a 1000 tr.min’
avec 2 fois 25 ml d' hexane et 2 fois 15 minutes, les rendements d’ extractions varient entre
62,3 % et 84, 8 % et les coefficients de variations sont tous inférieurs a 11 % ; ceci constitue

le meilleur compromis entre le rendement d’ extraction et la répétabilité de I’ opération

D’autre part, cette optimisation va nous permettre d économiser les solvants par
rapport a la méthode officielle (50 ml par échantillon au lieu de 100 ml) et du temps (30
minutes par échantillon au lieu de 60 minutes). Ces améliorations sont trés intéressantes d' un
point de vue économique, car elles vont nous permettre de traiter un plus grand nombre

d échantillons a un prix moindre.

A I'issue de cette étude il ressort que :

» La technique d extraction liquide-liquide reste, malgré sa consommation de
temps et de solvant, une méthode de référence car €elle est facile a mettre en
cauvre et ne demande pas de matériel sophistiqué ;

» Les rendements d'extractions obtenus par cette méhode sur les échantillons
d eau dopés avec du DDT sont satisfaisants mais la reproductibilité dépend du

mani pul ateur.

L’ analyse des eaux réelles, nous a permis de constater fort heureusement I’ absence des
deux isomeres de DDT dans les eaux de boissons (minérales et de robinets). La présence des
deux composés dans les eaux de puits de la région de Staoueli a des concentrations de 0,94
ug.Lt et de 2,28 pg.L?, incite & éargir ce type d enquéte & d' autre puits dans les régions
agricoles et a rechercher également d’ autres molécules toxiques et persistantes car les risques

pour la santé ne sont pas négligeables.
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Annexe

Parametres statistiques de base en analyse
chimique [47]

L’ interprétation de mesure expérimentale nécessite |’ utilisation de méthodes
statistiques pour |’ organisation des informations et résumer les caractéristiques
les plus importantes.

Valeur moyenne (x ou X)

Quand on répete n fois une mesure expé&imentale sur un méme
échantillon, il est fréquent que I'on obtienne des valeurs individuelles
|égerement différentes. Pour estimer un meilleur résultat, on préfere a toute

valeur individuelle, la valeur moyenne x obtenue en faisant leur moyenne

arithmétique :
)(:g % n
ax/

Mesure dela variabilité

La représentativité d' une valeur moyenne dépend de la variabilité ou
dispersion des données.
X+ Dx

On dit que ladispersion est faible s les valeurs sont proches de la moyenne et
I’inverse est juste.

Intervallede Confiance(I.C.) : [A, B]
Il fait intervenir un facteur de probabilité t qui dépend du degré de
liberté (n-1), ou n est le nombre de mesures.
Lavaeur det differe selon que I’ analyste veuille une probabilité
Z % de précision. Les valeurs de t tabulées sont tirées de la table de
Student [47]
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ou X et lavaleur moyenne. A =X=B

IC.= X+t ——

tab ﬁ

Lavaeur det., e Se cacule selon lardation :

. RE(n- 1)
cal 1_ R¢2
ou R' %2 et le codfficient de corrdation

n-1 : le degré de liberté

Ecart-type (ou Déviation Standard) (s)

Ce paramétre mesure assez bien la variabilité d’ un paramétre et renseigne
sur la fiabilité d'une méhode. La moyenne et |’ ecart-type sont les deux
valeurs les plus représentatives d’ un ensemble de donnees.

/é(x- X))
g =4[zt
n

Coefficient de Variation (C.V.)
CV.=>" 100
X
Quand le coefficient de variation est inférieur a 20 % la méthode est precise.
Taux derecouvrement (R)

R (%)= vaeur analytique ~ 100 / valeur réelle

R doit étre supérieur a 60%.
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Résumeé

Le but de ce travail consiste en une optimisation d’ une méthode d’ extraction liquide-
liquide des pesticides organochlorés 2,4-DDT et 4,4-DDT dans I'eay en partant d une
méthode officielle de I’Union Européenne. Dans un premier temps, nous avons mis au point
la méthode d’ analyse par HPL C a détecteur UV /visible des deux pesticides.

En second lieu, nous avons optimisé les méthodes d’ extraction en faisant varier les
paramétres suivants: le type de solvant, le volume de solvant, le temps d extraction le

nombre d’ extractions et le mode d’ agitation.

M ots clés : pesticides, extraction liquide-liquide, 2,4-DDT, 4,4-DDT, HPLC.

Abstract

The aim of this work is an optimization of a liquid-liquid extraction method of the
chlorinated pesticides 2, 4 DDT and 4 4 -DDT, starting with an official nethod of the
European Union We first adjusted a method of analysis by HPLC with an UV/visible
detection

Secondly, we optimized the methods of extraction by varying the following
parameters: the type of solvent, the volume of solvent, the time of extraction, the number of

extractions and the method of agitation.

Key words: Pesticides, 2, 4-DDT, 4, 4-DDT, liquid-liquid extraction, HPLC.



