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La forte croissance de l’industrialisation et de l’urbanisation après la seconde guerre 
mondiale a fait émerger une prise de conscience sur la nécessité de protéger les milieux 
aquatiques. Ainsi, en France, en 1964, un premier texte de loi (Loi n° 64-1245, 1964) 
aborde la problématique de la lutte contre la pollution des eaux. Depuis, les lois sont en 
faveur d’une amélioration de la qualité des eaux et de la protection des milieux. Les 
nombreux efforts faits à l’échelle européenne notamment avec la Directive Cadre sur 
l’Eau (2000) (Directive 2000/60/CE, 2000) et la Directive Eau Potable (1998) (Directive 
98/83/CE, 1998) vont dans ce sens avec l’évaluation du contrôle sanitaire et de la 
surveillance environnementale des différents types d’eau (eaux de surface, souterraines, 
eau destinée à la consommation humaine,...).  
L’Organisation des Nations-Unies (ONU) avec le Protocole sur l’eau et la santé (ONU, 
1999) et l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) avec la mise en place en 2004 de 
plans de gestion de la sécurité sanitaire des eaux, les « Water Safety Plans » (WSP) 
(OMS, 2004 ; Bartram et al., 2010) ont également initié un nouveau type d’approche 
préventive pour l’évaluation et la gestion des risques liés à la pollution des eaux 
destinées à la consommation humaine, de la ressource à l’échelle du bassin versant 
jusqu’au consommateur. Ces plans recommandent une identification préalable des 
dangers et incidents susceptibles de détériorer la qualité de la ressource. Cette prise de 
conscience au niveau européen a impliqué la mise en place de nouvelles lois dans la 
législation française. 
Ainsi, en France, depuis 2006, la Loi sur l’Eau et les Milieux Aquatiques (Loi n° 2006-
1172, 2006) tente de répondre aux exigences de la Directive Cadre sur l’Eau (Directive 
2000/60/CE, 2000). Cette loi rénove l’organisation institutionnelle en créant notamment 
en 2007 l’Office national de l’eau et des milieux aquatiques (Onema) chargé de mener 
des actions destinées à favoriser une gestion globale, durable et équilibrée de la 
ressource en eau et des écosystèmes aquatiques. 
De plus, l’application en droit français des directives européennes assure un suivi 
national très réglementé de substances prioritaires (et dangereuses) comme les 
pesticides alors que de nouveaux contaminants, les polluants émergents, ne sont pas 
encore ou peu réglementés. Depuis quelques années, ces polluants émergents attirent 
de plus en plus l’attention de la communauté scientifique qui, suite au développement 
de nouvelles méthodes analytiques, a la possibilité de les détecter et de les quantifier à 
l’état de traces et voire même d’ultra-traces (du ng/L au μg/L). Parmi ces molécules 
émergentes se trouvent des substances chimiques telles que de nouveaux pesticides, des 
hormones, ou encore des produits pharmaceutiques et d’hygiène corporelle (PPCP). 
En cas de pollutions accidentelles ou d’actes de malveillance vis-à-vis de milieux 
aquatiques, des lois supplémentaires ont été mises en place. Ainsi, la loi de 
modernisation de la sécurité civile de 2004 (Loi n° 2004-811, 2004) permet la mise en 
place de plans ORSEC (Organisation de la Réponse de SEcurité Civile). Ces plans 
permettent d’organiser les secours et d’adopter toutes les mesures nécessaires pour 
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permettre l’évaluation et la détection de la pollution ainsi que les mesures de lutte qui 
visent à en limiter les conséquences. Lors de ce type de pollutions (fuite, feu, rejet 
volontaire,…), au sein de la direction générale de la prévention des risques du Ministère 
du développement durable, le Bureau d’Analyse des Risques et Pollutions Industriels 
(BARPI) a pour but de collecter et de diffuser les informations relatives à la pollution 
afin de mieux les appréhender. Lors de telles pollutions, les approches classiques pour 
l’analyse de la qualité de l’eau reposent sur les méthodes normalisées de prélèvement 
ponctuel et d’analyses réalisées au laboratoire, dont les résultats sont généralement 
disponibles dans un délai de 24 à 48h. Or, dans certains cas, la présence d’un ou de 
quelques contaminants à une concentration élevée nécessite la mise en place d’actions 
rapides afin de protéger les milieux et la population (interdiction de baignade, arrêt du 
système de production et/ou de distribution d’eau potable). De nos jours, des dispositifs 
de mesures in-situ, avec un délai de réponse de quelques minutes à quelques heures 
existent. Ces dispositifs permettent de cartographier la distribution des polluants dans 
l'espace et dans le temps, de mesurer une évolution plutôt qu’une concentration, et de 
réaliser un screening de la qualité de l'eau (Graveline et al., 2010). Ces méthodes sont 
en mesure de fournir des informations quantitatives, semi-quantitatives et qualitatives 
pour une évaluation plus rapide de la qualité de l’eau que les analyses de laboratoire 
(Allan et al., 2006 ; Roig et al., 2007). 
 
Les objectifs de ce travail de thèse s’insèrent dans cette dynamique et sont donc de 
proposer une méthode rapide et utilisable sur site permettant de caractériser une 
pollution spécifique par la détection de micropolluants organiques dans l’eau. 
Ce travail s’inscrit dans le cadre des activités du contrôle sanitaire et de la surveillance 
environnementale de la qualité des eaux ainsi que dans celles des services de la sécurité 
civile. Il a pour but de développer un analyseur rapide transportable sur site pour la 
détection de micropolluants organiques (prioritaires, émergents, d’intérêt pour la 
sécurité civile) potentiellement dangereux pour la santé humaine et/ou l’environnement. 
Cet analyseur intègre une méthode MSP2E (multiple solide phase double extraction) 
incluant une étape de préconcentration sur des phases solides multiples suivie d’une 
étape d’élution spécifique. Ces étapes ont pour objectif d’extraire les composés selon 
leurs propriétés physico-chimiques et leur affinité avec la phase solide. Les différentes 
fractions d’élution, qui correspondent à des substances ayant des propriétés physico-
chimiques caractéristiques, sont ensuite analysées par spectrophotométrie UV. Lors de 
pollution inconnue, l’identification des composés peut se faire par un traitement direct 
du spectre basé sur la comparaison avec les spectres UV de référence répertoriés dans 
une banque de données élaborée au cours de l’étude. Si le composé ne peut pas être 
identifié, le résultat obtenu via l’analyse spectrale des différentes fractions (présence ou 
absence d’un signal caractéristique) peut orienter vers une information concernant le 
type de molécules incriminées en fonction de leurs propriétés (charge, log P).  
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A l’inverse, l’étude de ces propriétés et des fractions d’élution a permis de mettre en 
évidence une approche prédictive permettant de déterminer la fraction d’élution dans 
laquelle un composé donné va être extrait.  
Le dispositif développé vise à compléter les approches classiques pour l’analyse de la 
qualité de l’eau (prélèvement et analyses normalisées) et peut être utilisé de deux 
manières différentes : 

• Concentrateur : le dispositif permet d’effectuer les étapes de 
préconcentration/fractionnement et d’élution sur site. L’analyse des 
élutions est réalisée au laboratoire par des méthodes chromatographiques.  
Il peut être employé dans le cas du suivi de la qualité des eaux et lors de 
pollutions accidentelles. Grâce à sa fonction de concentration des 
polluants, l’étape de préparation au laboratoire est évitée ce qui permet 
un gain de temps non négligeable lorsqu’une prise de décision rapide est 
demandée. 

• Analyseur : dans ce cas, le dispositif permet de réaliser les étapes du 
concentrateur avec la possibilité d’une analyse par spectrophotométrie UV 
directement sur site (ou en laboratoire si la détection UV n’est pas 
suffisante pour caractériser la pollution). 
Il peut être employé dans le cas du suivi de la qualité des eaux et lors de 
pollutions accidentelles afin de fournir un pré-diagnostic pouvant orienter 
une prise de décision rapide.  

 
Enfin, même si la méthode MSP2E a été développée, dans un premier temps, pour la 
détection de micropolluants organiques dans l’eau, sa transposition sur d’autres 
matrices aqueuses (les matrices biologiques par exemple) semble envisageable. En effet, 
le nombre d’études s’intéressant à la présence de ces micropolluants (pesticides, 
produits pharmaceutiques, drogues) dans ces matrices biologiques (sang, urine) ne 
cesse de se multiplier dans le but d’évaluer l’exposition indirecte (par l’alimentation, la 
contamination de l'air, des sols ou des poussières) et l’exposition directe (par ingestion 
ou injection de produits pharmaceutiques et/ou de drogues) des populations. 
 
Ce mémoire de thèse s’articule autour de 5 parties. 
Une étude bibliographique (dans la Partie 1) expose tout d’abord le cadre 
réglementaire. Cette partie propose également un état de l’art des méthodes de 
surveillance de la qualité de l’eau sur site et présente la méthode d’extraction sur phase 
solide.  
La Partie 2 présente l’ensemble des protocoles analytiques de l’étude, l’évolution des 
dispositifs expérimentaux et la méthodologie employée concernant l’exploitation des 
spectres UV. Elle détaille également le concept de la banque de données spectrales. 
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La Partie 3 expose la mise en place de la méthode MSP2E avec le choix des phases 
solides et le choix des éluants. Les résultats obtenus, des applications ainsi que des 
pistes d’optimisation sont également présentés.  
La Partie 4 propose une transposition de la méthode développée à une matrice 
biologique, l’urine humaine, pour la détection de produits pharmaceutiques, de dopants 
et de pesticides.  
Enfin, la Partie 5 présente une synthèse des résultats, les conclusions et les perspectives 
de ce travail de thèse. 
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Partie 1 

Contexte et état de l’art 
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Cette partie est consacrée dans un premier temps au contexte juridique et 
réglementaire qui encadre la gestion de la qualité globale de l’eau. Puis, dans un 
deuxième temps elle s’intéresse aux pollutions ponctuelles d’origine accidentelle ou 
intentionnelle avec un inventaire de ce type de pollution et son encadrement législatif. 
Dans un troisième temps elle présente les méthodes de surveillance sur site de la qualité 
des eaux et elle s’intéresse enfin à la méthode d’extraction sur phase solide, méthode 
principalement utilisée au laboratoire mais avec quelques applications sur site. 

1. Gestion de la qualité globale de l’eau 
1.1. Cadre juridique et réglementaire 

1.1.1. Contexte environnemental 
1.1.1.1. Législation européenne 

Actuellement, en Europe, la Directive Cadre sur l’Eau (DCE) du 23 octobre 2000 
(Directive 2000/60/CE, 2000) est la principale directive appliquée dans le cadre de la 
protection des milieux aquatiques. Elle a pour objectif de créer une cohérence à 
l’ensemble de la législation avec une politique globale dans le domaine de l’eau. Elle 
définit notamment un cadre pour la gestion et la protection des eaux par grand bassin 
hydrographique au plan européen avec une perspective de développement durable. La 
préservation et la restauration de l’état des eaux superficielles (eaux douces et eaux 
côtières) et des eaux souterraines font parties des objectifs principaux de cette directive 
avec l’obtention du bon état des différents milieux sur tout le territoire européen à 
l’échéance 2015. L’état chimique des eaux est considéré comme bon lorsque les 
concentrations de polluants n’excèdent pas les normes de qualité environnementale 
(NQE), valeurs limites définies de manière à protéger l’environnement et la santé 
humaine. La DCE établit une liste de substances prioritaires dont les NQE de 33 d’entre 
elles dont 20 dangereuses ont été précisées lors de la révision de la DCE le 16 décembre 
2008 (Directive 2008/105/CE, 2008). Le Tableau 1 présente les NQE pour certaines des 
molécules d’intérêt du projet de thèse (pesticides, HAP, perturbateurs endocriniens). 
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Tableau 1 : NQE de certaines substances de la liste des 33 substances prioritaires (adapté de 
l’annexe I de la directive 2008/105/CE) 

Substance 

NQE 
moyenne 
annuelle- 
Eaux de 
surface 
(μg/L) 

NQE- 
concentration 

maximum 
autorisée 

(μg/L) – Eaux 
de surface 

Substance 

NQE 
moyenne 
annuelle- 
Eaux de 
surface 
(μg/L) 

NQE- 
concentration 

maximum 
autorisée 

(μg/L) – Eaux 
de surface 

Alachlore 0,3 0,7 Anthracène 0,1 0,4 

Atrazine 0,6 2,0 Benzène 10 50 

Chlorpyrifos 0,03 0,1 DEHP 1,3 Non applicable 

Diuron 0,2 1,8 Endosulfan 0,005 1,8 

Fluoranthène 0,1 1 Isoproturon 0,3 1 

Naphtalène 2,4 1,2 4-nonylphénol 0,3 2 

Simazine 1 4    

 
De plus, la DCE a imposé la mise en place d’un programme de surveillance au niveau 
des différentes catégories d’eau (eaux de surface, eaux souterraines) comprenant 
différents volets: 

• Le contrôle de surveillance  a pour but d’évaluer les changements de la 
qualité de l’eau	   sur le long terme. Pour ce faire, le suivi s’effectue au 
niveau des milieux aquatiques mais également au niveau des flux des 
polluants et des impacts.  

• Le contrôle opérationnel s’intéresse en particulier aux masses d’eau 
jugées à risque ou risquant de ne pas satisfaire aux objectifs 
environnementaux de la DCE. Ces contrôles sont également destinés à 
suivre les améliorations observées suite aux actions mises en place dans le 
cadre des programmes de mesures. 

• Le contrôle d’investigation est mis en œuvre lorsqu’une pollution 
inconnue survient et permet d’en déterminer les causes. 

• Le contrôle additionnel est mis en place au niveau de certaines zones à 
risque comme le captage en eau potable lorsque celles-ci risquent de ne 
pas répondre aux objectifs de la DCE. 
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Selon la DCE, une révision de la liste des substances doit avoir lieu tous les 4 ans. Ainsi 
en 2012, la Commission Européenne a proposé de (Commission européenne, 2012) : 

• rajouter 15 nouvelles molécules à la liste des substances prioritaires dont 
pour la première fois, 3 substances pharmaceutiques (1,7α-
éhynylestradiol, 1,7β-estradiol et le diclofénac), des produits 
phytosanitaires (aclonifène, bifénox, cyperméthrine, dicofol, heptachlore, 
quinoxyfène, cybutryne, dichlorvos, terbutryne), des dérivés de 
combustion (dioxines), et des produits chimiques industriels (acide 
perfluoroctanesulfonique, hexabromocyclododécane), 

• déplacer de la liste des substances prioritaires vers celle des substances 
dangereuses prioritaires, le DEHP et le trifluraline, 

• réviser les normes de qualités environnementales (NQE) pour 7 
substances ou familles de substances, 

• introduire la recherche de polluants dans une nouvelle matrice, le biote, 

• créer une liste de vigilance pour chaque Etat membre qui va permettre de 
diriger les prochains réexamens de la directive. 

 
Suite à ces propositions, la Commission de l'Environnement, de la Santé Publique et de 
la Sécurité Alimentaire a adopté (Communiqué de presse de la CESPSA, 2012): 

• des nouvelles substances prioritaires : ajout des 15 substances 
chimiques dont les 3 produits pharmaceutiques dans la liste des 
substances prioritaires mais pour l’instant sans NQE. L’examen de ces 
normes aura lieu en 2016. 

• une liste de vigilance : composée au plus de 10 substances ou groupes 
de substances. Les États membres devront surveiller chaque substance de 
cette liste en procédant à des contrôles dans certaines stations de 
surveillance (stations d’épuration ou de production d’eau potable) 
représentatives pendant une période d'au moins un an d’ici fin 2014. 

• la sensibilisation du public : informer le grand public via notamment un 
site internet de l’état de la qualité des eaux de surface et les dispositions 
prises pour lutter contre la pollution chimique. 

 
En accord avec ces propositions, la Directive 2013/39/UE du 12 août 2013 modifie les 
directives 2000/60/CE et 2008/105/CE (Directive 2013/39/UE, 2013) en ce qui concerne 
la liste des substances prioritaires dans le domaine de l’eau. Ainsi, 12 nouvelles 
substances prioritaires sont intégrées à la liste des substances prioritaires. De plus, les 
3 substances pharmaceutiques (1,7α-éhynylestradiol, 1,7β-estradiol et le diclofénac) 
sont incluses dans la liste de vigilance des polluants émergents qui pourraient être, dans 
le futur, intégrées à la liste des substances prioritaires.  
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En plus de la directive DCE, la Directive 2009/128/CE du 21 octobre 2009 (Directive 
2009/128/CE, 2009) prévoyait que les Etats membres adoptent d’ici le 14 décembre 
2012 des plans d’action nationaux pour fixer leurs objectifs quantitatifs, leurs cibles, 
leurs mesures et leurs calendriers en vue de réduire les risques et les effets du recours à 
des pesticides sur l’environnement et la santé humaine. Elle vise en particulier à 
développer des méthodes ou techniques de substitution pour réduire la dépendance à 
l’égard de la consommation des pesticides. Ainsi, en France, le plan Ecophyto 2018 
(Ecophyto 2018, 2008) mis en place en 2008 prévoit la suppression progressive de 53 
pesticides ainsi que la réduction de 50% des usages d’ici 2018. 
 
Enfin, la Directive 2009/90/CE du 31 juillet 2009 (Directive 2009/90/CE, 2009) 
autorise l’emploi de méthodes sur site ou en ligne pour les programmes de suivi des 
polluants chimiques dans les eaux. Dans ce cas, ces méthodes doivent répondre à des 
critères minimaux de performances (incertitudes de mesure et limites de quantification) 
(Roig et al., 2011). 

1.1.1.2. Législation française 
En France, la première loi pour la protection des milieux est la loi de 1964 sur le 
régime et la répartition des eaux et la lutte contre la pollution (Loi n° 64-1245, 
1964). Cette loi fixe des objectifs de qualité par cours d’eau dans chaque département et 
crée les organismes de bassin (agences et comités de bassin). Le territoire français est 
alors divisé en six grands bassins hydrographiques, chacun comportant une structure 
consultative (les Comités de bassin composés de représentants de l’Etat, des 
collectivités locales et des usagers de l’eau) et un organisme exécutif (les Agences de 
l’eau). 
 
Puis la loi sur l’eau du 3 janvier 1992 et le Décret du 3 juin 1994 (Loi n° 92-3, 
1992 ; Décret n° 94-469, 1994) fixent le cadre global de la gestion de l’eau en France et 
définit la programmation de l’assainissement au niveau des agglomérations. L’eau est 
alors reconnue comme "patrimoine commun de la Nation". La compétence des 
communes dans la gestion de l’eau est renforcée : toutes les communes de plus de 2 000 
habitants doivent être équipées d’un système de collecte et d’épuration des eaux 
résiduaires. Le législateur transfère ainsi aux collectivités locales la responsabilité et la 
charge financière de la distribution d’eau potable et de la politique d’assainissement. La 
loi n° 92-3 préconise aussi la mise en place d’un nouveau système de planification au 
niveau des bassins des grands fleuves, du Schéma Directeur d’Aménagement et de 
Gestion des Eaux (SDAGE) et au niveau plus local, de Schémas d’Aménagement et de 
Gestion des Eaux (SAGE). Les SAGE doivent être en cohérence avec les orientations du 
SDAGE. Ces schémas d’aménagement sont mis en place par des commissions locales de 
l’eau composées de représentants des collectivités territoriales, de l’Etat et d’usagers.  
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La transposition de la Directive Cadre sur l’Eau au niveau français est présentée dans la 
Figure 1. 

 

Figure 1 : Application de la directive européenne Cadre sur  l’Eau au niveau français 

Le Décret du 20 avril 2005 (Décret n° 2005-378, 2005) et l’Arrêté du 30 juin 2005 
(Arrêté, 2005) sont relatifs au programme national d’action contre la pollution des 
milieux aquatiques par certaines substances dangereuses (PNAR) et impliquent : 

• la création d’un programme national de réduction pour 18 substances 
(Tableau 2). 

• la définition des normes de qualité (NQE) pour ces substances (Tableau 2). 
	    

Directive 76/464/CEE 

Directive Cadre Eau 
2000/60/CE 

Décret 2005-378 
Arrêté du 30/06/2005 Circulaire 7/05/07 

Circulaire 13/07/2006 Loi n° 2006-1772  

Législation européenne 

Législation française 
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Tableau 2 : Liste des 18 substances faisant l’objet d’un programme national de réduction (Arrêté, 
2005) (* : spécialement le 3,4-benzopyrène et le 3,4-benzofluoranthène) 

Substance Objectif de 
réduction en 
2015 

Emission estimée de 
l’année de référence 
(1995) en kg/j 

NQE (μg/L) 

Anthracène -30% 0,1 0,1 

Benzène -50% 1054 1,7 

Chlorobenzène -50% 69 32 

Chloroprène -50% 113 32 

3-chloropropène -30% 15 0,34 

1,2-dichlorobenzène -30% 28 10 

1,3-dichlorobenzène -30% 2,8 10 

1,4-dichlorobenzène -30% 10 20 

1,1-dichloroéthane -30% 26 92 

Dichlorométhane -50% 5965 20 

Ethylbenzène -30% 19 20 

Naphtalène -30% 1,7 2,4 

HAP  -50% 496 0,05* 

Toluène -50% 70 74 

1,1,1-trichloroéthane -50% 41 26 

1,1,2-trichloroéthane -30% 3,8 300 

Chlorure de vinyle -50% 2983 0,5 

Xylènes -30% 19 10 

 
La Circulaire DCE du 13 juillet 2006 (Circulaire DCE 2006/16, 2006) précise les 
éléments de cadrage pour procéder à la constitution et à la mise en œuvre du 
programme de surveillance, à savoir le nombre de sites à suivre par bassin (fonction de 
la taille du bassin, et de la typologie des masses d'eau), les paramètres à surveiller 
(éléments physico-chimiques, mais aussi biologiques et hydro-morphologiques), les 
fréquences annuelles et la répartition sur la durée du SDAGE et du plan de gestion. 
 
La Circulaire du 7 mai 2007 (Circulaire, 2007) fixe les normes de qualité 
environnementale provisoires (NQEp) de 41 substances : les 33 substances prioritaires 
de la DCE et 8 substances supplémentaires impliquées dans l’évaluation de l’état 
chimique des masses d’eau. Parmi ces 41 substances figurent 15 pesticides : alachlore, 
aldrine, atrazine, chlorfenvinphos, chlorpyrifos, DDT, dieldrine, diuron, endosulfan, 
endrine, isodrine, isoproturon, lindane, simazine, trifluraline dont certains sont interdits 
d’usage comme l’atrazine. 
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La Loi sur l’Eau et les Milieux Aquatiques (LEMA) du 30 décembre 2006 (Loi n° 
2006-1172, 2006) modifie le livre II du Code de l’environnement (Code de 
l’environnement, 2006) et réforme d’autres codes comme le Code de la santé publique et 
le Code des collectivités territoriales (Code de la santé publique, 2006 ; Code des 
collectivités territoriales, 2006). Cette loi donne les outils à l’administration et aux 
collectivités territoriales pour atteindre en 2015 les objectifs de la DCE, en particulier le 
retour à un bon état des eaux, d’améliorer les conditions d’accès à l’eau, d’apporter plus 
de transparence au fonctionnement du service public de l’eau et de rénover 
l’organisation de la pêche en eau douce. 
La loi rénove l’organisation des institutions pour une meilleure efficacité. Le Conseil 
supérieur de la pêche est transformé en un Office national de l’eau et des milieux 
aquatiques (Onema) chargé des études et recherches de portée générale et de 
l’évaluation. Cet office apportera un appui technique aux Agences de l’eau.  
Cette loi : 

• donne les moyens d’assurer la traçabilité des ventes des produits 
phytosanitaires et des biocides et instaure un contrôle des pulvérisateurs 
pour l’application de ces produits. La taxe globale d’activité polluante sur 
les produits phytosanitaires est transformée en une redevance au profit 
des agences de l’eau prenant en compte l’écotoxicité de ces produits, 

• crée un fonds de garantie visant à couvrir les dommages imprévisibles 
pour les terres agricoles liés à l’épandage de boues d’épuration, 

• donne aux communes les moyens d’améliorer la maîtrise des eaux de 
ruissellement par la possibilité d’instituer une taxe locale spécifique et 
instaure un crédit d’impôt pour la récupération des eaux de pluie. 

 
La modification de certaines pratiques agricoles peut être rendue obligatoire dans des 
zones de sauvegardes quantitatives, en amont des captages d’eau potable.  
	    



	   14	  

1.1.2. Contexte sanitaire 
1.1.2.1. Législation européenne 

La Directive européenne Eau Potable du 3 novembre 1998 constitue le cadre 
réglementaire européen en matière d'eau potable (Directive 98/83/CE, 1998). Elle vise à 
protéger la santé des personnes en établissant des exigences de salubrité et de propreté 
auxquelles doit satisfaire l’eau potable dans l’Union européenne.  
Cette Directive impose un contrôle régulier de la qualité des eaux destinées à la 
consommation humaine. Si un paramètre (microbiologique, chimique ou relatif à la 
radioactivité) s’avère être supérieur à la valeur admise, des mesures correctrices 
doivent être rapidement mises en œuvre. Si l’eau potable constitue un risque pour la 
santé humaine, les Etats membres doivent suspendre l’approvisionnement en eau 
jusqu’au retour à une qualité admise.  

1.1.2.2. Législation française 
En France, le Décret du 20 décembre 2001 (Décret n° 2001-1220, 2001) transpose la 
Directive européenne Eau Potable. Ce décret abrogé a été codifié, depuis mai 2003, 
dans le Code de la Santé Publique aux articles R. 1321-1 à R. 1321-66 (Code de la Santé 
Publique, 2003). Il fixe plusieurs types d’analyses (physico-chimiques, 
bactériologiques,…) et leurs fréquences annuelles. 
La législation en vigueur fixe notamment des limites de qualité dans les eaux brutes 
destinées à la production d’eau potable : 
Pour les pesticides : 

• Pour la qualité des eaux brutes (toute origine) fournissant l’eau potable, la 
concentration maximale autorisée par pesticide est de 2 μg/L et celle 
autorisée pour le total des pesticides (somme de tous les pesticides 
individualisés détectés et quantifiés) est de 5 μg/L. 

• Pour celle de l’eau potable, la concentration maximale autorisée par 
pesticide est de 0,1 μg/L et celle autorisée pour le total des pesticides est 
de 0,5 μg/L.  

Pour les nitrates : 

• Pour la qualité des eaux brutes fournissant l’eau potable, la concentration 
maximale autorisée en nitrates est de 50 mg/L pour les eaux superficielles 
et de 100 mg/L pour les eaux souterraines. 

• Pour celle de l’eau potable, la concentration maximale autorisée est de  
50 mg/L. 
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L’arrêté du 11 janvier 2007 (Arrêté, 2007) définit les limites et références de la 
qualité des eaux brutes et des eaux destinées à la consommation humaine. 
Les eaux captées pour la production d’eau potable sont classées en 3 groupes : 

• A1 : eau nécessitant un simple traitement physique et une désinfection 
(essentiellement pour les eaux souterraines) 

• A2 : eau nécessitant un traitement physique et chimique normal et une 
désinfection 

• A3 : eau nécessitant un traitement physique et chimique poussé, un 
affinage et une désinfection. 

Les eaux de surface utilisées pour la production d’eau destinée à la consommation 
humaine doivent répondre aux limites de qualité figurant en annexe de l’arrêté du 11 
janvier 2007. Le Tableau 3 présente ces limites de qualité pour les paramètres physico-
chimiques et microbiologiques de l’arrêté du 11 janvier 2007 en fonction des différents 
groupes de traitement (Arrêté, 2007). 

Tableau 3 : Limites de qualité des eaux de surface utilisées pour la production d’eau destinée à la 
consommation humaine (G : valeur guide ; I : valeur limite impérative) (Arrêté, 2007) 

Paramètres physico-chimiques Groupe 

 A1 A2 A3 

 G I G I G I 

Conductivité (μS/cm à 20°C) ≤1000 - ≤1000 - ≤1000 - 

Demande biologique en oxygène (DBO5) à 20°C 
(mg/L) 

<3	 - <5	 -	 <7	 -	 

Demande chimique en oxygène (DCO) (mg/L) -	 - 	 -	 ≤30	 -	 

Matière en suspension (MES) (mg/L)  ≤25 - -	 -	 -	 -	 

Sulfates (mg/L) ≤150 250 ≤150	 250	 ≤150	 250	 

Taux de saturation en oxygène dissous (O2) (%) >70 - > 50	 -	 >30	 -	 

pH (unité pH) 6,5-8,5 - 5,5-9 - 5,5-9 - 

Température (°C) ≤22 25 ≤22 25 ≤22 25 

Paramètres microbiologiques 

 A1 A2 A3 

 G G G 

Coliformes totaux (nombre/100 mL) <50 <5000 <50000 

Coliformes fécaux (nombre/100 mL) <20 <2000 <20000 

Streptocoques fécaux (nombre/ 100 mL) <20 <1000 <10000 
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L'arrêté du 21 janvier 2010 (Arrêté, 2010) modifiant l'arrêté du 11 janvier 2007 
(Arrêté, 2007) relatif au programme de prélèvements et d'analyses du contrôle sanitaire 
pour les eaux fournies par un réseau de distribution, introduit les contrôles additionnels 
prescrits par la DCE sur les captages d'eau de surface dont le débit prélevé pour la 
production d'eau destinée à la consommation humaine est supérieur ou égal à 100 m3/j. 
La fréquence des prélèvements d'échantillons d'eau et d'analyses à effectuer sur la 
ressource est fixée en fonction du débit journalier de l'eau prélevée. 

1.1.2.3. Du captage au consommateur 
Selon l’OMS, « le moyen le plus efficace pour garantir en permanence la sécurité 
sanitaire de l’approvisionnement en eau de boisson consiste à appliquer une stratégie 
générale d’évaluation et de gestion des risques, couvrant toutes les étapes 
d’approvisionnement en eau, du captage au consommateur » (Bartram et al., 2010). 
L’OMS s’est orientée vers une approche préventive de la production, approche activée 
par la mise en place de plans de gestion de la sécurité sanitaire des eaux appelés 
« Water Safety Plans » (OMS, 2004 ; Bartam et al., 2010). Ces plans conseillent une 
identification préalable des dangers et des évènements susceptibles de modifier la 
qualité de l’eau à l’échelle d’un bassin versant.  
Les « Water Safety Plans » sont basés sur différentes démarches: 

• La méthode HACCP (Hazard Analysis Critical Control) : analyse de risque 
et détermination des points critiques pouvant engendrer une 
contamination du produit final (FAO-OMS, 1996). La norme ISO 22000 
(systèmes de management de la sécurité des denrées alimentaires) permet 
l’harmonisation de cette méthode en y ajoutant un caractère normatif 
(ISO, 2011 ; Gray, 2008). 

• La méthode AMDEC (Analyse des Modes de Défaillances, de leurs Effets et 
de leur Criticité) : quantification et hiérarchisation des risques potentiels 
après leur recensement (Direction Générale de la Santé, 2007). 

 
Ces plans reposent sur 5 étapes (Bartram et al., 2010 ; Gray, 2008 ; OMS, 2009) : 

• La préparation : constitution d’une équipe pour mettre en place un plan de 
gestion. 

• L’évaluation du système : description du réseau de distribution d’eau et 
identification des dangers et des situations à risque. 

• La surveillance opérationnelle : modalités pour le suivi des mesures prises 
et la vérification de l’efficacité du plan mis en place. 

• Les procédures de gestion et de communication. 

• Le retour d’expérience : examen du plan mis en place à la suite d’un 
incident ; détermination des raisons ; modification du plan en 
conséquence. 
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L’identification des situations à risque repose sur le recensement des évènements  
susceptibles de se produire sur toute la chaîne de production en eau potable (du captage 
au consommateur) ainsi que les zones concernées. Ce recensement prend en compte 
aussi bien l’organisation du territoire (types de zones : urbaines, industrielles ou 
rurales ; types d’activité : agricole, élevage,…) que les conditions hydroclimatiques 
exceptionnelles (pluies intenses, sécheresse,…) (Bartram et al., 2010. OMS, 2009). 

 
Les risques peuvent ainsi être caractérisés : 

• A court terme (risque primaire) : essentiellement microbiologique 
(Bartram et al., 2010 ; Beaudeau et al., 2010) et issu de l’exposition aux 
différents pathogènes pouvant être présents dans les eaux. Ce risque est 
le plus généralisé et le plus préoccupant même dans les pays développés 
(OMS, 2004). Il peut être aussi chimique dans le cas où la ressource 
dégradée ne subit pas ou peu de traitement (Bartram et al., 2010 ; 
Beaudeau et al., 2010). 

• A moyen et long terme (risque secondaire) : généralement chimique, il est 
issu de la présence de produits de transformation suite aux traitements de 
l’eau comme les sous-produits de chloration (Davison et al., 2005). 

 
Les réglementations citées précédemment ont pour objectif principal de prévenir les 
risques environnementaux et sanitaires en appliquant des restrictions à de plus en plus 
de substances. Pour cela, elles visent, entre autres, à diminuer la présence de 
micropolluants organiques dans les milieux aquatiques. Cependant, elles ne permettent 
pas de se prémunir de pollutions importantes qu’elles soient accidentelles ou 
intentionnelles. En cas de pollution ponctuelle et accrue de la ressource, des procédures 
particulières, régies par d’autres lois, doivent être mises en place. 
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2. Pollution ponctuelle des eaux 
2.1. Définition des pollutions 

Selon l’arrêté du 17 juillet 2009 (Arrêté, 2009), il existe deux grands types de 
pollution : 

• la pollution diffuse qui est définie comme étant « une pollution dont 
l'origine ne peut être localisée en un point précis mais procède d'une 
multitude de points non dénombrables et répartis sur une surface 
importante ». L’agriculture peut être à l’origine de ce type de pollution par 
un entraînement des produits polluants, comme les pesticides, dans les 
eaux qui ruissellent. 

• la pollution ponctuelle qui est définie comme étant « une pollution dont 
l'origine peut être localisée géographiquement de façon précise, une 
pollution ponctuelle pouvant être issue de plusieurs sources 
géographiquement localisables proches les unes des autres, peu 
nombreuses et parfaitement dénombrables ». Les pollutions ponctuelles 
correspondent le plus souvent à des pollutions assez importantes voire 
massives.  

 
Dans le cadre de notre étude, l’intérêt est plus particulièrement porté sur les pollutions 
ponctuelles qui selon le Bureau de Recherche Géologiques et Minières (BRGM) peuvent 
être généralement classées en deux catégories (Berland, 2002) : 

• les rejets intentionnels de la part des industriels, des agriculteurs et des 
particuliers (déversement de produits divers, vidanges d’équipements 
agricoles, de citernes ou d’emballages ayant contenu des produits 
phytosanitaires). 

• les accidents (rupture ou fuite de canalisation ou de cuves, manque de 
surveillance, fausse manœuvre, accident de transport, crues…). 

 
Les pollutions ponctuelles peuvent concerner les eaux de surface et les eaux 
souterraines. Le délai qui s’écoule entre l’accident et l’atteinte de la ressource peut être 
utilisé pour éviter ou diminuer les conséquences de la pollution (Berland, 2002). Ce 
délai, dans le cas des eaux de surface, se compte en heures. En revanche, dans le cas 
des eaux souterraines, il peut s’écouler des mois avant que la ressource en eau ne soit 
altérée par un produit déversé à la surface du sol (Berland, 2002). 
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Si l’accident n’est pas répertorié et atteint les eaux souterraines, le problème posé sera 
le plus souvent beaucoup plus difficile à résoudre que lors d’une pollution d’une eau de 
surface (Berland, 2002). Ainsi, par exemple, la mortalité des poissons est un bon 
indicateur d’une pollution mais ne pourra pas être utilisé lors d’une pollution d’une eau 
souterraine. 
 
Il faut tenir compte aujourd’hui d’une troisième source de pollution suite à la 
recrudescence des différentes tensions internationales et des formes nouvelles que 
peuvent prendre les conflits (Berland, 2002 ; Kroll, 2009). Les actes de malveillance 
peuvent atteindre l’alimentation en eau potable en provoquant indirectement la 
pollution de la ressource (par exemple lors d’une explosion), ou en détruisant, en même 
temps que leur cible, une partie plus ou moins importante du réseau. Certains actes de 
malveillance peuvent avoir aussi pour cible directe l’alimentation en eau potable que 
cela soit en endommageant le réseau lui-même ou en introduisant un produit 
indésirable, produit toxique, dans l’eau distribuée (Kroll, 2009). Ce risque doit 
absolument être envisagé et être prévenu efficacement. 

2.2. Inventaire des pollutions ponctuelles des eaux 
Le Bureau d’Analyse des Risques et des Pollutions Industriels (BARPI), qui dépend de la 
direction générale de la prévention des risques du Ministère du développement durable, 
a pour but de collecter et de diffuser les informations et le retour d’expérience en 
matière d’accidents technologiques. La base de données ARIA (Analyse, Recherche et 
Informations sur les Accidents) regroupe les évènements accidentels qui ont porté 
atteinte à la santé ou à la sécurité publique et à l’environnement essentiellement dans le 
cas d’installations industrielles ou agricoles classées ou susceptibles de l’être (depuis 
1992) et dans le cas de transport de matières dangereuses (depuis 2010). La base ARIA 
regroupe plus de 40 000 accidents toutes activités confondues aussi bien français 
qu’étrangers (accidents mondiaux les plus significatifs du point de vue des 
répercussions sanitaires et environnementales) ; 1477 incidents en France ont été 
analysés et détaillés en 2012 (ARIA, 2013). Parmi ces derniers incidents, tous n’ont pas  
d’impact sur l’environnement. Il peut également s’agir, par exemple, d’accidents de la 
route impliquant le transport de matières dangereuses avec des conséquences humaines 
et matérielles. 
L’incendie et le rejet de matières dangereuses (volontaire ou accidentel) font partie des 
formes les plus courantes d’accidents susceptibles d’avoir un impact sur la qualité des 
eaux. 103 rejets de matières dangereuses ont été observés en 2012 ; 18 d’entre eux sont 
les suites d’un incendie et d’écoulement d’eaux d’extinction et 7 d’entre eux sont liés à 
des accidents routiers ou ferroviaires.  
Une échelle des risques a été officialisée en 1994 par le comité des autorités 
compétentes des Etats membres pour l'application de la directive Seveso (Directive 
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Seveso, 1982). Cette échelle européenne permet, en mesurant les conséquences 
humaines, environnementales et économiques, de rendre compte de l'importance des 
accidents. Pour la compléter, un indice supplémentaire, dénommé «indice des matières 
dangereuses relâchées», a été rajouté en 2003 en accord avec la modification de la 
directive Seveso (Directive 96/82/CE, 1996) et de son amendement apporté en 2003 
(Directive 2003/105/CE, 2003). 
 
Cette échelle, disponible sur le site ARIA, se base sur 18 paramètres techniques 
permettant de caractériser les effets et les conséquences des accidents (ARIA, 2013). 
Chacun des paramètres de cette échelle comprend 6 niveaux et sont classés en 4 
groupes d’effets ou de conséquences : 

• 2 paramètres ont trait aux quantités de matières dangereuses impliquées 

• 7 paramètres portent sur les aspects humains et sociaux 

• 5 paramètres concernent les conséquences environnementales 

• 4 paramètres portent sur les conséquences économiques 
 
Les paramètres de cette échelle européenne sont détaillés dans le Tableau 4. 
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Tableau 4 : Critères pris en compte lors de l’analyse d’un accident (d’après ARIA, 2013) 

Matières dangereuses relâchées Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5 Niveau 6 

Quantité de substance perdue ou rejetée par rapport au 
seuil « Séveso » (en%)*  

< 0,1 0,1 - 1 1 – 10 10 – 100 100- 1000 > 1000 

Quantité de substance explosive ayant participé à 
l’explosion (en équivalent tonnes de TNT) 

< 0,1 0,1 - 1 1 - 5 5 -50 50 - 500 > 500 

Conséquences humaines et sociales Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5 Niveau 6 

Nombre total de morts  1 2 - 5 6 - 19 20 - 49 >50 

Nombre total de blessés avec une durée d’hospitalisation 
supérieure à 24h 

1 2 - 5 6 - 19 20 - 49 50 - 199 > 200 

Nombre total blessés légers soignés sur place ou avec 
une hospitalisation inférieure à 24h 

1 – 5 6 - 19 20 - 49 50 - 199 200 - 999 > 1000 

Nombre de tiers sans abris ou dans l’incapacité de 
travailler 

 1 – 5 6 - 19 20 - 99 100 - 499 > 500 

Nombre de riverains évacués ou confinés pendant plus 
de 2h x nombre d’heures (personne × nombre heures) 

 < 500 500-
5×103 

5×103 - 
5×104 

5×104 - 
5×105 

> 5×105 

Nombre de personnes privées d’eau potable, électricité, 
gaz, téléphone, transports publics (personne × nombre 
heures) (personne × nombre heures) 

 < 103 103 – 104 104 – 105 105 – 106 > 106 

Nombre de personne nécessitant une surveillance 
médicale supérieure à 3 mois après l’accident 

 < 10 10 - 50 50 - 200 200- 1000 > 1000 

	  
*Seuil défini par type de substance pour être classé en « seuil bas » ou « seuil haut ». Par exemple, pour les comburants le « seuil bas » est de 50 tonnes et le « seuil haut » 
est de 200 tonnes 



	   22	  

Tableau 4 : Critères pris en compte lors de l’analyse d’un accident (d’après ARIA, 2013) (fin) 

Conséquences environnementales Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5 Niveau 6 

Quantité d’animaux sauvages tués, blessés ou rendus 
impropres à la consommation (tonne) 

< 0,1 0,1 - 1 1 - 10 10 - 50 50 - 200 > 200 

Proportion d’espèces animales ou protégées détruites 
dans la zone accidentée (en %) 

< 0,1 0,1 – 0,5 0,5 - 2 2 - 10 10 – 50 > 50 

Volume V d’eau polluée (en m3) < 103 103 - 104 104 - 105 105 – 106 106 – 107 > 107 

Surface S de sol ou nappe d’eau souterraine nécessitant 
un nettoyage ou une décontamination spécifique (en ha) 

0,1 – 0,5 0,5 - 2 2 - 10 10 - 50 50 - 200 > 200 

Longueur L de berge ou de voie d’eau nécessitant un 
nettoyage ou une décontamination spécifique (en km) 

0,1 – 0,5 0,5 - 2 2 - 10 10 - 50 50 - 200 > 200 

Conséquences économiques (en millions d’euros) Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5 Niveau 6 

Dommages matériels dans l’établissement  0,1 – 0,5 0,5 - 2 2 - 10 10 - 50 50 - 200 > 200 

Pertes de production de l’établissement  0,1 – 0,5 0,5 - 2 2 - 10 10 - 50 50 - 200 > 200 

Dommages aux propriétés ou perte de production hors 
de l’établissement 

 0,05 – 0,1 0,1 – 0,5 0,5 - 2 2 - 10 > 10 

Coût des mesures de nettoyage, décontamination ou 
réhabilitation de l’environnement 

0,01– 0,05 0,05 – 0,2 0,2 - 1 1 - 5 5 - 20 > 20 
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En 2012, 113 incidents soit 8% des incidents français ont provoqué une pollution des 
eaux de surface et/ou des eaux souterraines.  
A titre d’exemple, en novembre 2012, une fuite de 400 litres d’insecticide s’est produite 
dans une usine de fongicides et de pesticides (BARPI N°43449, 2012). Une 
contamination des eaux souterraines est alors observée par l’exploitant (méthode de 
détermination de la pollution non précisée) au niveau d’une barrière hydraulique en aval 
du site. Afin de limiter la propagation de la pollution, le débit de pompage de la nappe 
est augmenté et les eaux ainsi récupérées, dépolluées par double filtration sur charbon 
actif, sont rejetées dans les eaux de surface. Lors d’une étude hydrologique, une 
modélisation de l’évolution du panache a été réalisée et les eaux souterraines ont été 
étroitement surveillées notamment en amont d'un puits de captage d'eau potable (durée 
de surveillance non précisée). 

2.3. Législation française relative aux pollutions 
accidentelles ou intentionnelles 

Selon le Code de l’environnement et plus précisément selon les articles L.432-2, et 
L.216-6 (Code de l’environnement, 2000), modifiés par l’ordonnance du 11 janvier 2012 
(Ordonnance 2012-34, 2012), polluer l’eau est une infraction et une police de l’eau a 
donc été mise en place pour traquer les pollutions et les pollueurs. Les agents de cette 
police peuvent être des agents des services départementaux de l’Onema, des gardes-
pêche ou encore des gendarmes. Ils peuvent constater la pollution et sont placés sous 
l’autorité du préfet. 
La direction régionale de l’environnement, de l’aménagement et du logement (DREAL) 
assure la coordination de la police de l’eau au niveau régional. 
 
Lors d’une pollution accidentelle ou volontaire, tous les organismes cités précédemment 
organisent la prise en charge de la pollution selon la loi de modernisation de la 
sécurité civile du 13 août 2004 (Loi n° 2004-811, 2004) qui présente les plans ORSEC 
(Organisation de la Réponse de SEcurité Civile). Ces plans sont précisés par les décrets 
d'application du 13 septembre 2005 (Décret n° 2005-1157, 2005) et par le Plan 
Communal de Sauvegarde (PCS) (Décret n° 2005-1156, 2005).  
Ainsi, chaque plan ORSEC doit comporter : 

• un inventaire et une analyse des risques et des effets potentiels des 
menaces de toute nature pour la sécurité des personnes, des biens et de 
l’environnement, 

• un dispositif opérationnel répondant à cette analyse. Ce dispositif 
opérationnel doit être adapté à la nature, à l’ampleur et à l’évolution de 
l’événement, 

• les modalités de préparation et d’entraînement. Ces exercices permettent 
de tester les dispositions générales et spécifiques du dispositif. 
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Le dispositif opérationnel	   ORSEC intervient sous la direction du Directeur des 
Opérations de Secours (DOS) qui peut être le maire, ou le préfet lorsque la pollution 
dépasse le cadre d’une seule commune. Le DOS a pour mission de diriger les actions des 
intervenants, d’assurer la communication, d’informer ses supérieurs hiérarchiques, 
d’anticiper les conséquences et de mobiliser tous les moyens nécessaires. 
Par exemple, selon le plan ORSEC relatif aux pollutions accidentelles des eaux 
intérieures de la préfecture des Yvelines (ORSEC, 2007) : 

• les services départementaux d’incendie et de secours (SDIS) limitent 
l’étendue de la pollution, et assurent les missions de secours, 

• les services de la police de l’eau indiquent la progression de la pollution, 
procèdent ou font procéder aux prélèvements pour analyses, 

• les Agences Régionales de Santé (ARS) informent des incidences de la 
pollution sur la population, proposent des mesures à prendre pour lutter 
contre la contamination de l’eau (interdiction de consommation, fermeture 
des stations de pompage), 

• le maire informe la population et la préfecture des éventuelles 
conséquences sanitaires et environnementales. 

 
La loi de modernisation de la sécurité civile a également permis la mise en place du Plan 
Communal de Sauvegarde (PCS) pour assurer l'alerte, l'information, la protection et le 
soutien de la population en cas d'évènement majeur, naturel ou technologique (Décret 
n° 2005-1156, 2005). Les DOS disposent alors d'un outil pour organiser la lutte contre 
les pollutions accidentelles de petites et moyennes ampleurs au sein de leur commune. 
En eaux intérieures (fleuves, rivières, lacs), la rapidité de la réaction des responsables 
pour parer à une menace ou à la survenue d'une pollution est une condition essentielle 
d'efficacité. Un rôle de surveillance est donc confié aux services chargés de la police des 
eaux, de la pêche et des installations classées, avec la participation des services de la 
sécurité civile, des polices urbaines et de gendarmerie.  
 
La législation va s’intéresser aux différentes sources susceptibles de polluer les milieux 
aquatiques. Ainsi, elle va se préoccuper des installations classées soumises à 
autorisation qui sont des installations ne présentant pas de graves dangers ou 
inconvénients mais devant respecter des prescriptions générales édictées par le préfet- 
Articles L 512-8 à L 512-13 et Articles R 512-47 et suivants du Code de l'environnement 
(Code de l’environnement, 2000). 
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L’arrêté du 2 février 1998 (Arrêté, 1998) s’applique aux installations classées pour la 
protection de l’environnement et a pour principaux objectifs : 

• la protection des milieux naturels et de la santé des populations, 

• l’intégration, dans un même dispositif, de l’ensemble des prescriptions 
relatives à la protection de l’environnement, 

• la transposition des directives européennes qui concernent les rejets des 
activités industrielles, 

• l’assurance d’une qualité minimale des boues des stations d’épuration. 
Ainsi, les articles 4 et 7 de cet arrêté réglementent la prévention des accidents et des 
pollutions accidentelles notamment par la mise en place de canalisations adaptées et 
étanches au transport de fluides dangereux. Un réseau de collecte des eaux pluviales 
doit être aménagé de manière à recueillir le premier flot s’il y a un risque de pollution. 
Cette eau ne pourra être rejetée qu’après analyse et traitement si nécessaire (Arrêté, 
1998).  
 
Lors de la constatation d’une pollution importante (des eaux brutes, de surface ou 
souterraines, aux eaux distribuées), le DOS met en place une démarche qui est suivie 
par l’ensemble des secours (Figure 2) (Berland, 2002). La pollution peut soit être visible 
(modification de la couleur, mortalité des espèces aquatiques importante,…) soit avoir 
été détectée lors d’une analyse de routine dont le but n’était pas a priori d’intervenir sur 
une pollution ponctuelle mais plutôt d’effectuer un suivi. 
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Figure 2 : Arbre de décision possible lors de la constatation d’une pollution (adapté de Berland, 
2002) 

Une fois la pollution constatée et l’alerte donnée, des analyses sont réalisées afin de 
déterminer l’origine de la pollution puis des moyens sont mis en œuvre afin de limiter la 
propagation puis de l’éliminer (Figure 2). Les résultats des analyses doivent aider à une 
prise de décision rapide afin de limiter les conséquences sur les milieux et les 
populations. Une fois que la situation est revenue à la normale, des rapports sont 
rédigés par le DOS et l’ensemble des acteurs afin d’avoir des retours d’expérience 
(Décret n° 2005-1157, 2005). Le Bureau d’Analyse des Risques et des Pollutions 
Industriels (BARPI) a pour objectif de collecter ces retours d’expérience. 
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2.4. Besoin de méthodes sur site 
L’évolution de la réglementation en particulier la DCE entraîne des mesures de 
surveillance de la qualité de l’eau de plus en plus fréquentes (Directive 2000/60/CE, 
2000). Les méthodes actuellement utilisées lors de la surveillance et du contrôle 
(contrôle de surveillance, contrôle opérationnel, contrôle d’investigation et contrôle 
additionnel; cf. 1.1.1) des eaux reposent essentiellement sur des méthodes de 
laboratoire normalisées (Greenwood et al., 2007 ; Roig, 2007). Ces méthodes de 
laboratoire présentent un grand nombre d’avantages comme la sensibilité, la fiabilité et 
la robustesse mais elles sont longues, chères et ne permettent pas un contrôle fréquent 
ou continu des eaux (Allan et al., 2006 ; Madrid et Zayas, 2007). Elles nécessitent un 
prélèvement d’échantillons ponctuels ou moyens (à des périodes de temps définies) suivi 
souvent	  d’une extraction ou d’un prétraitement, et d’une analyse en laboratoire que ce 
soit pour les composés organiques ou inorganiques (Allan et al., 2006). 
Ces méthodes de laboratoire normalisées sont indispensables et obligatoires pour 
satisfaire les besoins réglementaires, mais elles sont mal adaptées au contrôle en temps 
réel permettant un meilleur suivi du flux des polluants (Allan et al., 2006 ; Roig, 2007). 
En effet, elles permettent d’avoir uniquement un accès à une information de l’état de 
l’eau à un temps donné qui n’est pas représentatif de la qualité de la masse d’eau dans 
son intégralité (Greenwood et al., 2007 ; Allan et al., 2006). De plus, elles ne permettent 
pas un suivi de la dynamique et de l’évolution en temps réel de la qualité de l’eau. La 
variabilité spatio-temporelle de la composition et des caractéristiques physico-chimiques 
d’une eau peut être influencée par des facteurs anthropiques (activités urbaines, 
industrielles ou agricoles) et naturels (sécheresse, fortes pluies) (Roig et al., 2011 ; Allan 
et al., 2006 ; Roig, 2007). A titre d’exemple, des conditions météorologiques extrêmes 
(pluies intenses), ou des flux accidentels de polluants peuvent affecter l’efficacité des 
usines de potabilisation pouvant ainsi détériorer la qualité de l’eau distribuée (Roig et 
al., 2011). 
La réalisation de mesures sur site devient alors intéressante pour offrir une vision 
globale et permettre le suivi permanent de l’évolution d’un écosystème soumis ou non à 
différentes pressions anthropiques et naturelles.  
Ainsi, la surveillance de la qualité d’une eau ne doit pas se limiter aux contrôles des 
paramètres règlementaires, mais peut être élargie en prenant en considération d’autres 
critères tels que par exemple les défaillances des systèmes de traitement, les 
évènements climatiques majeurs et les pollutions accidentelles ou intentionnelles, qui 
peuvent être à l’origine de la détérioration de la qualité de l’eau et de conséquences 
collatérales sur la santé humaine (Roig et al., 2013). Ainsi, lors d’une contamination 
accidentelle ou intentionnelle de l’eau nécessitant un diagnostic rapide, Roig et al. 
(2013) proposent une adaptation des schémas conventionnels de contrôles basée sur un 
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mélange entre le contrôle classique de surveillance de la qualité de l’eau et le contrôle 
opérationnel (Figure 3). 

 

Figure 3 : Adaptation du contrôle des eaux en fonction du type de pollution (d’après Roig, 2013) 

Ainsi, si le contrôle classique (prélèvement et analyse en laboratoire) est bien adapté 
lors de contrôles réglementaires tout au long de l’année, sans phénomène d’urgence, il 
n’est pas le plus approprié lors de circonstances exceptionnelles (pollution accidentelle 
ou intentionnelle, événement climatique). Les dispositifs de mesures rapides permettent 
d’augmenter la fréquence des mesures et d’effectuer des mesures en tout point du 
réseau, ce qui permet une meilleure surveillance de la qualité des eaux (Roig et al., 
2013 ; Gravelline et al., 2010).  
 
Ces dispositifs sur site sont ainsi complémentaires des méthodes de référence de 
laboratoire et permettent une meilleure gestion des eaux environnementales. Ces 
systèmes permettent d’accéder rapidement à des informations non seulement 
qualitatives mais également semi-quantitatives voire quantitatives (Roig, 2007). 
Certaines des méthodes employées sont mises en œuvre en continu, permettant alors 
des mesures permanentes, une automatisation de la mesure et, la mise en place de 
procédures d’auto-surveillance, de systèmes d’alerte ou d’aide à la décision (Madrid et 
Zayas, 2007 ; Graveline et al., 2010 ; Roig, 2007). Ainsi, lors de pollutions accidentelles 
ou intentionnelles, elles trouvent leur importance grâce à leur grande réactivité et 
rapidité; paramètres indispensables pour limiter les conséquences environnementales 
ou sanitaires de l’évènement (Allan et al., 2006 ; Gravelline et al., 2010 ; Roig, 2007). 
Dans le cas d’utilisation de méthodes classiques (prélèvement et analyse en laboratoire), 
le délai entre l’échantillonnage et le résultat de l’analyse peut atteindre plusieurs heures 
ou jours (Storey et al., 2011 ; Madrid et Zayas, 2007) (Figure 4). 
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Figure 4 : Comparaison des méthodes classiques (prélèvement et analyse en laboratoire) et des 
méthodes sur site 
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3. Méthodes de surveillance de la 
qualité des eaux sur site 

L’objectif de cette partie est de réaliser un inventaire des méthodes de surveillance de la 
qualité des eaux existantes sur site. Certaines de ces méthodes peuvent être mises en 
œuvre en continu, permettant alors des mesures permanentes, une automatisation de la 
mesure et, ainsi la mise en place de procédures d’auto-surveillance, de systèmes d’alerte 
ou d’aide à la décision en impliquant des méthodes biologiques ou chimiques. Certaines 
de ces méthodes peuvent également être adoptées en tant que méthode de 
prétraitement ou d’extraction avec des analyses ultérieures en laboratoire. 

3.1. Définition des méthodes d’analyse sur site 
Selon la technologie mise en œuvre, 3 types de méthodes permettent la mesure sur site  
et sont présentées dans la Figure 5. 

 

Figure 5 : Méthodes d’analyse sur site (Roig, 2007) 

Les méthodes in situ consistent au recueil d’un signal émis par une sonde directement 
immergée dans l’eau (eaux de surface, eaux usées,…). Les données recueillies peuvent 
être enregistrées automatiquement et transmises à distance (Roig, 2007). Des sondes 
pour un ou plusieurs paramètres (sondes multi-paramètres) permettent ainsi de 
déterminer rapidement des caractéristiques physico-chimiques de l’eau étudiée comme 
le pH, la température, la conductivité ou l’oxygène dissous (Greenwood et al., 2007 ; 
Roig, 2007, Pineda Arellano et al., 2013 , Storey et al., 2011 ; Grayson et Holden, 2012 ; 
Beaulieu et Ramirez, 2013).  
 
Les méthodes en ligne : l’échantillon est pompé à un débit fixé puis transporté jusqu’à 
la cellule de mesure après avoir subi ou non l’ajout de réactif(s) (ou autre 
prétraitement). L’échantillonnage peut être asservi au temps ou au débit c’est-à-dire 
qu’il peut être réalisé à un intervalle de temps régulier ou alors lorsqu’une 
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augmentation de débit de la masse d’eau est observée (sorties de STEP). Certaines des 
méthodes peuvent être mises en œuvre de manière continue, permettant des mesures 
en temps réel ou de manière séquentielle (Roig, 2007 ; Greenwood et al., 2007). La 
mesure se fait par des techniques optiques (spectrophotométrie de fluorescence, UV, 
visible, IR…), chimiques voire même biologiques (Greenwood et al., 2007 ; Roig, 2007 ; 
Mongra et Kaur, 2012 ; Constant et al., 2009 ; Ren et Wang, 2010 ; Barillon et al., 2010). 
 
Les méthodes hors ligne consistent à déplacer l’appareillage à proximité du lieu de 
prélèvement, par exemple une rivière, et à réaliser à partir d’échantillons prélevés 
ponctuellement différents types de mesures. Un opérateur doit alors effectuer d’une 
part le prélèvement et d’autre part certaines manipulations pour la réalisation des 
mesures (transvasement de l’échantillon, ajout d’un réactif…). Les différentes 
techniques employées peuvent être dans ce cas, des techniques chimiques (tests 
colorimétriques), biologiques (immunoessais) ou encore optiques (spectrophotométrie 
UV) (Greenwood et al., 2007 ; Roig, 2007 ; Oguz et Kanyana, 2013 ; Constant et al., 
2009 ; Gonzalez et al., 2007). 
 
Le Tableau 5 présente des dispositifs (sondes et analyseurs) utilisables sur site (in situ, 
en ligne ou hors ligne) et permettant : 

• de déterminer les paramètres physico-chimiques de l’eau, 

• de surveiller et d’identifier la toxicité d’une eau, 

• de détecter et d’identifier des micropolluants organiques dans l’eau. 
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Tableau 5 : Dispositifs commerciaux utilisables sur site pour déterminer les paramètres physico-
chimique, la toxicité et détecter des micropolluants organiques dans l’eau 

	  
	   	  

Sonde Analyseur Références 

Paramètres physico-chimiques 

Hydrolab MS5 
(ANDRA) 

 Fass et Block, 2005 ; Österlund et al., 2010 

6-Series (YSI)  Fass et Block, 2005 ; Holland  et al., 2004 

 Optilis 201 (EFS)   

Spectro::lyser 
(sc ::an) 

 Van den Broeke, 2005 ; Storey et al., 2011 

 PastelUV (SECOMAM) Roig et al., 2007; Gonzalez et al., 2007 

 STAC (SECOMAM) Gonzalez et al., 2007 

U-50 Série 
(HORIBA) 

 Hu et al., 2012 ; Beaulieu et Ramirez, 2013 

CarboVis (YSI)  Pineda Arellano et al., 2013 ; Grayson et Holden, 
2012 

NiCaVIS (YSI)   Grayson et Holden, 2012 

 LAR Biomonitor 
(ANAEL)  

 

 RODTOX 2000 (Kelma) Mongra et Kaur, 2012 ; Liu et Mattiasson, 2002 

 BIOX 1010 (Endress + 
Hauser) 

Liu et Mattiasson, 2002 ; Iranpour et Zermeno, 
2008 

 MB-DBO (BioSensores 
SL)  

 

 Aquapod Light 
(HOCER) 

 

Toxicité 

 DaphTOX II (BBE) Cho et al., 2009 ; Jeon et al., 2008 ; Green et al., 
2003 ; Ren et Wang, 2010 

 ToxProtect 64 (BBE) Van der Gaag et Volz, 2008 ; Mons, 2008 ; Storey 
et al., 2011 

 Truitel TruitoSEM 
(CIFEC)  

 

 Y-KS2601 (Mycotrade)   

 BehavioQuant system 
(BBE) 

Spieser, 2001 



	   33	  

Tableau 5 : Dispositifs commerciaux utilisables sur site pour déterminer les paramètres physico-
chimique, la toxicité et détecter des micropolluants organiques dans l’eau (fin) 

 
  

Sonde Analyseur Références 

Toxicité 

 MosselMonitor 
(Aquadect) 

De Zwart et al., 1995 ; Chen et al., 2010 

 TOXScreen II Cho et al., 2009 

 Microtox CTM 
(ModernWater) 

Cho et al., 2009 ; Gutierrez  et al., 2002 ;  
Farre  et al., 2001 ;  Mowat et Bundy, 2001 

 DeltaTox II (Sdix) Mowat et Bundy, 2001 ; Thomson et Gray, 2004 

 TOXcontrol 
(MicroLAN) 

Storey et al., 2011 ; Barcelo et al., 2012 ; Barillon et al., 2010 

 toximètre (BBE)   

 WatchFrog Castillo et al., 2013 ; Potera, 2011 

 Kit ELISA (Biosense) Oguz et Kanyana, 2013 ;  Watanabe et al., 2004 ; Zaruk et al., 
2001 ; Mallat et al., 2001 ; Mauriz et al., 2006 ; Allan et al., 
2006  

Micropolluants organiques 

 HazMatID (Smith 
detection) 

USEPA, 2005 

 PastelUV (SECOMAM) Gonzalez et al., 2007 ; Constant et al., 2009 

 STAC (SECOMAM) Gonzalez et al., 2007 ; Constant et al., 2009 

 Scentograph CMS200 
(INFICON) 

Kroll, 2009 ; USEPA 2005 

 5975T (Agilent) Sun, 2010 

 Aquapod SPE (HOCER)  

  Mills et al., 2007 ; Belau et al., 2002 ; Vrana et al., 2007 ;  
Walendzik et al., 2005 ; Assoumani et al., 2013 ; Hauser et 
Popp, 2001 
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Ainsi, la surveillance sur site peut se faire par la détermination de paramètres physico-
chimiques, par la détermination de la toxicité de l’eau ou encore par la détection de 
micropolluants organiques et inorganiques. Des stations d’alerte, placées au niveau des 
usines de production d’eau potable, et des stations d’épuration (Graveline et al., 2010), 
peuvent inclure plusieurs des dispositifs (comme les sondes multi-paramètres 
permettant de déterminer les paramètres physico-chimiques et des analyseurs 
permettant de déterminer en continu la toxicité de l’eau) cités dans le Tableau 5. Ces 
stations placées sur site peuvent alors réagir rapidement lors de la suspicion d’une 
pollution.  
 
Pour les eaux naturelles et les effluents domestiques et industriels, plusieurs paramètres 
peuvent être mesurés. Des mesures peuvent être réalisées sur site selon les 
recommandations de la norme NF FD T90-523-1 pour les eaux superficielles (NF FD 
T90-523-1, 2008), de la norme NF FD T90-523-2 pour les eaux résiduaires (NF FD T90-
523-2, 2008), de la norme NF FD T90-523-3 pour les eaux souterraines (NF FD T90-523-
3, 2009) et d’autres normes, présentées ci-dessous, spécifiques à chacun des 
paramètres. Pour les eaux de surface, les mesures sont, dans la majorité des cas, 
réalisées directement dans les cours d’eau (mesure in situ) à partir des berges, d’un 
bateau ou à pied. 

3.2. Mesure de paramètres physico-chimiques 
Certains paramètres physico-chimiques peuvent être estimés afin d’évaluer la qualité de 
l’eau. Ainsi, les nutriments comme l’azote total, et le phosphore total jouent un rôle 
important dans le suivi de la qualité de l’eau car ils sont impliqués dans le procédé 
d’eutrophisation (Abell et al., 2010). Le taux d’oxygénation de l’eau peut quant à lui être 
déterminé par la mesure de l’oxygène dissous (DO), la demande chimique en oxygène 
(DCO), et la demande biologique en oxygène (DBO). L’acidité de l’eau et la salinité 
peuvent respectivement être déterminées grâce à la mesure du pH et de la conductivité. 
La quantité de matière organique dissoute et en suspension peut être estimée suite à la 
détermination du carbone organique total (COT), de la turbidité et des matières en 
suspension (MES) (Junqua et al., 2009). 
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3.2.1. Paramètres chimiques 
3.2.1.1. La demande biologique en oxygène 

La demande biologique en oxygène (DBO) permet d’exprimer la quantité d’oxygène 
consommée par les bactéries aérobies pour oxyder les matières organiques. La DBO, 
souvent utilisée pour des eaux usées, s’avère être un bon indicateur de la concentration 
en matières organiques biodégradables (Dupuit, 2007).  
Au laboratoire, la DBO est déterminée en plaçant un échantillon d’eau à incuber dans le 
noir pendant, en général, 5 jours à 20 ± 1°C, puis la consommation en oxygène est 
mesurée dans l’échantillon à la fin de l’incubation (NF EN 1899, 1998 ; Dupuit, 2007). 
Cette méthode de laboratoire est chronophage (attente pendant 5 jours) et ne permet 
donc pas de suivre l’évolution de la qualité des eaux usées en temps réel. Des dispositifs 
rapides et utilisables sur site ont été développés et commercialisés (Jouanneau et al., 
2014).  
Certains de ces dispositifs sont basés sur l’activité des boues de la station d’épuration à 
surveiller. Par exemple, l’analyseur en ligne BioMonitor de LAR permet de déterminer 
en 5 minutes la DBO d’un milieu. L’effluent traverse quatre bioréacteurs successifs 
contenant de la boue du site. La teneur en oxygène de l’atmosphère située au-dessus de 
l’échantillon dans chacun des 4 bioréacteurs sert à calculer la consommation en oxygène 
puis à estimer la valeur de DBO (Jouanneau et al., 2014).  
Une autre méthode dite de corrélation (Roig et al., 2007) repose sur l’analyse des 
spectres UV (Jouanneau et al., 2014 ; Junqua et al., 2009). Des sondes (mesures in-situ, 
CarboVis et NiCaVis de YSI par exemple), des analyseurs en ligne (BOD Online Analyser 
d’AWA instruments ; Aquapod Light d’HOCER) et des analyseurs hors ligne (Pastel UV 
de Secomam) permettent à partir de l’acquisition de spectres UV et de leur 
déconvolution d’estimer la DBO d’un milieu. Le principe de la déconvolution est 
présenté § 3.2.3 et Partie 2 § 4.3.3.2. 

3.2.1.2. La demande chimique en oxygène 
La demande chimique en oxygène (DCO) est un indicateur de pollution représentatif 
de la quantité de matières organiques oxydables par voie chimique ; elle correspond 
donc à la quantité d’oxygène nécessaire pour oxyder les matières organiques d’un 
échantillon (Junqua et al., 2009). En laboratoire, la DCO est déterminée grâce à une 
oxydation au bichromate de potassium en milieu sulfurique avec un dosage en fin de 
minéralisation par colorimétrie (NF T90-101, 2001). Cependant une méthode alternative 
permet la mesure de la DCO dans les eaux usées par spectrophotométrie avec un 
prétraitement avec des réactifs (bichromate de potassium et acide sulfurique) et une 
détection par spectrophotométrie à 440 ou 600 nm (NF ISO 15705, 2002). Ainsi, Merck 
propose le kit Spectroquant pour effectuer des tests rapides en tube sur site. Jansen et 
al. (2010) ont employé ce kit afin de déterminer la DCO dans les effluents d’une usine de 
traitement d’eaux usées. Des sondes (Spectro::lyser de s ::can) et des analyseurs en 
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ligne (Aquapod SPE d’HOCER) ou hors ligne (Pastel UV de Secomam) basés sur 
l’absorption UV et la déconvolution permettent également d’estimer la DCO d’un milieu 
(par exemple dans de l’eau destinée à la consommation humaine - Storey et al., 2011). 

3.2.1.3. Le carbone organique total 
Le carbone organique total (COT) englobe la partie dissoute et la partie particulaire 
du carbone organique présentes dans un échantillon. Le COT provient de la matière 
organique naturelle et également de sources anthropiques (pesticides, produits 
chimiques industriels…) (Florescu et al., 2010). Au laboratoire, le COT est déterminé par 
une oxydation forte de la matière organique suivie par une détection par 
spectrophotométrie IR (NF EN 1484, 1997). Cette méthode a été adaptée sur site 
notamment par le développement d’analyseurs en ligne (Analyseur 5000TOC de MT). 
Sur site, une autre méthode reposant sur la corrélation existante entre le COT et 
l’absorbance à 254 nm (représentant la matière organique dans l’eau) peut également 
être employée (Uyguner et Bekbolet, 2005; Thomas et al., 2005).  
Des sondes (Spectro::lyser de s ::can) et des analyseurs en ligne (Aquapod SPE 
d’HOCER) ou hors ligne (Pastel UV de Secomam) basés sur l’absorption UV et la 
déconvolution permettent également d’estimer le COT d’un milieu. 

3.2.1.4. L’azote total 
L’azote total (NT) consiste en l’estimation de la somme des différentes formes de 
l’azote : l’azote de Kjedahl (ammonium, ammoniac et azote organique), les nitrites et les 
nitrates dans l’eau (Junqua et al., 2009). En laboratoire, l’azote de Kjeldahl est 
déterminé en minéralisant l’échantillon en présence d’acide sulfurique, de sulfate de 
potassium et de sélénium. L’ajout d’une base permet de libérer l’ammoniac du sulfate 
d’ammonium qui est dosé par titrimétrie (NF EN 25663, 1994). En ce qui concerne les 
nitrates et les nitrites, la méthode de laboratoire repose sur la réduction de l’azote 
nitrique en azote nitreux puis les nitrites et l’azote nitreux sont diazotés afin de former 
un complexe rouge dont l’intensité est mesurée par spectrophotométrie à 543 nm (NF 
EN ISO 13395, 1996 ; Moorcroft et al., 2001). La concentration en nitrates est alors 
estimée par différence entre l’azote nitrique et les nitrites (Moorcroft et al., 2001). 
D’autres méthodes peuvent également être employées comme par exemple la 
détermination des nitrates et des nitrites par chromatographie ionique (NF EN ISO 
10304-1, 2009). Sur site, plusieurs méthodes peuvent être employées pour déterminer la 
concentration en nitrates dans l’eau. 
Des bandelettes colorimétriques permettent d’accéder rapidement à une estimation des 
nitrates dans les eaux destinées à la consommation, les eaux usées et les effluents (NO3- 
Mquant de Merck). A partir d’un kit colorimétrique (Spectroquant kit Nitrate de Merck) 
et d’un spectrophotomètre portable, les nitrates peuvent être déterminés dans l’eau 
(Junqua et al., 2009 ; Gabaldon et al., 2007). Dans ce cas, la détermination des nitrates 
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repose sur la formation d’un complexe rouge en présence d’acide et sur une détection 
par spectrophotométrie à 517 nm (Junqua et al., 2009).  
Des sondes spécifiques aux nitrates (Série-6 de YSI) permettent de les estimer en se 
basant sur le principe de la potentiométrie. Enfin, la spectrophotométrie UV permet 
après déconvolution du signal d’avoir accès à une estimation des nitrates dans les eaux 
(Junqua et al., 2009). L’analyseur Pastel UV (Secomam) et l’analyseur en ligne Aquapod 
Light (HOCER) utilisent cette dernière méthode.  

3.2.1.5. Le phosphore total 
Le phosphore total (TP) est la somme des orthophosphates, des polyphosphates et des 
phosphates organiques (Junqua et al., 2009). Dans les eaux naturelles, le phosphore est 
un nutriment essentiel à la croissance des algues et des plantes (Gentle et al., 2010). 
Au laboratoire, les polyphosphates sont hydrolysés et les phosphates organiques oxydés 
pour les transformer en orthophosphate. Le dosage des ions orthophosphates peut être 
réalisé par chromatographie ionique (NF EN ISO 10304-1, 2009). Les orthophosphates 
peuvent aussi être quantifiés par une méthode colorimétrique avec du molybdate 
d’ammonium (NF EN ISO 6878, 2005). Cette procédure d’analyse peut être automatisée 
(NF EN ISO 15681-1 et 2, 2005) et donc utilisée sur site via la mise en place d’analyseur 
en ligne (TNPC-4110 de Shimatzu). 

3.2.2. Les paramètres physiques 

3.2.2.1. La température 
La température de l’eau peut influencer les processus naturels dans les eaux de 
surface. Ce paramètre va avoir un impact sur l’oxygène dissous, le pH et la solubilité des 
sels dans l’eau (Florescu et al., 2010). Des sondes comme la sonde Série 6 de YSI 
peuvent être utilisées pour la détermination de la température sur site. 

3.2.2.2. Le potentiel hydrogène 
Le potentiel hydrogène (pH) est un indicateur important de la qualité de l’eau. En 
effet, une pollution peut changer de manière importante le pH (Florescu et al., 2010). Le 
pH peut être déterminé en laboratoire et sur site par une méthode potentiométrique en 
utilisant une électrode de verre (NF T90-008, 2001). La mesure du pH dans l’eau peut 
être réalisée en ligne (Titronics de GAS), hors ligne (pHmètre de VWR) et in-situ (Série 6 
de YSI). 

3.2.2.3. La conductivité 
La conductivité représente la capacité de l’eau à conduire un courant électrique ce qui 
permet d’accéder à la concentration ionique dans l’eau. Une augmentation importante 
de la conductivité peut être le résultat d’une pollution (Florescu et al., 2010). La 
détermination en laboratoire et sur site de la conductivité de l’eau repose sur la mesure 
de la conductance entre 2 électrodes (NF EN 27888, 1994). La mesure de la 



	   38	  

conductivité dans l’eau peut être réalisée en ligne (Power Mon Titrometer de 
Bran+Luebbe), hors ligne (conductimètre de Mettler Toledo) et in-situ (Série 6 de YSI). 

3.2.2.4. L’oxygène dissous 
L’oxygène dissous (OD) représente la concentration en oxygène d’un échantillon d’eau 
et peut être mesuré par des méthodes iodométrique ou électrochimique (NF EN 25813, 
1993 ; NF EN 25814,1993). Sur le terrain, des sondes (6-Series de YSI) et des 
analyseurs en ligne (Optilis de LAC Instruments et systèmes) peuvent être utilisés. 

3.2.2.5. La turbidité 
La turbidité de l’eau est définie comme étant la réduction de la transparence d'un 
liquide due à la présence de matières non dissoutes (NF EN ISO 7027, 2000). La 
turbidité provient notamment des matières en suspension inorganiques et des micro-
organismes microscopiques dans l’eau (Florescu et al., 2010). La norme NF EN ISO 
7027 prescrit 4 méthodes de détermination de la turbidité de l'eau. 
Deux méthodes quantitatives faisant appel à des turbidimètres optiques et basées sur la 
mesure de la lumière diffusée (applicable aux eaux de faible turbidité comme par 
exemple les eaux destinées à la consommation humaine) ou sur la mesure de 
l’atténuation de la lumière incidente. 
Deux méthodes semi-quantitatives utilisées, par exemple, sur le terrain, sont spécifiées. 
La première méthode fait appel à un tube d'évaluation de la transparence (applicable 
aux eaux de faible turbidité). La seconde méthode fait appel à un disque d'évaluation de 
la transparence (applicable notamment aux eaux de surface) (NF EN ISO 7027, 2000 ; 
Junqua et al., 2009). Ces 4 méthodes peuvent être utilisées sur site (Junqua et al., 2009). 
A titre d’exemple la sonde in-situ OBS3+ de Campbell Scientific est basée sur un 
système optique qui émet une lumière proche de l'infrarouge (850 nm) dans l'eau et 
permet d’accéder à la turbidité dans l’eau notamment dans les eaux de surface (Creed et 
al., 2001). 

3.2.2.6. Les matières en suspension 
Les matières en suspension (MES) correspondent à la fraction de l’ensemble des 
particules, organiques ou minérales, non dissoutes lors d’une pollution (Junqua et al., 
2009). Ces matières en suspension peuvent contribuer à la dégradation de la qualité de 
l’eau et empêcher ainsi le développement d’une faune et d’une flore normale. Ces 
matières contribuent également à l’augmentation de la turbidité et donc à la diminution 
de l’oxygène dissous créant ainsi des déséquilibres au niveau du développement de la 
vie aquatique (Bilotta et Brazier, 2008). Deux méthodes sont actuellement employées en 
laboratoire pour la détermination des matières en suspension : par filtration sur filtre en 
fibres de verre (NF EN 872, 2005) et par centrifugation (NF T 90 105-2, 1997). Sur site, 
des analyseur en ligne (Aquapod light de HOCER) et des analyseurs hors ligne (Pastel 
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UV de Secomam) permettent de déterminer les MES à partir de l’acquisition de spectres 
UV/Visible et de leur analyse par déconvolution.  

3.2.3. La spectrophotométrie UV pour l’estimation de 
certains paramètres physico-chimiques sur site 

Des sondes in-situ ou des analyseurs en ligne permettent de mesurer de nombreux 
paramètres par spectrophotométrie UV. C’est le cas de la sonde multi-paramètres STIP-
Scan d’Endress + Hauser qui propose la détermination in situ dans les eaux de la DCO, 
la DBO, le COT, des nitrates ainsi que la turbidité (à 680 nm) (Ruban et al., 2013). De 
même, l’analyseur hors ligne Pastel UV de Secomam et les deux analyseurs en ligne 
STAC de Secomam et Aquapod light d’HOCER permettent de mesurer en moins d’une 
minute plusieurs paramètres comme la DCO, la DBO, le COT, les MES et les nitrates 
(Constant et al., 2009).  
Ces sondes et ces analyseurs estiment ces différents paramètres grâce à l’acquisition de 
spectres UV/visible suivie d’un traitement par déconvolution. 
L’estimation de ces paramètres par l’exploitation des spectres UV est une méthode 
rapide où deux approches peuvent être exploitées (Thomas et Theraulaz, 2007) : 

• La corrélation entre une longueur d’onde particulière et un paramètre 
comme c’est le cas pour le COT (corrélation avec la longueur d’onde      
254 nm) 

• L’utilisation d’une méthode multi-longueurs d’onde (méthode plus 
robuste). 

La méthode multi longueur d’onde est basée sur deux étapes. La première étape est la 
déconvolution du spectre grâce à une base de spectres de référence. Lors de cette étape 
la qualité de la restitution est vérifiée en s’intéressant à l’erreur entre le spectre initial 
et le spectre restitué (Thomas et Theraulaz, 2007). La seconde étape consiste à la 
détermination de la concentration. 
Le choix des spectres de référence va être fonction de la matrice étudiée (eau de 
surface, effluent, eau de consommation). Un algorithme mathématique permet de 
sélectionner le ou les spectres les plus proches du spectre initial par combinaison 
linéaire des spectres de référence (Thomas et Theraulaz, 2007 ; Constant et al., 2009).  
Des logiciels commercialisés permettent de réaliser cette dernière étape (UVPro de 
Secomam et μPolg d’HOCER). 
Ainsi, Gonzalez et al. (2007) ont utilisé le PastelUV (Secomam) et le logiciel UVPro 
(Secomam) afin de suivre notamment l’évolution des nitrates au niveau d’une eau de 
surface. En parallèle de l’utilisation de cet analyseur, les concentrations en nitrates ont 
également été déterminées par une méthode standardisée. Cette étude montre que les 
résultats obtenus avec ces deux méthodes sont similaires. Ainsi, l’estimation de certains 
paramètres par spectrophotométrie UV et déconvolution est une méthode rapide et 
utilisable sur site qui peut s’avérer être une alternative aux méthodes classiques. 
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Le Tableau 6 présente les dispositifs (sondes et analyseurs) utilisables sur site et 
permettant la détermination des caractéristiques physico-chimiques d’une eau. 
L’Annexe 5 présente les avantages et inconvénients des appareils commercialisés (liste 
non exhaustive) pour la détermination des caractéristiques physico-chimiques d’une 
eau.
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Tableau 6 : Dispositifs sur site permettant de déterminer les paramètres physico-chimiques 

Type eau Procédure 
d’analyse 

Prétraitement Détection Durée de 
l’analyse 

Gamme Appareil/ Référence 

DBO 
Eaux usées En ligne Biodégradation Mesure de la 

consommation 
d’oxygène 

Quelques 
minutes 

0-500 g/L BioMonitor (LAR) ; RODTOX 
2000 (KELMA) ; Biox 1010 
(Endress + Hauser) ; MB-
DBO (Biosensores SL) ; 
Aivasidis et al., 2002 ; Liu et 
Mattiasson, 2002 ; Iranpour 
et Zermeno, 2008 

Eaux usées ; tout type 
d’eau ; Eaux destinées à la 
consommation humaine 

En ligne ; 
Hors ligne ; In 
situ 

 Spectrophotométrie UV Quelques 
secondes à 
quelques 
minutes 

0-500 mg/L Optilis (LAC Instruments et 
systèmes) ; Pastel UV 
(SECOMAM) ; Spectroly ::ser 
(S ::can) ; AquapodLight et 
AquapodSPE (HOCER) ; 
Storey et al., 2011 

DCO 
Tout type d’eau En ligne Oxydation Mesure de l’oxygène 1-2 min 0,1 mg/L à  

200 g/L  
QuickCODultra (LAR) 

Eaux usées En ligne Oxydation Electrodes 
électrochimiques 

2 min 1 mg/L à  
100 g/L 

Elox 100 (LAR) 

Eaux usées ; tout type 
d’eau ; Eaux destinées à la 
consommation humaine 

En ligne ; 
Hors ligne ; In 
situ 

 Spectrophotométrie UV Quelques 
secondes à 
quelques 
minutes 

10 mg/L à  
20 g/L 
 

COD on-line analyzer  (AWA 
instrument) ; Optilis (LAC 
Instruments et systèmes) ; 
Pastel UV (SECOMAM) ; 
Spectroly ::ser (S ::can) ; 
AquapodLight et 
AquapodSPE (HOCER) ; 
Storey et al., 2011 
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Tableau 6 : Dispositifs sur site permettant de déterminer les paramètres physico-chimiques (suite) 

Type eau Procédure 
d’analyse 

Prétraitement Détection Durée de 
l’analyse 

Gamme Appareil/ Référence 

COT 
Tout type d’eau En ligne Oxydation Mesure du CO2 par IR Quelques 

minutes 
0,004 mg/L à   
50 g/L  

QuickTOC (LAR) ; Online 
TOC (Shimadzu) ; Biotector 
(HACH) ; Knight et Clarke, 
2005 

Tout type d’eau ; Eaux 
naturelles et eaux usées ; 
Eaux destinées à la 
consommation humaine 

Hors ligne ; 
En ligne ; In 
situ 

 Spectrophotométrie UV Quelques 
secondes 
à quelques 
minutes 

0-300 mg/L Pastel UV (SECOMAM) ; 
Optilis (LAC Instruments et 
systèmes) ; Spectroly ::ser 
(S ::can) ; AquapodLight et 
AquapodSPE (HOCER) ; 
Storey et al., 2011 

Oxygène dissous 
Tout type d’eau In situ ; En 

ligne 
 Luminescence Quelques 

secondes 
0 – 200 mg/L RDO Pro (Aqualyse) ; 6-

Series (YSI) ; Optilis (LAC 
Instruments et systèmes) ; 
Holland et al., 2004 

Tout type d’eau In situ  Polarographie Quelques 
secondes 
à quelques 
minutes 

0 – 50 mg/L HI 9142 (HANNA 
Instruments) ; Hydrolab MS5 
(HACH) ; Osterlund et al., 
2010 

pH 
Tout type d’eau  In-situ ; En 

ligne : Hors 
ligne 

 Electrodes : LIS ou 
verre et référence 

Quelques 
secondes 

0 -14 unité pH Hydrolab MS5 (HACH) ; 6-
Series (YSI) ; Optilis (LAC 
Instruments et systèmes) ; 
pHmètre Cypberscan 510 
(VWR) ; 9135 (Polymetron) ; 
Holland et al., 2004 ; 
Osterlund et al., 2010 
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Tableau 6 : Dispositifs sur site permettant de déterminer les paramètres physico-chimiques (fin) 

Type eau Procédure 
d’analyse 

Prétraitement Détection Durée de 
l’analyse 

Gamme Appareil/ Référence 

Conductivité 
Tout type d’eau In-situ ; En 

ligne ; Hors 
ligne 

 Electrode Quelques 
secondes 

0 - 200 mS/cm Hydrolab MS5 (HACH) ; 
Optilis (LAC Instruments et 
systèmes) ; 6-Series (YSI) ; 
MC 226 (Mettler Toledo) ; 
Holland et al., 2004  

Turbidité 
Tout type d’eau In-situ  Spectrophotométrie IR Quelques 

secondes 
0-4000 NTU OBS3+ (Campbell 

Scientific) ; Creed et al., 
2001 ; TurboMat (Bamo 
mesures)  

Tout type d’eau In-situ ; hors 
ligne ; en ligne 

 Nephelométrie Quelques 
secondes 

0 – 3000 NTU DS5X (Hydrolab) ; 2100Q 
Portable (Hach) ; Oakton T-
100 Handheld Turbidity 
Meter (Cole Parmer) ; 
MicroTOL Online (Hach) 

MES 
Tout type d’eau En ligne ; hors 

ligne 
 Spectrophotométrie UV Quelques 

minutes 
0 – 500 FTU Aquapod light (HOCER) ; 

Pastel UV (Secomam) 
NT 

Eaux usées ; eaux 
naturelles 

En ligne ; hors 
ligne 

Oxydation Chimiluminescence ; 
électrochimie 

3 – 5 min 1-100 mg/L Analyseurs d'Azote Total 
(ANAEL) ; Skalar (thermo 
Fischer) ; 4110 (Shimadzu) ; 
PowerMonS (Bran + Luebbe) 

PT 
Eaux usées ; eaux 
naturelles ; eaux 
destinées à la 
consommation 

En ligne ; hors 
ligne 

Oxydation/ 
colorimétrie  

Spectrophotométrie 20 min 0,01 – 25 mg/L Analyseurs de phosphore 
total (ANAEL) ; Trescon 
(WTW) ; 4110 (Shimadzu) ; 
PowerMonS (Bran + Luebbe) 
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3.3. Surveillance et identification de la toxicité d’une eau 
La surveillance et l’identification de la toxicité d’une eau repose le plus souvent sur des 
méthodes biologiques rapides basées sur la réponse toxicologique d'un organisme à un 
polluant ou à un mélange de polluants (Kane et al., 2004).  
Des changements comportementaux ou physiologiques sont le signe d’une toxicité plus 
ou moins élevée et peuvent donner l’alerte lors d’une dégradation de la qualité de l’eau. 
Dans ce contexte, de nombreux organismes tels que des espèces de poissons, des 
crustacés, des micro-organismes (algues, bactéries) (Kane et al., 2004 ; Jeon et al., 
2008) ou des mollusques bivalves (moules) (Salanki et al., 2003) d’eaux douces et 
salines peuvent être utilisés seuls ou en combinaison. Les dispositifs de mesure en ligne 
et en continu donnent une rapide détection de la variation temporelle de la qualité de 
l’eau et de sa toxicité. Ces dispositifs peuvent être utilisés pour la surveillance de 
stations de potabilisation, des systèmes de distribution d'eau et des effluents d'eaux 
usées. Ces dispositifs conservent l’organisme dans son entier et les organismes vivants 
deviennent alors un élément de détection à part entière (Allan et al., 2006). Dans de 
nombreux cas, une multitude d'individus d'un même groupe d'espèce sont placés sous 
surveillance. Ces dispositifs sont généralement basés sur la mesure de la toxicité aiguë 
de produits chimiques, seuls ou en mélange, présents dans l’eau. La toxicité aiguë est 
définie par Kroll comme étant la capacité d'une substance à causer à un organisme 
vivant des effets indésirables lors d’une exposition de courte durée (Kroll, 2009). Le 
comportement de l’organisme, quel qu’il soit (moules, poissons, daphnies ou autres 
crustacés), est continuellement contrôlé pour que les changements induits par des 
composés toxiques puissent être mis en évidence et identifiés (Kane et al., 2004). La 
sensibilité peut être améliorée en analysant des modifications apparemment non 
significatives dans le comportement des individus. Ainsi, des dispositifs électriques, 
optiques ou basés sur un enregistrement vidéo peuvent servir de système de détection 
(Naessens et al., 2000 ; Kane et al., 2004).  
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3.3.1. Dispositifs basés sur l’utilisation de poissons, 
mollusques bivalves et crustacés 

3.3.1.1. Dispositifs basés sur l’activité locomotrice des poissons et 
des crustacés 

Des dispositifs basés sur le déplacement des poissons peuvent être employés. Le 
système de détection est basé soit sur des enregistrements vidéo soit sur le principe du 
sonar. Ainsi, le dispositif TruitoSEM (CIFEC) (Roig et al., 2011 ; Thomas, 2000) utilise 
des truitelles placées dans un aquarium alimenté en continu avec de l’eau à surveiller 
(Figure 6). Le principe du sonar est employé : toutes les secondes, des ondes sont 
envoyées dans l’aquarium, elles sont alors réfléchies par les poissons ou autres 
obstacles qu’elles rencontrent. L’écho est par la suite réfléchi vers le récepteur puis 
enregistré. La comparaison de plusieurs échos successifs permet alors de déterminer le 
mouvement des poissons. Un déplacement anormal va déclencher une alarme. 

 

Figure 6 : Dispositif TruitoSEM (CIFEC) 

Le centre de l’armée américaine pour la recherche sur l’environnement et la santé 
(USACHER) a mis en place un dispositif qui en plus de s’intéresser au simple 
déplacement des poissons (enregistrement vidéo), surveille leur respiration. Le dispositif 
est composé de 8 poissons et lorsque 6 d’entre eux présentent un comportement 
inhabituel, une alarme se déclenche afin que les opérateurs puissent intervenir. Ce 
dispositif a été déployé aux alentours de grandes villes américaines (San Francisco, 
Washington et New York) depuis 2002. Les poissons ont permis de détecter la présence 
de gasoil dans l’eau 2 heures avant les autres systèmes ce qui a permis d’éviter une 
pollution du système d’alimentation en eau potable de la ville de New York (Kroll, 2009). 
 
Des crustacés tels que les daphnies peuvent également être incorporés dans des 
dispositifs en ligne. Les daphnies sont très sensibles aux pesticides et sont utilisées 
depuis de nombreuses années en laboratoire pour déterminer la toxicité d’une eau 
(Kroll, 2009 ; Storey et al., 2011 ; Bae et Park, 2014). Le toximètre à daphnies enregistre 
et analyse en continu les mouvements des daphnies en contact avec l’eau à surveiller. 
Ces crustacés réagissent immédiatement lorsqu’ils perçoivent même de très faibles 
quantités de substances toxiques. La majorité du temps, une caméra enregistre les 
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déplacements qui sont par la suite traités automatiquement électroniquement. La 
méthode de traitement de l’image permet d’effectuer une série de mesures pour évaluer 
le comportement des daphnies en se basant sur différents critères comme les 
paramètres de vitesse (vitesse moyenne, distribution de la vitesse, distance entre 
chaque crustacé), l’observation du comportement (profondeur de la nage, analyse de la 
nage), et l’observation de la croissance par détermination de la taille des daphnies 
(Kroll, 2009). 
Le calcul de la toxicité est dans ce cas basé sur un changement statistiquement 
significatif. Si un tel changement est observé, une alarme se déclenche. Le toximètre à 
daphnies DaphToxII (BBE) déclenche une alerte lorsque les polluants atteignent une 
concentration dans le milieu comprise entre 0,5 et 2100 μg/L (De Hoogh et al., 2006 ; 
Jeon et al., 2008 ; Mons, 2008 ; Storey et al., 2011). Le Tableau 7 présente les 
concentrations auxquelles se déclenche le toximètre DaphToxII (BBE) lors d’exposition à 
des pesticides. 

Tableau 7 : Concentrations (μg/L) des pesticides qui déclenchent l’alarme du DaphToxII (BBE) 

 
L’entreprise Aqua Survey Inc. Propose un dispositif vendu sous le nom de IQ Toxicity 
test. Ce dispositif est basé sur le marquage fluorescent de la nourriture des daphnies. Si 
l’organisme est en bonne santé, il va ingérer la nourriture et va fluorescer sous lumière 
UV. Par contre, une non fluorescence peut être le signe d’une toxicité de l’eau (Kroll, 
2009 ; Ruck et al., 2000 ; USEPA, 2005). 
	    

Micropolluants 
organiques 

Concentration 
(μg/L) 

Micropolluants 
organiques 

Concentration 
(μg/L) 

Aldrine 27 Endosulfan 100 

Carbaryl 22 Malathion 10 

Chlorpyrifos 15 Parathion 10 

Dichlorvos 0,5 Terbuthylazine 250 

Diméthoate 2100 Trichlorfon 2 
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3.3.1.2. Dispositif basé sur la capacité électrogène des poissons 
Le dispositif GYMNOTOX (ER Ingenierie) exploite les signaux électriques émis 
naturellement par l’Apteronotus albrifons communément appelé poisson électrique. Ce 
poisson émet un champ électrique ondulatoire propre à chaque individu et extrêmement 
régulier. En contact avec des polluants (pesticides, hydrocarbures, métaux lourds), des 
anomalies plus ou moins importantes selon le degré de pollution sont détectées au 
niveau de la régularité des signaux, de la fréquence ou encore de la forme du signal 
émis. Ce dispositif est notamment mis en place pour la surveillance en ligne des 
ressources d’eau potable avec des seuils de détection de l’ordre d’une dizaine de μg/L 
(Thomas, 2000). 

3.3.1.3. Dispositif basé sur le comportement des mollusques bivalves 
L’ouverture et la fermeture de valves de mollusques bivalves comme des moules d’eau 
douce (Dreissena polymorpha, Unio pictorum, Anodonta cygnea) peuvent être analysées 
(Kroll, 2009 ; Roig et al., 2011). Lors d’un stress, par exemple dans le cas d’un contact 
avec de l’eau contaminée, les valves ne vont pas s’ouvrir et se refermer de la même 
manière qu’en contact avec de l’eau non contaminée. Un exemple d'un tel dispositif est 
le Musselmonitor en continu ou in situ dont l’analyse du comportement des moules est 
possible grâce à des capteurs collés à la surface de leur coquille (Allan et al., 2006 ; 
USEPA, 2005) (Figure 7). 
 

  
Système en ligne Système in situ 

Figure 7 : Système Musselmonitor (en ligne et in situ) 

Les valves restent habituellement ouvertes pendant près de 80% du temps avec des 
temps de fermeture brefs et occasionnels. Lors d’une pollution, le comportement des 
moules va être modifié. Les moules peuvent rester closes pendant un laps de temps plus 
important ou se refermer plus fréquemment. Le Tableau 8 propose les limites de 
détection du Musselmonitor pour certains composés parmi lesquels des pesticides et des 
phénols. 
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Tableau 8 : Limites de détection du Musselmonitor pour les moules d’eau douce vis-à-vis de 
pesticides et de phénols 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.3.2. Dispositifs basés sur l’emploi d’algues et de bactéries 

3.3.2.1. Dispositifs basés sur la luminescence algale 
Les dispositifs à algues (par exemple le Toximètre à algues de BBE) sont généralement 
basés sur la mesure d’une fluorescence ou de production d’oxygène pour détecter les 
effets dus aux herbicides ou à d’autres substances toxiques qui perturbent l’activité 
photosynthétique des algues (De Hoogh et al., 2006 ; Mons, 2008 ; Storey et al., 2011 ; 
USEPA, 2005). Par exemple, en présence d’herbicides, les algues endommagées 
réduisent leur activité photosynthétique ce qui va diminuer la fluorescence émise. Ce 
type de dispositif est sensible pour la détection d’herbicides (0,5 μg/L pour l’atrazine). 

3.3.2.2. Dispositifs basés sur la luminescence bactérienne 
D’autre biotests mettant en œuvre des bactéries sont également très employés pour 
rendre compte du caractère toxique d’une eau. Le Microtox CTM (ModernWater) et le 
ToxAlert 100 (Merck) sont basés sur la réactivité de la bactérie marine Vibrio fischeri 
dont l’évolution de la bioluminescence naturelle représente la présence de polluants 
(Gutierrez et al., 2002 ; Farré et al., 2001 ; Perez et al., 2001). La méthode est basée sur 
l’inhibition de la luciférase, une enzyme qui catalyse l’oxydation de la luciférine qui 
s’accompagne d’une émission de lumière. Une inhibition de la bioluminescence est 
synonyme de la présence d’un contaminant. Une méthode normalisée existe pour ce test 
(NF EN ISO 11348-3, 2009) et de nombreux appareils commerciaux en ligne ou hors 
ligne sont disponibles : VibrioTox (AppliTek), ToxControl (microLAN) (Zurita et al., 
2007 ; Mons, 2008 ; Storey et al., 2011). Les dispositifs hors ligne peuvent être mis en 
place sur site à condition d’avoir un local à proximité pour la préparation et pour 
l’obtention de conditions opératoires optimales. 
 

Composé Limite de détection (mg/L) 

Atrazine 
Bentazone 

0,5 
0,75 

Chlorpyrifos 0,05 

1,3-dichlorobenzène 1,4 

Pentachlorophénol 
Phénol 

0,01 
14 
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3.3.3. Dispositifs basés sur l’utilisation d’organismes 
modifiés 

D’autres dispositifs commencent à émerger avec des organismes génétiquement 
modifiés. Sur ce principe, la société WatchFrog développe une station de vigilance pour 
surveiller et analyser en continu les effluents d’un centre hospitalier grâce notamment à 
des têtards génétiquement modifiés fluorescents en présence de résidus médicamenteux 
(Figure 8). Ils émettent une fluorescence en présence de molécules perturbant leur 
système hormonal. L’intensité de la fluorescence est proportionnelle à cette 
perturbation. La surveillance de ces têtards peut se faire en continu et donner une 
réponse immédiate sur la présence de résidus médicamenteux (Castillo et al., 2013 ; 
Potera, 2011). 

 

Figure 8 : Têtard fluorescent WatchFrog 

3.3.4. Immunoessais 
Des immunoessais basés sur la reconnaissance spécifique d’un anticorps (immobilisé sur 
un support) avec un analyte peuvent également être utilisés. Ils peuvent dans certains 
cas détecter et quantifier la présence d’un polluant chimique (Roig, 2007 ; Allan et al., 
2006). Selon Jiang et al. (2008), la détection des pesticides via des immunoessais peut se 
faire notamment par électrochimie et par technique optique (fluorescence/ 
luminescence). Des dispositifs rapides existent pour les pesticides. Ainsi Zaruk et al. 
(2001) ont comparé un dispositif rapide spécifique de la détection du diazinon (InSiteTM 
Diazinon Plate Kit de Beacon Analytical Systems Inc.) avec une méthode classique par 
chromatographie gazeuse (GC). Dans cette étude, ils concluent que le dispositif rapide 
n’est pas assez sensible et reproductif pour la détection du diazinon à des 
concentrations inférieures à 50 μg/L (concentration maximale détectée par GC au cours 
de leur étude). Des immunoessais ont été spécifiquement conçus pour la détection 
d’explosifs (trinitrotoluène - TNT) dans de nombreux milieux y compris dans l’eau (Sun, 
2010). 
Dans des dispositifs comme AWACSS (Automated Water Analyser Computer Supported 
System) ou RIANA (River Analys is System), des anticorps fluorescents sont ajoutés à 
l’échantillon. Les anticorps vont alors se lier à l’analyte d’intérêt. Une mesure de la 
fluorescence permet la quantification de l’analyte d’intérêt. Ces dispositifs ont été mis 
au point pour détecter jusqu’à 32 composés parmi lesquels des produits 
pharmaceutiques, des perturbateurs endocriniens et des pesticides (Rodriguez-Mozaz et 
al., 2009). 
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Ainsi, les dispositifs permettant de surveiller et d’identifier la toxicité d’une eau 
fournissent des résultats de manière rapide sans risquer d’altérer l’échantillon par son 
transport et sa conservation. Ils permettent un screening de la pollution par une analyse 
rapide sur site (instantanée à quelques minutes) et peuvent également contribuer à la 
sélection d’échantillons qui vont nécessiter une analyse plus précise à l’aide de 
méthodes de laboratoire (Allan et al., 2006; Storey et al., 2011). L’objectif de ces 
dispositifs consiste moins en la détection de contaminants à l’état de trace qu’en la 
détection rapide de toute perturbation au niveau de l’eau analysée (présence/absence, 
toxique/non toxique, …) (Allan et al., 2006 ; Mons, 2008). 
 
Les dispositifs présentés précédemment pour la mesure de la toxicité sont détaillés dans 
le Tableau 9. L’Annexe 5 présente les avantages et inconvénients des dispositifs 
commercialisés (liste non exhaustive) pour la mesure de la toxicité d’une eau. 
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Tableau 9 : Méthodes sur site de surveillance et d’identification de la toxicité 

Type eau Procédure 
d’analyse 

Espèce Détection Durée de 
l’analyse 

Gamme Appareil/ Référence 

Tout type d’eau ; Eaux 
destinées à la 
consommation 
humaine, effluents 

En ligne ; 
Hors ligne 

Bactéries Vibrio 
fischeri 

Inhibition de la 
luminescence 
bactérienne  

Quelques 
minutes 

- Microtox (Modern Water) ; 
DeltaTOX (Modern 
Water) ;  
ToxAlert 100 (Merck) ; 
TOXControl (MicroLAN); 
VibrioTOX® (AppliTek) ; 
Zurita et al., 2007 ; Perez 
et al., 2001 ; Mons, 2008 ; 
Thomson et Gray, 2004 ;  

Effluents hospitaliers et 
stations d’épuration 

En ligne Têtards 
génétiquement 
modifiés Xenopus 
larvae 

Luminescence Quelques 
minutes 

- Castillo et al., 2013 

Tout type d’eau  En ligne Algues Activité 
photosynthétique de 
l’algue par 
fluorescence 

Quelques 
minutes  

0,5 μg/L  
atrazine 
0,3 – 200 μg/L 
chlorophylle 

Toximètre à algues (BBE) ; 
Storey et al., 2011 

Eaux de surface et mer In situ ; en 
ligne 

Moules Dreissena 
polymorpha ; Unio 
pictorum ; 
Anodonta cygnea 

Comportement 
analysé par capteur 

Quelques 
minutes 

0,5 mg/L  
atrazine ;  
0,75 mg/L 
bentazone ; 
0,05 mg/L 
chlorpyrifos ; 
1,4 mg/L  
1,3-dichlorobenzène ; 
0,01 mg/L 
pentachlorophénol ; 
14 mg/L  
phénol 

Mosselmonitor ; Chen et 
al., 2010 
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Tableau 9 : Méthodes sur site de surveillance et d’identification de la toxicité (suite) 

Type eau Procédure 
d’analyse 

Espèce Détection Durée de 
l’analyse 

Gamme Appareil/ Référence 

Eau destinée à la 
consommation 
humaine ; eaux de 
surface 

En ligne Daphnies Daphnia 
magna  

Comportement 
analysé par 
enregistrement vidéo 

Quelques 
minutes 

27 μg/L aldrine ;  
22 μg/L carbaryl ;  
15 μg/L 
chlorpyrifos ;  
0,5 μg/L 
diméthoate ;  
100 μg/L 
endosulfan ;  
10 μg/L malathion ;  
10 μg/L parathion ;  
250 μg/L 
terbuthylazine ;  
2 μg/L trichlorfon 

Daphtox II (BBE) ; Jeon et 
al., 2008 ;  

Eau destinée à la 
consommation 
humaine  

En ligne Poissons Danio 
rerio, Puntius 
tetrazona, 
Carassius auratus, 
Rhodeus amarus 

Comportement de 
nage des poissons par 
enregistrement vidéo 

10 min  

ToxProtect64 (BBE) ; 
Storey et al., 2011 

Eaux de surface, eau 
destinée à la 
consommation 
humaine ; 

En ligne Poissons truitels Comportement de 
nage des poissons par 
la méthode du sonar 

Quelques 
minutes 

 
Truitel TruitoSEM 
(CIFEC) ; Roig et al., 2011 

Eau destinée à la 
consommation 
humaine  

En ligne Poissons 
Apteronotus 
albrifons ;  

Signal électrique 
généré par les 
poissons 

10 min Métaux lourds, 
hydrocarbures, 
toxiques (quelques 
dizaines de μg/L) 

Gymnotox (ER 
Ingenierie) ;  Thomas, 
2000 ;  

  Poissons Fundulus 
heteroclitus 

Comportement de 
nage des poissons par 
enregistrement vidéo 

  
Kane et al., 2004  
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Tableau 9 : Méthodes sur site de surveillance et d’identification de la toxicité (fin) 

Type eau Procédure 
d’analyse 

Espèce Détection Durée de 
l’analyse 

Gamme Appareil/ Référence 

  Algues Chlorella 
vulgaris, 
Pseudokirchneriella 
subcapitata, 
Tetraselmis 
cordiformis 

Activité 
photosynthétique de 
l’algue par 
fluorescence 

Quelques 
minutes 

atrazine, simazine, 
diuron, isoproturon 
et  paraquat (de 0,5 
à 100 μg/L) Podola et Melkonian, 2005 

 En ligne Daphnies Daphnia 
magna  
+ Poissons 

Comportement 
analysé par 
enregistrement vidéo 

 0,2 μg/L dichlorvos, 
0,45 μg/L 
deltamethrine 
 

Ren et Wang, 2010 

Eau destinée à la 
consommation humaine 

En ligne Daphnies Daphnia 
magna  
 

Comportement 
analysé par 
enregistrement vidéo 

  
Green et al., 2003 

  Mollusques 
Lymnaea stagnalis 

Comportement 
analysé par 
enregistrement vidéo 

  
Salanki et al., 2003 

Eaux de surface Hors ligne  Immunoassays  diazinon Zaruk et al., 2001 

Eaux de surface Hors ligne  Immunoassays  0, 14 μg/L 
Isoproturon Mallat et al., 2001 

Eaux de surface, eau 
destinée à la 
consommation humaine 

Hors ligne  Immunoassays 25 min DDT ; 
chlorpyrifos ; 
Carbaryl 
(quelques μg/L) 

Mauriz et al., 2006 

Eaux souterraines  Bactéries Vibrio 
fischeri 

Inhibition de la 
luminescence 
bactérienne 

3 min  
Bhattacharyya et al., 2005 
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3.4. Identification de micropolluants organiques 
Cette partie présente tout d’abord les méthodes normalisées pour la détection et la 
quantification de certains micropolluants organiques, puis les différentes méthodes 
utilisables sur site. Enfin, elle s’intéresse aux échantillonneurs passifs comme méthode 
d’échantillonnage et de préconcentration sur site. 

3.4.1. Méthodes normalisées pour la détection et la 
quantification des micropolluants organiques  

Les méthodes normalisées d’analyse de micropolluants organiques prévoient un 
échantillonnage ponctuel ou moyen sur site puis un transport jusqu’au laboratoire afin 
d’effectuer les analyses par des méthodes très sensibles telles que la chromatographie 
liquide haute performance (HPLC) ou la chromatographie gazeuse (GC) couplée ou non 
avec un spectromètre de masse (MS). Les prélèvements sont alors réalisés selon les 
normes NF FD T90-523-1 (NF FD T90-523-1, 2008) et NF EN ISO 5667-3 (NF EN ISO 
5667-3, 2013). 
Une fois les prélèvements effectués, les échantillons sont conservés à 5 ± 3°C dans une 
glacière le temps du transport jusqu’au laboratoire (NF FD T90-523-1, 2008 et NF EN 
ISO 5667-3, 2004). Les méthodes d’analyses reposent sur différentes normes selon le 
type de micropolluants recherchés (par exemple, NF EN ISO 11369 (1997) – HPLC/MS 
pour des pesticides et des produits pharmaceutiques, NF ISO 21458 (2009) –HPLC- 
Fluorimétrie pour le glyphosate et l’AMPA). L’échantillon analysé permet d’accéder à la 
concentration précise d’un analyte d’intérêt même s’il est présent à l’état de traces et 
voire d’ultratraces (du ng/L au μg/L) (Wang et al., 2011 ; Segura et al., 2011 ; Philips et 
al., 2007 ; Benotti et al., 2009 ; Roig et al., 2012).  

3.4.2. Spectrophotométrie infrarouge et UV 
Le dispositif HazMatID de Smiths Detection a été développé pour identifier des 
substances variées comme des armes de destruction massives, des agents chimiques, 
des drogues et des explosifs dans des matrices diverses (eaux, poussières) (Figure 9) 
(Arno et al., 2011). Ce dispositif portable utilisable sur site repose sur la spectroscopie 
infrarouge à transformée de Fourier à réflectance totale atténuée (ATR-FTIR). De plus, 
l’ordinateur intégré permet une comparaison instantanée des spectres obtenus avec 
ceux des substances d’intérêt d’une banque de données. Ce système peut être complété 
par l’outil ExtractIR de Smiths Detection qui permet de concentrer l’analyse sur les 
composés organiques non-volatils d’une matrice aqueuse (USEPA, 2005 ; Arno et al., 
2011). La durée d’une analyse de l’échantillonnage à l’identification est environ de 10 
minutes et la limite de détection est de l’ordre du mg/L. 
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Figure 9 : HazMatID 360 (Smith Detection) 

	  
La spectrophotométrie UV seule permet de caractériser sur site certains polluants.  
De nombreuses molécules organiques de part leur structure présentent des spectres UV 
et peuvent donc être détectées par spectrophotométrie UV (Thomas et Theraulaz, 2007 ; 
Gonzalez et al., 2007). 
Parmi ces substances se trouvent des pesticides, des hydrocarbures aromatiques 
polycycliques, ou encore des phénols… 
Les concentrations de certaines substances organiques peuvent être estimées par 
mesure de l’absorbance, suivie si nécessaire par traitement notamment par 
déconvolution (Thomas et Theraulaz, 2007 ; Gonzalez et al., 2007). 
A titre d’exemple, les surfactants, utilisés en tant qu’agents d’entretien, sont 
généralement composés de deux parties, une longue chaîne carbonée (partie  
hydrophobe) et un groupement polaire comme par exemple un groupement 
carboxylique. Certains surfactants anioniques (par exemple le dodécyl benzène 
sulfonate) présentent un pic d’absorbance à 225 nm. Des surfactants non ioniques 
(comme l’octoxynol-9) vont présenter 2 pics d’absorbance à 225 et 275 nm (Thomas et 
Theraulaz, 2007). 
Les phénols, utilisés et produits par les industries comme le 2-chlorophénol, sont 
composés d’un cycle aromatique qui va donc présenter un spectre UV (Thomas et 
Theraulaz, 2007). 
Les amines aromatiques, utilisées dans l’industrie du textile, absorbent en 
spectrophotométrie UV. L’utilisation de la déconvolution a permis de détecter des 
dérivés de l’aniline dans des eaux usées industrielles (Thomas et Theraulaz, 2007). 
Ainsi, l’utilisation de la spectrophotométrie UV avec un traitement du signal par 
exemple la déconvolution, permettrait de détecter rapidement différents types de 
substances organiques dans les eaux. 
Le dispositif Pastel UV (Secomam)	  permet de déterminer la présence de certains de ces 
composés comme par exemple le détergent dodécyl benzène sulfonate (Gonzalez et al., 
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2007). De même, le dispositif STAC (Secomam) permet de déterminer certains polluants 
organiques comme des pesticides (2,4-D, diuron, paraquat, diazinon, …) ou des HAP via 
l’utilisation de la déconvolution (Bernier et Lamotte, 2009). Les limites de détection de 
ces deux appareils sont de l’ordre du mg/L. 
 
HOCER a développé un système, l’Aquapod light, qui grâce à un spectre UV brut permet 
de caractériser l’eau (COT, DBO, DCO) et de détecter certains composés à des 
concentrations supérieures au mg/L (phénols et certains pesticides) grâce au principe 
de la déconvolution. 

3.4.3. Chromatographie gazeuse 
La chromatographie gazeuse (GC) permet de séparer les composés organiques volatils 
en fonction de leur affinité pour la phase solide et pour la phase mobile gazeuse. Le 
système portable Scentograph CMS200 (INFICON) permet d’analyser l’eau et l’air entre 
30 et 60 min (Kroll, 2009 ; USEPA 2005). Les limites de détection sont entre le mg/L et 
le g/L. De même, Agilent a mis au point une GC/MS (5975T) portable pour détecter des 
micropolluants organiques volatils notamment dans l’eau (eau de consommation, eau de 
surface) avec des limites de détection de l’ordre du μg/L (Sun, 2010).  

3.4.4. Les échantillonneurs passifs 
Une méthode d’échantillonnage et de préconcentration in situ se développe depuis les 
années 1990. Elle est basée sur le flux des molécules du milieu à analyser vers le milieu 
récepteur (un adsorbant constituant l’échantillonneur passif) pendant une durée 
pouvant aller de quelques heures jusqu’à plusieurs semaines. Ce mode 
d’échantillonnage, contrairement à l’échantillonnage ponctuel, permet d’accéder à 
l’estimation moyenne d’une pollution (Vrana et al., 2005). Le flux des molécules d’un 
milieu à l’autre peut se poursuivre soit jusqu’à l’équilibre chimique entre les 2 milieux, 
soit jusqu’au retrait du dispositif (Vrana et al., 2005 ; Seethapathy et al., 2008). Cette 
technique est influencée par des paramètres environnementaux comme la pression, la 
température, le type de milieu récepteur et le courant.  
Les molécules retenues sur le milieu récepteur pendant l’ensemble de la durée 
d’exposition vont être concentrées et accumulées selon 2 régimes : le régime linéaire et 
le régime curvilinéaire puis stationnaire (Figure 10) (Morin et al., 2012 ; Vrana et al., 
2005) : 

• Régime linéaire : l’accumulation de l’analyte est proportionnelle à sa 
concentration dans l’eau et au temps d’exposition 

• Régime stationnaire : l’équilibre thermodynamique entre la phase aqueuse 
et la phase réceptrice est atteint. L’échantillonneur passif ne peut plus 
accumuler de molécules. 
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Figure 10 : Profil cinétique d’accumulation d’une molécule dans la phase stationnaire (d’après 
Morin et al., 2012) 

Il existe différents types d’échantillonneurs passifs dont l’usage dépend du log P des 
molécules d’intérêt et de leurs caractéristiques. Les types d’échantillonneurs passifs les 
plus employés sont les Chemcatcher, les dosimètres en céramique, les MESCO, les 
POCIS et les SPMD. La Figure 11 propose la répartition de l’utilisation de ces dispositifs 
en fonction des log P des molécules étudiées. 

 

Figure 11 : Répartition des échantillonneurs passifs en fonction de la polarité des substances 
(d’après Vrana et al., 2005) 

SPMD (semi-permeable membrane device) : ont été créés par l’USGS (United State 
Geological Survey) dans les années 1990 pour étudier les composés organiques 
hydrophobes apolaires présentant des log P supérieurs à 3 (Vrana et al., 2005). Ce 
dispositif est constitué d’une poche en polyéthylène remplie de trioléine (lipide de haut 
poids moléculaire : 885 Da) fermée à ses deux extrémités. Cette phase réceptrice va 
pouvoir retenir des molécules comme des HAP, et des pesticides (Petty et al., 2004) 
mais également des PCB (Bennett et al., 1996). Ainsi Petty et al. (2004) ont déterminé 
des concentrations en HAP dans des eaux usées. Il s’agit donc d’une concentration en 
phase liquide et non d’une adsorption sur phase solide comme les autres types 
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d’échantillonneurs passifs. Les dispositifs SPMD sont complétés par l’usage de POCIS 
(Polar Organic Compounds Integrative Sampler), outils spécifiques à l’adsorption de 
contaminants organiques plus polaires (Morin et al., 2012).  
Après retrait le SPMD est nettoyé soigneusement à l’EUP. L'extraction des composés 
accumulés dans le SPMD se fait par dialyse, en plaçant le SPMD dans un solvant 
organique. L'extrait dans le solvant est ensuite concentré par évaporation (Vrana et al., 
2005 ; Ouyang et Pawliskyn, 2006 ; Seethapathy et al., 2008). 
 
POCIS : dispositif d’échantillonnage breveté en 2002 (Petty et al., 2002). Les POCIS 
sont composés d’une phase solide retenue entre deux disques de membranes.  
Il existe actuellement 2 grands types de phases solides : 

• un mélange triphasique, composé d’une résine de polystyrène-
divinylbenzène hydroxylée (Isolute ENV+ de Biotage), d’un adsorbant 
carboné (Ambersorb 1500 de TosoHaas) et d’un copolymère d’exclusion 
stérique, styrène divinylbenzène (S-X3 Bio-Beads de Bio-Rad) 
essentiellement pour l’extraction des pesticides (Alvarez et al., 2004). 

• un copolymère de divinylbenzène et N-vinylpyrrolidone (Oasis HLB de 
Waters) qui est vendu comme étant spécifique aux molécules 
pharmaceutiques (Bailly et al., 2013 ; Alvarez et al., 2004). 

 
Ce dispositif permet de concentrer une quantité d’eau plus importante que les 
dispositifs d’échantillonnage classiques diminuant ainsi les limites de détection et de 
quantification des micropolluants organiques dans l’eau. Ainsi en 2005, Alvarez et al., 
ont comparé l’échantillonnage classique et l’échantillonnage par des POCIS dans une 
rivière du New Jersey. Ce dispositif d’échantillonnage a permis de détecter 32 
micropolluants contre seulement de 9 à 24 avec un échantillonnage ponctuel classique. 
Après l’exposition du POCIS, le support inox et les membranes sont nettoyés à l’EUP. Le 
POCIS est ensuite ouvert et la phase solide est placée dans un tube SPE vide. Les 
molécules retenues sur la phase solide sont alors extraites à l’aide d’un solvant 
organique (Vrana et al., 2005 ; Magi et al., 2010 ; Boles et Wells, 2010 ; Zhang et al., 
2008). 
 
Chemcatcher : ce dispositif a été publié pour la première fois en 2000 (Kingston et al., 
2000). Il est conçu pour des composés organiques avec un log P compris entre 2 et 6 
(Vrana et al., 2005). Il est composé d’un boîtier en PTFE (polymère 
polytétrafluoroéthylène) dans lequel est placé un disque de phase solide Empore de 3M 
(phase C18 ou copolymère styrène-divinylbenzène). Il peut être mis en œuvre pour la 
surveillance des polluants organiques comme des herbicides, des HAP, et des 
médicaments dans les eaux de surface ou dans les effluents de STEP (Kingston et al., 
2000 ; Vermeirsen et al., 2009). 
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Après le retrait du Chemcatcher, ce dernier est démonté en laboratoire pour l’étape 
d’extraction. La phase solide est récupérée et placée dans un tube SPE. Les molécules 
retenues sur la phase solide sont alors extraites à l’aide d’un solvant organique (Vrana 
et al., 2005 ; De la Cal et al., 2008; Aguilar-Martinez et al., 2008). 
 
Dosimètre en céramique : est constitué d’un tube en céramique de 5 cm de long avec 
des pores de quelques mm. Le tube est rempli d’une phase solide et scellé avec une 
capsule en PTFE à chaque extrémité. Plusieurs phases échangeuses d’ions peuvent être 
employées en fonction des micropolluants ciblés : 

• Dowex Optipore (Sigma-Aldrich) pour le dosage des solvants organiques 
(Martin et al., 2003). 

• Amberlite (Rohm et Haas) pour le dosage des HAP avec des log P compris 
entre 2 et 5 (Bopp et al., 2005 ; Vrana et al., 2005). 

Après l’exposition du dosimètre, le tube est vidé de sa phase solide. La phase solide est 
placée dans un tube SPE vide. Les molécules retenues sur la phase solide sont alors 
extraites à l’aide d’un solvant organique (Vrana et al., 2005 ; Bopp et al., 2005 ; Ouyang 
et Pawliskyn, 2006 ; Seethapathy et al., 2008). 
 
MESCO : adaptation de la méthode de microextraction sur phase solide (SPME) pour 
l’échantillonnage des contaminants organiques hydrophobes avec des log P supérieurs à 
3 comme des HAP et des PCB (Vrana et al., 2005 ; 2006b). Ce dispositif est composé 
d’une membrane comme une membrane de dialyse remplie d’eau déionisée. Dans cette 
eau est placée en tant que phase réceptrice un barreau agitateur recouvert de PDMS 
(polymère polydiméthylsiloxane) (Vrana et al., 2001). Le barreau récupéré est analysé 
par chromatographie GC/MS après la désorption thermique des molécules fixées sur 
celui-ci (Vrana et al., 2005 ; Vrana et al., 2001 ; Ouyang et Pawliskyn, 2006). 
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La Figure 12 propose les différentes applications possibles des échantillonneurs passifs 
présentés précédemment.  

 

Figure 12 : Utilisation des échantillonneurs passifs en fonction du type de molécules 

Les échantillonneurs passifs peuvent être mis en place pour différents types de 
composés comme les produits pharmaceutiques, les HAP et les pesticides (Figure 12). Il 
est choisi en fonction notamment du log P de l’analyte d’intérêt. 
Ces dispositifs permettent d’échantillonner et de préconcentrer directement dans le 
milieu (in situ).  
Ces dispositifs sont ensuite ramenés au laboratoire afin de : 

• Dans le cas du Chemcatcher, du dosimètre en céramique, et du POCIS : 
récupérer la phase solide contenu dans le dispositif et extraire les 
molécules de cette phase solide à l’aide de solvants organiques. Les 
composés extraits sont alors analysés par chromatographie HPLC/MS ou 
GC/MS (Vrana et al., 2005 ; Aguilar-Martinez et al., 2008 ; Seethapathy et 
al., 2008 ; Boles et Wells, 2010). 

• Dans le cas du SPMD : extraire les composés accumulés dans le SPMD par 
dialyse. Les composés extraits sont alors analysés par chromatographie 
HPLC/MS ou GC/MS (Vrana et al., 2005 ; Ouyang et Pawliskyn, 2006).  

• Dans le cas du MESCO : réaliser la thermo-désorption des molécules 
retenues sur le barreau suivie d’une analyse par chromatographie GC/MS 
(Vrana et al., 2001 ; Ouyang et Pawliskyn, 2006). 

 

POCIS 
Alvarez et al., 2004, 2005 

Assoumani et al., 2013 
Bailly et al., 2013 
Belles et al., 2013 

Jacquet et al., 2012 
Li et al., 2010 

MacLeod et al., 2007 
Martinez Bueno et al., 2009 

Mazzella et al., 2008  
Miege et al., 2012  
Petty et al., 2004  

Togola et Budzinsky, 2007  
Zhang et al., 2008  

 

Chemcatcher 
Kingston et al., 2000 
Camilleri et al., 2012 

Vermeirssen et al., 2009  
Vrana et al., 2006a 

SPMD 
Li et al., 2010 

Petty et al., 2004 
 Bennet et al., 1996 

 Booij et al., 2002, 2003 
Petty et al., 1995 
Prest et al., 1995 

 Camilleri et al., 2012 

 

MESCO 
Vrana et al., 2001, 2006b 

 

DOSIMETRE EN 
CERAMIQUE 
Bopp et al., 2005 
Martin et al., 2003 

PCB 

Herbicides 
Pesticides 

PPCP 

HAP 



	   61	  

En plus de ces différents échantillonneurs passifs, un grand nombre d’autres dispositifs 
sont développés par des laboratoires pour l’échantillonnage de composés organiques et 
inorganiques. Ainsi Vrana et al. (2005) en répertorient près de 20 types différents 
(gaiasafe basé sur l’utilisation d’une solution contenant un agent liant, PISCES basé sur 
l’utilisation d’une membrane en polyéthylène remplie avec de l’hexane, SPATT basé sur 
l’utilisation d’une résine poreuse remplie de polyester, DGT basé sur l’utilisation d’un 
gel d’acrylamide,…) couvrant une large gamme de log P. 
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4. Extraction sur phase solide (SPE) 
La SPE permet d’extraire et de préconcentrer des analytes présents dans une matrice 
liquide. La méthode SPE est la méthode privilégiée pour la préparation d’échantillons 
(Kataoka, 2003 ; Novakova et Vlckova, 2009). Elle est alors suivie d’une méthode 
d’analyse chromatographique (Lopez-Roldan et al., 2004 ; Osemwengie et Steinberg, 
2001 ; Lacorte et al., 1998 ; Bhattacharyya et Budzinski, 2007 ; Valcarcel et al., 2011). 
Des dispositifs permettant l’extraction par SPE et l’analyse en ligne sont de plus en plus 
répandus pour l’analyse de contaminants environnementaux (Garcia-Ac et al., 2009 ; Lin 
et al., 2005 ; Kot-Wasik et al., 2006).  
Cette partie présente le principe de la SPE, les différents types de phases utilisées avec 
leurs applications dans le domaine environnemental puis les utilisations de la SPE sur 
site. 

4.1. Principe de la SPE 

La méthode SPE se compose traditionnellement de 5 grandes étapes (Figure 
13)  (Simpson et Wells, 2000) : 

• Conditionnement : consiste à préparer la phase solide à recevoir 
l’échantillon. Cette étape d’activation est réalisée à l’aide d’un solvant 
organique unique ou d’un mélange de solvants. Elle permet de favoriser 
les échanges dans la phase. 

• Concentration : la percolation de l’échantillon permet aux molécules 
d’intérêt d’être retenues sur la phase solide. Les impuretés, qui dépendent 
de la matrice, sont plus ou moins retenues selon leur affinité avec cette 
phase. 

• Lavage : permet d’éliminer certaines impuretés qui présentent une 
interaction moins forte que les analytes d’intérêt. Dans cette étape, il est 
important de déterminer une solution qui va éliminer des impuretés mais 
pas les analytes d’intérêt. 

• Séchage : permet en faisant passer de l’air d’éliminer les traces de 
solvant de lavage. 

• Elution : cette étape permet de décrocher les molécules d’intérêt et de les 
récupérer dans le volume le plus faible possible. Les solvants d’élution 
sont déterminés en fonction de leur polarité et de leur affinité avec les 
molécules d’intérêts. Certains interférents peuvent être co-élués avec les 
molécules d’intérêts. 
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Figure 13 : Principe et étapes de l’extraction sur phase solide SPE (adapté de Simpson et Wells, 
2000) 

Les étapes majeures lors du développement d’une méthode d’extraction par SPE sont : 

• le choix de la phase solide en prenant en considération les propriétés 
physico-chimiques des molécules d’intérêt (Pichon, 2000),  

• la détermination du volume d’échantillon percolé sur la phase en essayant 
d’éviter d’atteindre le volume de percée, défini comme étant le volume 
d’échantillon pouvant être percolé sur la phase solide sans perte de 
l’analyte (Figure 14) (Bielicka-Daszkiewicz et Voelkel, 2009). 
Concrètement, si le volume d’échantillon percolé est supérieur au volume 
de percée, certains analytes ne seront pas totalement retenus et le 
pourcentage d’extraction sera forcément inférieur à 100%. 

• la détermination du solvant d’élution optimal afin d’obtenir le pourcentage 
d’extraction le plus élevé possible tout en éliminant certains interférents 
(Martinez Vidal et al., 2009). 
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Figure 14 : Représentation du volume de percée (à gauche : le volume de l’échantillon est 
inférieur au volume de percée ; à droite : le volume de l’échantillon est supérieur au volume de 
percée) lors de l’étape de percolation de l’échantillon sur la phase solide	  

Il existe deux grandes catégories de phases SPE (Fontanals et al., 2005 ; Poole, 2003) : 

• les phases polymériques :  
ü Très stables chimiquement : les différentes solutions employées pour 

les différentes étapes de la SPE (conditionnement, concentration, 
lavage et élution) peuvent avoir un pH compris entre 1 et 14. 

ü Capacité de charge importante par rapport aux phases à base de 
silice : l’utilisation de polymères hyper-réticulés augmente la capacité 
de charge des phases polymériques par rapport aux phases à base de 
silice. Une augmentation du nombre d’interactions possibles entre la 
phase solide et les analytes est donc observée dans le cas de 
l’utilisation de phases polymériques. 

ü Extraction d’un grand nombre de familles de molécules quelle que soit 
la matrice (eau, urine, …). 

• les phases à base de silice :  
ü Stabilité chimique plus faible que les phases polymériques : les 

différentes solutions employées pour les différentes étapes de la SPE 
(conditionnement, concentration, lavage et élution) peuvent avoir un 
pH compris entre 2 et 8. 
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La capacité de charge correspond à la quantité de substances retenue par unité de 
quantité de phase solide dans les conditions optimales. Pour les phases échangeuses 
d’ions, la capacité s’exprime en milliéquivalents par gramme de phase. Les phases 
polymériques ont une capacité de charge très supérieure à celles à base de silice 
(Fontanals et al., 2005). 
 
Le Tableau 10 récapitule les avantages et les inconvénients des deux grandes familles 
de phases d’extraction.  

Tableau 10 : Avantages et inconvénients des phases solides à base de silice et polymériques 

 
 
En SPE, la sélectivité correspond à la capacité de la phase solide à séparer l’analyte 
d’intérêt des autres substances (Wells et Yu, 2000) : 

• Des substances interférentes peuvent ne pas être retenues sur la phase 
solide,  

• Des substances interférentes peuvent être éluées dans d’autres fractions 
d’élution que celle contenant l’analyte d’intérêt. 

Cette sélectivité est donc étroitement dépendante de la structure et des propriétés 
physico-chimiques des molécules, des propriétés de la phase solide mais aussi de 
l’éluant (Fontanals et al., 2005 ; Wells et Yu, 2000).  
Selon les phases sélectionnées, les interactions avec les analytes vont être de différentes 
natures ce qui va influencer aussi bien la rétention que l’élution. 

	   	  

 Stabilité chimique Capacité de charge 

Polymères 
++ 

pH entre 1 et 14 
++ 

Silices 
+ 

pH entre 2 et 8 
+ 
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4.1.1. Phases à base de silice 
Les phases à base de silice avec des interactions apolaires sont les premières 
phases SPE à avoir été mises en œuvre (Fritz et al., 1995). La phase solide et l’analyte 
interagissent suivant des interactions de type Van-der-Waals (interactions hydrophobes). 
La majorité des analytes vont présenter ce type d’interactions. De plus, si la phase solide 
possède des silanols libres	  (Si-OH), des interactions secondaires polaires pourront alors 
se produire (Novakova et Vlckova, 2009). Le caractère apolaire des phases peut être 
accentué par le greffage de groupements C18, C8 ou phényl (Fontanals et al., 2007).  
 
Ces phases à base de silice peuvent également présenter des interactions polaires. 
Les interactions polaires entre la phase solide et les groupes fonctionnels de l’analyte 
peuvent être de type dipôle-dipôle, π- π ou encore des liaisons hydrogènes (Fontanals et 
al., 2007). Ces interactions sont envisageables entre les groupes amino, les hydroxyles, 
les carbonyles et d’autres groupes comme un hétéro-atome comme l’azote, le soufre, le 
phosphore et l’oxygène, mais aussi entre les cycles aromatiques et les doubles liaisons. 
Des silices non modifiées et modifiées avec des groupes CN, NH2 et OH peuvent mettre 
en évidence des interactions polaires. 
 
Enfin, certaines phases à base de silice peuvent être mixtes ioniques, c’est-à-dire 
qu’elles permettent des interactions polaires et/ou et des interactions ioniques entre la 
phase solide et l’analyte (Fontanals et al., 2007). Les interactions ioniques vont se 
produire entre un composé chargé et le groupement fonctionnel de charge opposée de 
la phase solide (Fontanals et al., 2007). Les groupements cationiques peuvent être des 
amines quaternaires et les groupements anioniques peuvent être des acides 
carboxyliques, des acides sulfoniques, ou encore des phosphates.  
 
 
Le Tableau 11 présente des phases commerciales à base de silice permettant 
l’extraction de micropolluants organiques dans les matrices environnementales 
aqueuses. 
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Tableau 11 : Phases commerciales à base de silice pour l’extraction de micropolluants organiques 
dans les matrices aqueuses 

Type 
d’interaction(s) 

Matrice(s) Molécule(s) 
cible(s) 

Référence 

Bakerbond C18 (Baker) 

apolaire Eaux de surface et 
eaux souterraines 

Pesticides Van Pinxteren et al., 2009 

Strata C18 (Phenomenex) 

apolaire, polaire Eaux Pesticides ; 
perturbateurs 
endocriniens 

Baugros et al., 2008 

Strata-SCX (Phenomenex) 

apolaire, polaire, 
ionique 

Eaux usées Produits 
pharmaceutiques 

Lajeunesse et al., 2008 

Isolute SAX (Biotage) 

apolaire, polaire, 
ionique 

Eaux usées Produits 
pharmaceutiques 

Renew et Huyang, 2004 

AccuBond SAX (Agilent) 

apolaire, ionique Eaux usées Produits 
pharmaceutiques 

Seifrtova et al., 2008 

Sep-Pak C18 (Waters) 

apolaire Eaux Perturbateurs 
endocriniens 

Vega Morales et al., 2010 

apolaire Eaux usées Perturbateurs 
endocriniens 

Gatidou et al., 2007 

Isolute C18 (Biotage) 

apolaire, polaire Eaux souterraines Perturbateurs 
endocriniens 

Careri et al., 2001 

apolaire, polaire Eaux usées Produits 
pharmaceutiques 

Hernando et al., 2004 

LiChrolut RP18 (Merck) 

apolaire, polaire Eaux Produits 
pharmaceutiques 

Ternes, 2001 

apolaire, polaire Eaux de surface. eau 
de consommation 

Estrogènes ; Bisphénol 
A ; Pesticides 

Rodriguez Mozaz et al., 
2004 

apolaire, polaire Eaux Perturbateurs 
endocriniens 

Debska et al., 2005 ; Kot-
Wasik et al., 2006 
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Ainsi, dans les matrices environnementales, les phases à base de silice sont des phases 
présentant des interactions apolaires et des interactions polaires via les silanols libres 
(Tableau 11). Ces phases permettent l’extraction des molécules organiques dans tout 
type d’eau comme par exemple les eaux de surface, les eaux souterraines ou encore les 
eaux destinées à la consommation humaine. Elles peuvent extraire des composés 
présentant des caractéristiques variées (log P ; charge) comme des produits 
pharmaceutiques, des perturbateurs endocriniens ou encore des pesticides. Ces phases 
peuvent être remplacées dans certains cas par des phases polymériques. Ainsi, Kot-
Wasik et al. (2006) et Debska et al. (2005) ont montré que la phase LiChrolut RP18 
(Biotage) peut être remplacée par une phase Strata-X (Phenomenex) pour l’extraction 
d’anti-inflammatoires non stéroïdiens dans des eaux naturelles. La phase Strata-X 
(Phenomenex) est une phase polymérique et fait donc partie de la deuxième grande 
famille des phases d’extraction sur phase solide. 

4.1.2. Phases polymériques 
Tout comme les phases à base de silice, il existe plusieurs types de phases 
polymériques. 
Les phases polymériques apolaires sont des phases à base de polystyrène 
divinylbenzène (PS-DVB). L’interaction entre l’analyte et la phase se fait essentiellement 
grâce à des interactions de type Van-der-Walls ou π- π au niveau du cycle aromatique de 
la phase solide (Fontanals et al., 2007). Afin d’améliorer le rendement d’extraction de ce 
type de phases, le nombre d’interaction avec les analytes d’intérêt doit être augmenté 
notamment en optimisant la surface spécifique. Ainsi, des phases à base de PS-DVB 
hyper-réticulé ont été mises au point grâce à un procédé développé dans les années 
1970 par Davankov. Ceci permet de multiplier par environ 1,5 la surface spécifique 
(Tsyurupa et Davankov, 2002). Les phases hydrophobes hyper-réticulées commerciales 
pour l’extraction de micropolluants organiques dans les matrices environnementales 
peuvent être les phases LiChrolut-EN (Merck) (Bound et Voulvoulis, 2006 ; Castglioni et 
al., 2005), Chromabond HR-P (Macherey-Nagel) (Rodrigues et al., 2007), Abs Elut Nexus 
(Agilent) (Sandau et al., 2003) ou encore la phase Bakerbond SDB-1 (Baker) (Weigel et 
al., 2002) (Tableau 12).  
 
Des phases polymériques polaires ont également été développées afin de pouvoir 
extraire des composés plus polaires. Il existe deux manières de mettre en œuvre ces 
phases. Elles peuvent être réalisées soit par copolymérisation de monomères 
hydrophiles (Oasis HLB de Waters) soit par greffage d’un substituant hydrophile au PS-
DVB (Isolute ENV+ de Merck). Les premières phases de ce type, Amberlite XAD-7 et 
Amberlite XAD-8, ont été commercialisées dans les années 1970 par Rohm et Haas et 
sont synthétisées par la combinaison d’un monomère polaire, le polyacrylate, avec du 
divinylbenzène (DVB). Le polyacrylate permet des interactions hydrophiles et le DVB 
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permet d’augmenter la surface spécifique de la phase solide (Fontanals et al., 2007). La 
phase Oasis-HLB est un copolymère macroporeux composé de poly(N-vinylpyrrolidone-
divinylbenzène) (PVP-DVB). Cette phase est l’une des plus utilisées pour l’extraction de 
micropolluants organiques au laboratoire comme les pesticides et les produits 
pharmaceutiques dans l’eau (Tableau 12).  
D’autres phases commerciales polymériques présentant des groupements polaires sont 
présentées dans le Tableau 12. 
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Tableau 12 : Phases commerciales polymériques hydrophobes et hydrophiles pour l’extraction de 
micropolluants organiques dans les matrices aqueuses 

Type 
d’interaction(s) 

Matrice(s) Molécule(s) 
cible(s) 

Référence(s) 

LiChrolut-EN (Merck) 

apolaire Eaux de surface 
et effluents 
industriels 

Phénols ; Produits 
pharmaceutiques 

Gelpi et al., 1997 ; Bound et 
Voulvoulis, 2006 

apolaire Eaux 
souterraines 

Pesticides Barra Caracciolo et al., 2005 ; 
Guzzella et al., 2006 

apolaire Eaux usées Produits 
pharmaceutiques 

Castiglioni et al., 2005  

apolaire Eaux 
souterraines 

Produits 
pharmaceutiques 

Sacher et al., 2001  

Oasis-HLB (Waters) 

polaire, apolaire Eaux Produits 
pharmaceutiques 

Mills et al., 2006 ; Wang et al., 
2010 ; Zhang et Zhou, 2007 ; 

Lin et al., 2005 

polaire, apolaire Eaux Perturbateurs 
endocriniens, Produits 

pharmaceutiques 

Trenholm et al., 2006 ; Zhao et 
al., 2009 ; Liu et al., 2004 

polaire, apolaire Eaux Pesticides Freitas et al., 2004 ; Stoob et 
al., 2005 ; Ibanez et al., 2005 ; 
Bossi et al., 2002 ; Sandau et 
al., 2003 ; Liu et al., 2006 ; 

Rodrigues et al., 2007 ; Gervais 
et al., 2008 ; Gfrerer et al., 

2002 

polaire, apolaire Eaux Herbicides ; PPCP ; 
retardateurs de 

flamme  

Rodil et al., 2009 ; Ollers et al., 
2001 ; Nödler et al., 2010   

polaire, apolaire Eaux usées Produits 
pharmaceutiques 

Renew et Huyang, 2004 ; 
Seifrtova et al., 2008 ; 
Verenitch et al., 2006 

polaire, apolaire Eaux de surface 
et eaux 

souterraines 

Produits 
pharmaceutiques 

Gros et al., 2006  

polaire, apolaire Eaux de surface Drogues Vazquez-Roig et al., 2010  
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Tableau 12 : Phases commerciales polymériques hydrophobes et hydrophiles pour l’extraction de 
micropolluants organiques dans les matrices aqueuses (fin) 

Type 
d’interaction(s) 

Matrice(s) Molécule(s) 
cible(s) 

Référence(s) 

Strata-X (Phenomenex) 

polaire, apolaire Eaux de surface 
et eaux de 

consommation 

Herbicides et Produits 
pharmaceutiques 

Garcia-Ac et al., 2009 ; Kosjek 
et al., 2005 

polaire, apolaire Eaux de surface HAP ; pesticides ; 
perturbateurs 
endocriniens ; 

composés 
organochlorés 

Barrek et al., 2009 

polaire, apolaire Eaux usées Produits 
pharmaceutiques 

Vulliet et al., 2007 

Chromabond HR-X (Macherey-Nagel) 

apolaire Eaux Phénols Opeolu et al., 2010 

apolaire Eaux Pesticides Lissalde et al., 2011 

apolaire Eaux de surface 
et souterraines 

PPCP ; perturbateurs 
endocriniens  

Tran et al., 2013 

Bakerbond SDB-1 (Baker) 

apolaire Eau de mer PPCP Weigel et al., 2002 

 
Différents études ont permis de comparer la capacité de rétention et d’extraction de 
plusieurs phases solides de micropolluants organiques dans l’eau. Ainsi, Rodrigues et al. 
(2007) et Liu et al. (2006) ont montré que la phase Oasis-HLB (Waters) était la plus 
adaptée pour l’extraction des pesticides dans les matrices aqueuses.  
Rodrigues et al. (2007) ont comparé l’extraction par différentes phases commerciales 
SPE de pesticides dans des eaux destinées à la consommation, des eaux de surface et 
des eaux souterraines. Les phases commerciales SPE testées dans leur étude sont des 
phases polymériques (Oasis-HLB (Waters) ; Chromabond HR-P (Machery 
Nagel) ;  LiChrolut-EN (Merck) ) et des phases à base de silice (Chromabond C8 
(Macherey Nagel) ; Chromabond C18 (Macherey Nagel)). Les phases LiChrolut EN 
(Merck) et Chromabond HR-P (Machery Nagel) ont extrait certains pesticides comme le 
imidacloprid avec un pourcentage d’extraction très élevé (> 200%) qui pourrait être 
synonyme d’interférences entre la phase solide et la matrice (Rodrigues et al., 2007). La 
phase Oasis-HLB (Waters) a permis d’extraire la majorité des pesticides de cette étude 
(86%) avec un pourcentage d’extraction supérieur à 75% (et inférieur à 115%) et a donc 
été sélectionnée pour leur étude. 
De même, l’extraction de pesticides dans de l’eau de surface par la phase Oasis-HLB 
(Waters) et la phase Chromabond HR-P (Macherey Nagel) a été comparée (Liu et al., 
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2006). La phase Oasis-HLB (Waters) a permis l’extraction des 6 pesticides de cette 
étude avec un pourcentage d’extraction supérieur à 80% pour 4 d’entre eux. La phase 
Chromabond HR-P (Machery Nagel) a permis l’extraction de 5 des 6 pesticides. Pour 3 
des 5 pesticides extraits, le pourcentage d’extraction est supérieur à 75%. De part ces 
pourcentages d’extraction, Liu et al. (2006) ont choisi la phase Oasis-HLB pour extraire 
les pesticides dans de l’eau de surface. 
De même, Gros et al. (2006) ont observé la même conclusion en ce qui concerne 
l’extraction des produits pharmaceutiques. Ils ont comparé l’extraction par 3 phases 
commerciales SPE polymériques (Oasis-HLB (Waters), Oasis-MCX (Waters), LiChrolut 
ENV+ (Merck)) de produits pharmaceutiques dans des eaux de surface et des eaux 
usées. La phase LiChrolut-EN (Merck) a permis l’extraction des molécules testées mais 
avec des pourcentages d’extraction faibles (50% en moyenne). En ce qui concerne la 
phase Oasis-MCX (Waters), les pourcentages d’extraction obtenus sont de l’ordre de 
80%. La phase Oasis-HLB (Waters) a permis d’extraire l’ensemble des molécules 
étudiées avec un pourcentage d’extraction supérieur à 75%. Gros et al. (2006) ont donc 
choisi cette dernière phase pour l’extraction des produits pharmaceutiques dans les 
eaux de surface et les eaux usées.  
Cependant, Castiglioni et al. (2005) vont à l’encontre de cette conclusion car selon cette 
étude, la phase LiChrolut-EN (Merck) et la phase Oasis-MCX (Waters) seraient mieux 
adaptées pour l’extraction de produits pharmaceutiques dans les eaux usées. Lors de 
cette étude, 4 phases commerciales SPE (Oasis-HLB (Waters), Oasis-MCX (Waters), 
LiChrolut-EN (Merck), et une phase à base de Silice, Bakerbond C18 (Baker)) ont été 
comparées pour l’extraction de produits pharmaceutiques dans les eaux usées. Dans 
cette étude, l’extraction des phases a été testée à différents pH (2, 7 et 9). D’après 
Castiglioni et al. (2005), les meilleurs pourcentages d’extraction (non montrés dans 
l’étude) ont été obtenus lors de l’utilisation des phases commerciales LiChrolut-EN 
(Merck) et Oasis-MCX (Waters). Ces deux phases ont été sélectionnées dans leur étude 
pour extraire les produits pharmaceutiques dans les eaux usées. 
La phase Oasis-MCX (Waters), sélectionnée lors de cette étude, est une phase 
polymérique similaire à la phase Oasis-HLB (Waters) mais possédant en plus un 
groupement anionique (groupement sulfonate). Cette phase fait partie des phases 
mixtes ioniques. 
 
Les phases mixtes ioniques présentent à la fois un groupement polaire et/ou apolaire 
et un groupement anionique ou cationique (Fontanals et al., 2007 et 2010). La phase 
Oasis-HLB (Waters) a été greffée par des groupements pipérazine et acide carboxylique 
afin d’obtenir des phases échangeuses d’ions faibles Oasis-WAX et Oasis-WCX 
respectivement. De même, la phase Strata-X (Phenomenex) peut par exemple être 
greffée avec un acide carboxylique pour obtenir la phase Strata-X-CW. Avec ce type de 
phases, des interactions peuvent avoir lieu soit avec la chaîne polymérique soit avec le 
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groupement chargé. Le Tableau 13 présente différentes phases commerciales mixtes 
ioniques pour l’extraction sur phase solide. 

Tableau 13 : Phases commerciales polymériques mixtes ioniques pour l’extraction de 
micropolluants organiques dans les matrices aqueuses 

Types 
d’interaction(s) 

Matrice Molécule(s) cible(s) Référence(s) 

Oasis MCX (Waters) 

apolaire, polaire, 
ionique 

Eaux de 
surface 

PPCP ; perturbateurs 
endocriniens  

Kasprzyk-Hordern et al., 2008, 
2009 ; Zuccato et al., 2000 

apolaire, polaire, 
ionique 

Eaux usées Produits 
pharmaceutiques 

Laven et al., 2009 

Oasis MAX (Waters) 

apolaire, polaire, 
ionique 

Eaux PPCP ; perturbateurs 
endocriniens 

Lee et al., 2005 

Oasis WAX (Waters) 

apolaire, polaire, 
ionique 

Eaux Détergents Chen et al., 2006 

 
Chen et al. (2006) ont préféré la phase solide Oasis WAX (Waters) à la phase Oasis-HLB 
(Waters) pour l’extraction de détergents anioniques suivie d’une analyse par LC/MS. La 
phase Oasis WAX (Waters) a permis de diminuer l’interférence du signal par rapport à la 
phase Oasis HLB (Waters). 
 
Parmi les différentes phases commerciales permettant l’extraction de micropolluants 
organiques dans l’eau, 3 phases semblent être privilégiées par les opérateurs, la phase 
Oasis-HLB (Waters), la phase LiChrolut-EN (Merck) et la phase Strata-X (Phenomenex) 
comme le montre le nombre d’études réalisées depuis 2000 (Figure 15). 
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Figure 15 : Evolution du nombre de citations dans la littérature pour les trois phases SPE (Oasis-
HLB, LiChrolut-EN et Strata-X) depuis 2000 (d’après Isis web of knowledge) 

Ainsi, le nombre de citations concernant la phase Oasis-HLB (Waters) est en constante 
augmentation depuis 2000. Parmi les 8809 articles répertoriés citant l’une des 3 phases, 
la phase Oasis-HLB (Waters) représente 66% des citations. Le nombre de citations 
concernant la phase LiChrolut-EN (Merck) s’est stabilisé autour de 200 citations par an 
depuis 2007. Quant à la phase Strata-X (Phenomenex), celle-ci ne représente que 10% 
de l’ensemble des citations. Ceci renforce le fait que les phases polymériques 
hydrophiles, essentiellement la phase Oasis-HLB (Waters), sont universelles et 
permettent d’extraire un nombre important et varié de composés. Par ailleurs, cette 
propriété est essentielle lorsque la SPE est couplée à des systèmes d’analyses de plus en 
plus performants que ce soit en terme de sensibilité que de capacité de séparation de 
multi-composants organiques comme l’HPLC/MS ou la GC/MS. 
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4.1.3. Superposition de phases solides 
Certaines études (Renew et Huyang, 2004 ; Seifrtova et al., 2008)	   proposent de 
superposer des phases solides commerciales afin de faciliter l’extraction de certains 
composés (produits pharmaceutiques) dans les eaux et de les séparer selon leurs 
propriétés physico-chimiques (notamment la charge). La Figure 16 propose deux 
exemples utilisant la superposition de phases solides commerciales comme outil de 
séparation.  

 

Figure 16 : Utilisation de phases solides en série 

Renew et Huyang (2004) et Seifrtova et al. (2008) proposent de superposer une phase à 
base de silice échangeuse d’anions et une phase Oasis-HLB (Waters). Ces deux études 
ont été réalisées afin de faciliter et d’améliorer l’extraction d’antibiotiques dans des 
eaux usées. Ils ont montré que la première cartouche retenait spécifiquement les 
interférents anioniques (acides humiques anioniques) permettant ainsi aux antibiotiques 
d’être retenus sur la phase Oasis-HLB (Waters) (Figure 16).  
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4.2. Polymères à empreinte moléculaire (PEM) 
La richesse de la méthode SPE provient de la diversité des phases solides actuellement 
disponibles ou en cours de développement, comme les polymères à empreinte 
moléculaire (PEM), qui permettent d’augmenter la sélectivité de l’étape d’extraction et 
ainsi facilitent la détection des composés (pesticides, produits pharmaceutiques) lors de 
l’analyse (Kataoka, 2003). 
Ces PEMs sont spécifiques de certaines molécules (les pesticides et les produits 
pharmaceutiques) via une reconnaissance de la structure des composés (Spégel et al., 
2002). Le mécanisme d’interaction entre les molécules et les PEMs est présenté dans la 
Figure 17. 
 

 

Figure 17 : Mécanisme d’interaction des PEMs (adapté de Spégel et al., 2002) 

Les polymères à empreintes moléculaires (PEMs) sont des polymères dans lesquels des 
cavités mimant les sites de reconnaissance spécifiques obtenus avec des anticorps sont 
présentes. Ces polymères sont très stables chimiquement et thermiquement et sont 
obtenus par polymérisation (Kataoka, 2003 ; Spégel et al., 2002). La première étape de 
la synthèse consiste à mettre en contact la molécule cible, les monomères fonctionnels 
et un agent réticulant dans un solvant qui va permettre la création d’une structure 
poreuse (Figure 17).  
Le monomère est choisi de manière à développer, avec la molécule cible, des liaisons, la 
majorité du temps non covalentes. Le monomère le plus souvent utilisé est l’acide 
méthacrylique ou acrylique et l’agent réticulant est le plus souvent le diméthacrylate 
d’éthylène glycol (Pichon et Chapuis Hugon, 2008 ; Hennion, 1999). Le solvant de 
polymérisation joue un rôle essentiel car il conditionne la nature et la force des 
interactions entre la molécule cible et les monomères. Le choix de la molécule cible est 
important car elle va par ses fonctionnalités particulières, définir la spécificité du PEM. 
La dernière étape consiste en l’élimination de la molécule cible afin de laisser la cavité 
ainsi synthétisée vide et prête à intéragir dans l’eau avec des molécules spécifiques 
d’intérêt comme des pesticides et des produits pharmaceutiques (Caro et al., 2003 ; 
Ferrer et al., 2000) (Figure 17). 
Pour qu’un analyte soit extrait spécifiquement par le PEM, sa structure doit être proche 
de celle de l’empreinte pour pénétrer dans les cavités et interagir avec le polymère. 
L’analyte est retenu spécifiquement s’il développe le même type d’interactions que 
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celles développées lors de la synthèse. Dans certains cas, le PEM ne retient pas 
seulement l’analyte mais également des interférents de structure proche (Caro et al., 
2003 ; Ferrer et al., 2000). 
Cette méthode permet l’extraction de micropolluants organiques dans l’eau. Ainsi, 
Chapuis et al. (2003) et Ferrer et al. (2000) ont utilisé cette technique pour l’extraction 
de pesticides dans l’eau (eau de surface, effluent industriel). Caro et al. (2003) ont 
extrait des phénols dans l’eau de surface grâce à des PEMs couplés en ligne avec une 
HPLC. 
Cependant les PEMs peuvent également retenir d’autres substances que leurs molécules 
cibles via des interactions non spécifiques de type électrostatiques ou hydrophobes 
(Beltran et al., 2010). Ainsi, lors d’une étude, la sélectivité d’un PEM commercial 
spécifique des anti-inflammatoires non stéroïdiens a été évaluée (Gilart et al., 2012). Des 
échantillons d’eaux usées ont été dopés avec l’une des 15 substances pharmaceutiques 
appartenant à différentes familles dont celle des anti-inflammatoires non stéroïdiens, 
puis percolés sur le PEM. Il en résulte que 14 substances pharmaceutiques ont été 
retenues sur cette phase ce qui montre un manque de spécificité pour les anti-
inflammatoires non stéroïdiens lors de la rétention (Gilart et al., 2012). De même, Dai et 
al. (2010) ont montré qu’un PEM spécifique de la carbamazépine pouvait également 
retenir d’autres produits pharmaceutiques comme le diclofénac.  

4.3. Dispositifs SPE et SPME utilisés sur site 
Peu de dispositifs en ligne et sur site sont basés sur la méthode d’extraction SPE.  
Bernier et Lamotte (2009) proposent un dispositif permettant le suivi de HAP sur le 
terrain. Ce dispositif (SPE et analyse par spectrofluorimétrie) permet de pomper l’eau à 
analyser (eau de surface) dans un réservoir dans lequel le pH est stabilisé à 11 par ajout 
d’hydroxyde de sodium. Une bandelette de phase solide SPE C18-ENVI-Disk (Sigma-
Aldrich) est utilisée pour extraire les HAP de la solution sous agitation pendant 30 min 
(Bernier et Lamotte, 2009). Puis cette bandelette est placée dans le compartiment à 
échantillons d’un spectrofluorimètre à 45° des faisceaux d’émission et d’excitation. Le 
spectre de fluorescence de la solution est alors obtenu par soustraction de celui du 
blanc (bandelette C18 agitée dans de l’eau ultra pure). La même procédure est effectuée 
après avoir dopé l’eau à analyser avec une concentration connue d’un mélange de HAP. 
La comparaison des 2 spectres va permettre de détecter et de quantifier les HAP 
présents dans l’eau (Bernier et Lamotte, 2009). 
 
Un dérivé de la SPE, la micro-extraction sur phase solide (SPME) a été développée 
essentiellement pour l’extraction et la concentration de molécules volatiles (Vas et 
Vékey, 2004). La SPME permet d’échantillonner les gaz ou les solutions. Cette méthode 
est composée d’une aiguille dans laquelle est placée une fibre pouvant adsorber les 
molécules (Vas et Vékey, 2004). Les fibres sont généralement constituées de 
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polyméthylsiloxane (PDMS) et de polyacrylate (PA) pour l’extraction des composés 
respectivement apolaires et polaires (Fontanals et al., 2007). Après l’étape d’adsorption, 
la fibre est rétractée dans la seringue en métal pour préparer l’étape de transfert des 
analytes dans le système chromatographique. La majorité du temps, l’analyse est 
réalisée par chromatographie GC ou GC/MS et dans ce cas, la désorption thermique est 
possible après insertion de l’aiguille dans l’injecteur (Vas et Vékey, 2004). 
Des dispositifs couplant la SPME et la GC ou GC/MS utilisables sur site sont disponibles. 
Ainsi, TRIDION-9 Portable (Torion) est un dispositif portable d’analyse des composés 
organiques volatils (toluène, bromoforme,…), très rapide (analyse en 3 min) avec une 
détection par GC/MS après une extraction par SPME (Figure 18). Il peut être aussi 
utilisé pour la détection d’explosifs (Wirth et al., 2012). Les limites de détection sont de 
l’ordre d’une dizaine de μg/L. 
 

 

Figure 18 : Dispositif TRIDION-9 Portable (Torion) 

De même, en 2008, Contreras et al. proposent un dispositif portable de détection et de 
quantification d’agents de guerre et de composés organiques volatils par SPME et GC. 
Ce dispositif permet une réponse en 15 min grâce notamment à une banque de données 
pour aider à l’identification. Pour le n-butylbenzène et le naphtalène, la limite de 
détection dans les milieux aqueux est de 100 ng/L. 
 
La société HOCER a mis au point un dispositif en ligne, l’Aquapod SPE50, basé sur 
l’extraction par SPE et l’analyse UV (Roig et al., 2011). Ce dispositif utilise la SPE pour 
ses capacités de préconcentration sans développer ses possibilités de séparation. De ce 
fait, le nombre de molécules cibles est restreint à une dizaine (pesticides comme 
l’atrazine, l’hexachlorobenzène et le chlorpyrifos ; des nonylphénols) avec des limites de 
détection comprises entre 1 et 50 μg/L.  
Lopez-Roldan et al. (2004) ont examiné les capacités du système PROFEXS pour 
l’extraction programmable et automatique sur site de pesticides (atrazine, isoproturon, 
diuron,…), de phénols (2,4-dichlorophénol, 4-chloro-2-méthylphénol,…) et de phtalates 
comme le DEHP dans l’eau de surface. Ce dispositif permet de préconcentrer sur des 
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cartouches PLRPs (Varian) jusqu’à 16 échantillons. Les cartouches sont ensuite 
transportées au laboratoire pour être éluées. L’élution est par la suite analysée par 
HPLC/MS et les limites de détection sont comprises entre 2 ng/L et 2 μg/L.  
De même, Osemwengie et Steinberg (2001) ont mis en place un dispositif sur site en 
ligne permettant la préconcentration sur des cartouches Abselut Nexus (Agilent) pour la 
détection de muscs (musc xylène, galaxolide, versalide) dans les eaux usées. Les 
cartouches sont rapportées au laboratoire pour être éluées puis analysée par GC/MS et 
les limites de détection sont comprises entre 0,02 et 0,30 ng/L. 
Le Tableau 14 récapitule les méthodes et les analyseurs se basant sur la méthode SPE 
utilisés sur site. 
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Tableau 14 : Méthodes et analyseurs se basant sur une extraction SPE ou SPME et utilisables sur site 

Méthodes Type de molécules cibles Limite de détection Référence(s) ou Analyseur(s) 

Extraction (sur site) :  
SPE  
Analyse (laboratoire) : 
HPLC/MS 

Pesticides, phénols, phtalates Entre 2 ng/L et 2 μg/L Lopez-Roldan  et al., 2004 

Extraction (sur site) :  
SPME ou SPE 
Analyse (laboratoire) : 
GC/MS 

Muscs Entre 0,02 et 0,30 ng/L Osemwengie et Steinberg, 2001 

Composés organiques volatils Quelques dizaines de μg/L TRIDION-9 portable (Torion) (Wirth et 
al., 2012)  

n-butylbenzène, naphtalène 100 ng/L Contreras et al., 2008 

Extraction (sur site) :  
SPE  
Analyse (sur site) : 
Spectrophotométrie UV 

Pesticides, nonylphénols Entre 1 et 50 μg/L Aquapod SPE 250 (HOCER) (Barillon 
et al., 2010) 

Extraction (sur site) :  
SPE  
Analyse (sur site) : 
Spectrofluorimétrie 

HAP 150 μg/L Lafleur et al., 2010  
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5. Conclusion 
La réglementation nationale et européenne étant de plus en plus exigeante tant au point 
de vue de l’augmentation des fréquences des contrôles qu’au point de vue des polluants 
cibles à analyser, les dispositifs sur site peuvent représenter une alternative 
intéressante aux méthodes classiques. Le contrôle et la gestion des masses d’eau 
doivent s’effectuer en prenant en compte la concentration, la variabilité, et l’effet des 
polluants. Les dispositifs sur site peuvent aider à répondre à ces problématiques. Ces 
derniers ne doivent pas être considérés comme des dispositifs uniquement quantitatifs. 
Ils permettent le suivi spatio-temporel d’une ressource et/ou l’évaluation des effets 
d’une eau comme les eaux de surface	   sur des écosystèmes aquatiques. Pour une 
application en routine, certains dispositifs sur site peuvent être complémentaires à des 
méthodes de laboratoire comme par exemple les échantillonneurs passifs ou la SPE 
suivis d’une analyse par chromatographie. En cas d’une pollution accidentelle ou 
intentionnelle, des dispositifs sur site peuvent s’avérer être très efficaces pour orienter 
une prise de décision rapide et pour fournir un pré-diagnostic aux méthodes classiques. 
 
Au cours de ce travail de thèse, une méthode sur site, complémentaire aux approches 
classiques a été mise au point. Elle repose sur la capacité des phases SPE à séparer les 
molécules notamment selon leurs propriétés physico-chimiques dans plusieurs fractions 
d’élution en vue de leur analyse par spectrophotométrie UV. Dans ce cas, la SPE n’est 
plus seulement une méthode de préconcentration mais devient également une méthode 
de séparation. Cette propriété permet de simplifier le contenu des fractions d’élution et 
donc le signal UV obtenu par le détecteur. De plus, cette méthode permet d’orienter 
vers des analyses plus précises en laboratoire afin d’affiner le résultat.  
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Matériel et méthodes 
 

	    





	   83	  

1. Méthodologie  
1.1. Méthodologie générale 

La méthodologie générale de ce travail, présentée en Figure 19, repose sur la détection 
sur site de micropolluants organiques en cas d’une suspicion de pollution. Ce type de 
pollution appelle une réaction rapide afin de mettre en œuvre des actions correctives et 
d’assurer ainsi une meilleure gestion des risques aussi bien environnementaux que 
sanitaires.  

 

Figure 19 : Méthodologie générale 
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Dans le cadre de cette thèse, la détection par spectrophotométrie UV a été choisie afin 
de caractériser une modification du milieu. Ainsi, lors d’une suspicion de pollution 
pouvant être liée à un évènement accidentel ou intentionnel, la méthodologie s’appuie, 
une fois un prélèvement d’échantillon d’eau réalisé, sur l’acquisition de spectres UV :  

• Si le signal obtenu directement ou après dilution est caractéristique 
(intensité du signal - > 0,02 u.a.-, présence de pic(s) ou d’épaulement(s) 
exploitables), il est comparé aux spectres de référence (de molécules 
seules ou en mélange) répertoriés dans une banque de données afin 
d’identifier la (les) analyte(s) responsable(s) de la pollution.  

• Si par contre le signal est trop complexe (matrice, mélange de substances) 
ou trop faible, l’échantillon est percolé sur le concentrateur à travers 
différentes phases solides permettant une simplification des signaux grâce 
au fractionnement, une amplification du signal et une séparation des 
molécules présentes par l’intermédiaire de plusieurs fractions d’élution. 
Ces fractions sont analysées par spectrophotométrie UV et les spectres 
obtenus sur le terrain sont comparés, comme précédemment, à ceux de la 
banque de données spectrales. 

 
La méthodologie ainsi mise en œuvre permet de fournir un pré-diagnostic rapide lors de 
situations d’urgence. En effet, cette méthodologie peut être employée sur site grâce au 
développement d’un dispositif permettant la préconcentration, le fractionnement et la 
détection de substances absorbantes en UV. Si la concentration de(s) substance(s) 
impliquées dans la pollution est suffisante (supérieure à quelques dizaines μg/L), la 
pollution pourra être caractérisée rapidement et sur site. De plus, la méthodologie peut 
également compléter les systèmes analytiques traditionnels lors de contrôles 
environnementaux et sanitaires. Dans le cas de tels contrôles, la procédure 
traditionnelle envisage un prélèvement sur site et un transport en laboratoire pour le 
traitement des échantillons et pour analyse. La méthodologie développée permet dans 
ce cas de réaliser le prélèvement et l’étape de préconcentration et de fractionnement 
sur site. Si l’étape de détection n’est pas concluante (concentrations en substances trop 
faibles – ng/L ou quelques μg/L ; substances non absorbantes), les fractions obtenues 
sont transportées au laboratoire pour des analyses chromatographiques. Les fractions 
peuvent également être analysées au laboratoire afin de valider les résultats obtenus sur 
le terrain. 
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1.2. Méthodologie de développement 
Le développement de l’analyseur a été réalisé selon la méthodologie présentée dans la 
Figure 20. 

 

Figure 20 : Méthodologie de développement 
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• les phases solides testées et les solvants utilisés permettant la mise en 
œuvre de la méthode, 

• la banque de données spectrales permettant de référencer l’ensemble des 
molécules utilisées, de les caractériser (log P, pka, spectre UV), et 
d’identifier une substance, 

• l’évolution des dispositifs lors du projet qui autorisent de manière 
automatique dans un premier temps l’étape de préconcentration et de 
fractionnement puis dans un second temps l’étape de détection, 

• l’analyse par spectrophotométrie UV et par HPLC/MS afin de détecter les 
substances dans les différentes fractions dans le cas d’un mélange de 45 
pesticides. 

2. Substances  
86 molécules ont été étudiées dans différentes matrices (eau et urine humaine). Les 
critères de sélection de ces molécules sont détaillés dans la Partie 3 (§1) pour l’eau et 
dans la Partie 4 (§2) pour l’urine. Ces molécules appartiennent à différentes familles 
comme les pesticides, les PPCP (produits pharmaceutiques et d’hygiène corporelle) et 
les HAP (hydrocarbures aromatiques polycycliques) (Tableau 15).  

Tableau 15 : Liste des molécules étudiées (* : molécules faisant parties du mélange complexe de 
pesticides) 
Pesticides (59) Dicamba* Linuron* Tébutame* Carbamazépine 

2-Nitrophénol Diflufénican* Malathion Terbuméton* Ciprofloxacine 

2,4-D* Dichlorprop* Mécoprop* Terbuthylazine* Diclofénac 

2,4-MCPA* Diméthénamide* Mésotrione* Terbutryne Erythromycine 

2,5-dichlorophénol Diméthoate Métazachlore* Tétraconazole* Hydrochlorothiazide 

Acétochlore* Dinoterbe Métolachlore* Triclopyr* Ibuprofène 

Alachlore* Diquat Métosulam* HAP (3) Méthyl paraben 

Atrazine Diuron* Nicosulfuron* Acénaphtène Sulfaméthoxazole 

Azoxytrobine* Epoxyconazole* Oxadiazon* Fluorène Trimethoprime 

Bentazone* Fenpropidine* Oxadixyl* Naphtalène Warfarin 

Boscalid* Fluroxypyr* Paraquat PPCP (17) Autres (7) 

Bromoxynil* Fluthiamide* Parathion 1,7α-éthinylestradiol 4-Nonylphénol 

Carbaryl Hexazinone Pendiméthaline* Acétaminophène 4,4’-Diaminodiphénylméthane 

Carbofuran* Imazaméthabenz-méthyl* Prochloraze* Acide clofibrique Benzylbutylphtalate 

Chlorpyrifos Ioxynil* Propachlore* Aténolol Bisphénol A 

Chlortoluron* Isoproturon* Simazine* Cyclophosphamide DEHP 

Cyprodinil* Isoxaben* Sulcotrione* Diatrizoate de sodium Dibutylphtalate 

Diazinon Isoxaflutole* Tébuconazole* Caféine m-Toluidine 

	    



	   87	  

Les molécules ainsi que leurs propriétés physico-chimiques (log P, pKa, charge) et 
spectrales (coefficients d’extinction molaire et longueurs d’onde d’absorbance 
maximale) sont présentées en Annexe 6. Les molécules étudiées présentent des 
propriétés physico-chimiques variées. Ainsi, le log P est compris entre -4,71 et 8,71 et la 
charge est comprise entre -1 et 2 à pH 6,2 (pH EUP) (Figure 21). 

 
Figure 21 : Diversité des log P (calculés par le logiciel libre ChemSketch) et des charges (à pH 
6,2) pour les 86 molécules étudiées 

Au cours de l’étude, ces molécules ont été étudiées soit individuellement, soit en 
mélange simple de 2 à 5 molécules, soit en mélange complexe jusqu’à 45 substances 
(pesticides) dans différentes matrices aqueuses (EUP, eau naturelle, urine humaine). 
L’EUP est obtenue à partir d’un système milli-Q Purelab de purification d’eau (Siemens). 
 
Les substances ont été fournies par Sigma-aldrich sauf l’acide clofibrique et le 
diatrizoate de sodium, fournies par VWR.  
Les molécules étudiées sont de grande pureté : 

• La pureté des pesticides est comprise entre 96,5% et 99,9%, 

• La pureté des HAP est comprise entre 98% et 99,9%, 

• La pureté des PPCP est comprise entre 95,5%, et 99,9%, 

• La pureté des autres molécules est comprise entre 97,5% et 99,9%. 
Le détail des puretés est présenté en Annexe 7. 
	    

59#PESTICIDES#

17#PPCP#

3#
HAP#

7#DIVERS#

9,0$8,0$7,0$6,0$5,0$4,0$3,0$2,0$1,0$0$-1,0$-2,0$-3,0$-4,0$-5,0$
Log#P#

Charge#2$0$ 1$-2$ -1$
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2.1. Préparation des solutions mères 
Pour chacune des molécules cibles, une solution mère de 400 à 600 mg/L a été préparée 
dans une fiole de 10 mL dans du méthanol excepté pour la ciprofloxacine (pureté 

≥99,6%, Sigma-aldrich) qui a été mise en solution dans de l’EUP acidifiée à pH 3 avec de 
l’acide chlorhydrique (pureté 35%, VWR). Les solutions mères sont régulièrement 
vérifiées par la réalisation et la comparaison de spectres UV à 10 mg/L. Si un 
abattement du signal supérieur à 10% ou une modification de celui-ci sont observés par 
rapport au spectre de référence, la solution mère est renouvelée. Elles sont conservées 
dans des tubes à centrifuger en polypropylène de 15 mL à l’abri de la lumière dans un 
réfrigérateur à 5 ± 3°C. Les solutions mères sont préparées de manière à réaliser par 
dilution des solutions filles qui vont permettre : 

• Soit de réaliser les spectres UV de la molécule dans l’EUP et dans le 
solvant d’élution (spectres de référence de la banque de données 
spectrales), 

• Soit de doper un échantillon sur lequel la méthode MSP2E sera 
développée ou testée (rétention sur quelle cartouche et élution dans 
quelle(s) fraction(s)). 

 
Le mélange de 45 pesticides est réalisé à partir de 7 solutions à 10 mg/L préalablement 
préparées par le laboratoire accrédité du LERES (Tableau 16). La solution 1 a été 
réalisée dans de l’acétone (Sigma-aldrich) et les 6 autres solutions dans du méthanol 
(VWR). Les pesticides sont analysés par le LERES par HPLC/MS et la limite de 
quantification analytique pour chacune de ces substances est de 20 µg/L. Le détail de la 
méthode HPLC/MS est présenté § 5.  

Tableau 16 : Molécules appartenant à chacune des solutions préparées par le laboratoire 
accrédité du LERES 

Solution 1 Alachlore Oxadixyl Solution 7 
Nicosulfuron Bentazone Pendiméthaline Azoxytrobine 

Solution 2 Boscalid Tébutame Cyprodinil 
Simazine Bromoxynil Solution 5 Fenpropidine 

Terbuméton Carbofuran Chlortoluron Fluroxypyr 
Terbuthylazine Dicamba Diuron Fluthiamide 

Solution 3 Diflufénican Isoproturon Ioxynil 

Epoxyconazole Diméthénamide Linuron Isoxaflutole 
Prochloraze Imazaméthabenz-méthyl Solution 6 Mésotrione 

Tébuconazole Isoxaben 2,4-D Métosulam 
Tétraconazole Métazachlore 2,4-MCPA Propachlore 

Solution 4 Métolachlore Dichlorprop Sulcotrione 
Acétochlore Oxadiazon Mécoprop Triclopyr 
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2.2. Matrices 
Les solutions filles sont préparées selon les essais réalisés dans de l’EUP, dans 
différentes matrices (eau de consommation, eau de rivière, urine humaine) ou dans les 
solvants d’élution et leur concentration varie entre 20 µg/L et 20 mg/L. 
 
Les expériences ont tout d’abord été exécutées dans de l’EUP obtenue à partir d’un 
système milli-Q Purelab de purification d’eau (Siemens). 
Les matrices utilisées par la suite dans ce travail ont été : 

• des eaux de rivière de Nîmes, 

• de l’eau potable du réseau de distribution de Nîmes, 

• des eaux minérales Roche des Ecrins et Plancöet dont les concentrations 
ioniques indiquées sur les étiquettes sont présentées Tableau 17, 

• de l’urine humaine. 

Tableau 17 : Concentrations ioniques des eaux minérales (* : Limite de détection) 

 
Eau Roche  
des Ecrins 

Eau Plancoët 

pH 7,6 6,4 
Cations (mg/L) 

Calcium 63 24 
Magnésium 10,2 16 

Sodium 1,4 32 
Potassium 0,4 4,9 

Anions (mg/L) 
Sulfates 51,3 50 
Nitrates 2 <LD* 

Chlorures <1 38 
Hydrogénocarbonates 173,2 121 

 
Pour le mélange de pesticides, le dopage de l’EUP ou de l’eau naturelle (rivière, de 
consommation) a été réalisé à 40 µg/L. Chacune des fractions d’élution est récoltée pour 
une analyse HPLC/MS. 
 
Les eaux de rivières sont préalablement filtrées successivement sur des membranes en 
ester de cellulose de porosité respective de 1,2 μm et de 0,45 μm (Whatman Int. Ltd). 
Cette filtration permet d’éliminer de la matrice les impuretés (supérieures à 0,45 μm), 
qui peuvent gêner l’étape de préconcentration en colmatant rapidement les phases 
solides. 
 
L’urine humaine a été recueillie chaque matin et conservée au maximum une journée à 5 
± 3°C. L’échantillon est centrifugé à 4000 tpm (tours par minute) pendant 10 min, puis 
le surnageant est filtré sur une membrane de porosité 0,22 µm en acétate de cellulose 
(VWR). Cette étape permet de faire précipiter et d’éliminer les débris cellulaires. 
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2.3. Caractérisation des solutions 
Afin de caractériser les différentes eaux, le pH et la conductivité ont été mesurés 
respectivement à l’aide d’un pHmètre Cypberscan 510 (VWR) et d’un conductimètre MC 
226 (Mettler Toledo). L’étalonnage de ces deux appareils est réalisé avant chaque 
mesure ou série de mesures à l’aide de solutions étalons : 

• pH 4,0 ; 7,0 et 10,0 pour le pH-mètre 

• KCl 0,01 M, 1278 µS/cm à 20°C pour le conductimètre 
Pour l’urine, seul le pH a été mesuré. 

3. Banque de données spectrales 
3.1. Logiciel 

Le logiciel FileMaker Pro a été employé pour effectuer la banque de données spectrales. 
Ce logiciel facilite la gestion des données et permet d’accéder rapidement à une 
catégorie de molécules. Ainsi, les molécules peuvent être rangées en fonction de leur 
capacité de rétention sur les différentes phases solides mais également en fonction de 
leurs propriétés d’élution (fractions). Si lors d’une suspicion de pollution, un spectre est 
obtenu dans l’une des fractions d’élution, les différentes possibilités de classement 
proposées par le logiciel permettent de réduire rapidement le nombre de molécules ou 
de types de molécules incriminées. 

3.2. Méthodologie 
La banque de données a pour objectif d’apporter une aide au diagnostic sur site. Elle a 
pour but de pouvoir comparer le spectre d’un échantillon obtenu expérimentalement 
avec les spectres de référence contenus dans cette banque de données.  
Cette banque a été réalisée pour 50 molécules d’intérêt. Elle se présente sous la forme 
d’une fiche, imprimable en format PDF, contenant (Figure 22) : 

• le recueil des informations générales et des données physico-chimiques 
telles que le numéro CAS, les formules brute et développée, la masse 
molaire, la solubilité dans l’eau, le log P, le(s) pKa, la famille chimique ou 
l’application thérapeutique et la concentration rapportée dans le milieu 
naturel, 

• les spectres dans l’EUP et le solvant d’élution ainsi que les informations 
concernant leurs conditions d’acquisition telles que la concentration de la 
solution analysée, le trajet optique de la cuve lors de l’acquisition, la 
référence et la pureté de la substance. Les longueurs d’onde d’absorbance 
maximales, leurs valeurs d’absorbance et leurs coefficients d’extinction 
molaire sont répertoriés. Chaque spectre intégré à cette banque de 
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données, que ce soit dans l’EUP ou dans le solvant d’élution, a été réalisé 
en triplicat (3 solutions différentes) avec le spectrophotomètre de 
l’analyseur (acquisition entre 200 et 400 nm ; trajet optique : 20 mm ; 
pas : 1 nm). 

• les conditions de rétention et d’élution obtenues sur l’analyseur. Un menu 
déroulant a été inséré au niveau des onglets « rétention » et « élution » 
afin de simplifier l’utilisation du logiciel et d’orienter les possibilités de 
choix. Lors de l’ajout de nouvelles substances, en ce qui concerne la 
rétention, l’opérateur a le choix entre « rétention sur la phase 1 », 
« rétention sur la phase 2 » ou «  pas de rétention ». De même en ce qui 
concerne l’élution, les choix proposés sont les différentes fractions 
d’élution mises en œuvre lors du développement de la méthode MSP2E et 
des combinaisons de ces fractions. 

 
Un répertoire général regroupe l’ensemble des 50 molécules analysées avec la 
possibilité de les classer selon leurs propriétés physico-chimiques, spectrales, de 
rétention ou encore d’élution. La sélection d’une molécule permet d’accéder à sa fiche 
détaillée présentée précédemment. La Figure 23 présente un extrait de ce répertoire 
dans lequel les molécules ont été classées par ordre alphabétique. Sur ce répertoire, le 
pKa et le log P des molécules ainsi que leurs propriétés de rétention et d’élution 
apparaissent. Ces caractéristiques ont été choisies car elles permettent d’avoir une 
vision globale du type de molécules pouvant être retenues sur telle ou telle cartouche et 
éluées dans telle ou telle fraction d’élution.  
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Figure 22 : Exemple de fiche de la banque de données spectrales 
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Figure 23 : Répertoire de la banque de données spectrales faisant apparaître les caractéristiques 
physico-chimiques (log P et pKa) ainsi que les propriétés de rétention et d’élution. 
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4. Extraction sur phase solide 
4.1. Cartouches d’extraction sur phase solide 

4.1.1. Cartouches commerciales 
Plusieurs cartouches SPE commerciales ont été testées au cours de cette étude afin de 
sélectionner les phases les plus adaptées à la méthodologie de fractionnement MSP2E : 

• Des phases polymériques : 
ü Oasis HLB 225 mg (Waters) : composée de 2 monomères, le N-

vinylpyrrolidone (hydrophile) et le divinylbenzène (lipophile), 
ü Oasis MAX 225 mg (Waters) : phase échangeuse d’anions composée de 

2 monomères, le N-vinylpyrrolidone (hydrophile) et le divinylbenzène 
(lipophile) et d’un ammonium quaternaire, 

ü Oasis MCX 225 mg (Waters) : phase échangeuse de cations composée 
de 2 monomères, le N-vinylpyrrolidone (hydrophile) et le divinylbenzène 
(lipophile) et d’un groupement sulfonate, 

ü Sep-Pak plus PS2 300 mg (Waters) : composée d’un copolymère 
styrène-divinylbenzène, 

ü Strata-X 200 mg (Phenomenex) : composée de 2 monomères, le N-
vinylpyrrolidone (hydrophile) et le divinylbenzène (lipophile), 

ü Strata-X-C 200 mg (Phenomenex) : phase échangeuse de cations 
composée du monomère divinylbenzène (lipophile) et d’un groupement 
sulfonate, 

ü LiChrolut-EN 200 mg (Merck) : composée de 2 monomères, 
l’éthylvinylbenzène et le divinylbenzène. 

• Des phases à base de Silice : 
ü Strata-SAX 500 mg (Phenomenex) : phase échangeuse d’anions 

comportant un ammonium quaternaire, 
ü Strata-PAH 750 mg (Phenomenex) : phase propriétaire. La protection 

de cette phase par un brevet ne permet pas d’avoir accès à sa 
structure. 

• Des polymères à empreinte moléculaire : 
ü SupelMIP Triazine 25 mg (Supelco) : phase spécifique aux triazines, 
ü SupelMIP NSAID 25 mg (Supelco) : phase spécifique aux anti-

inflammatoires non stéroïdiens.  
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4.1.2. Collecteur d’extraction sous vide 
Un collecteur d’extraction sous vide (Phenomenex) comportant 12 entrées et relié à une 
pompe à vide à membranes (VWR) a été utilisé (Figure 24). Il permet de réaliser les 
étapes de préconcentration et de fractionnement lors de l’emploi de cartouches 
commerciales dans le cas de l’extraction de l’urine humaine et de l’optimisation de la 
méthode MSP2E. 

 

Figure 24 : Schéma du collecteur d’extraction sous vide 

L’intérêt principal du collecteur est la possibilité de traiter simultanément plusieurs 
échantillons. Des valves positionnées en-dessous des cartouches SPE commerciales 
permettent de déterminer le débit de percolation et d’élution de manière approximative 
(Figure 24 ; 1 : débit nul à 3 : débit élevé).  

4.1.3. Cartouches fabriquées au laboratoire 
Afin d’adapter les phases solides commerciales au concentrateur et à l’analyseur, des 
cartouches ont dû être élaborées au laboratoire à partir des phases solides 
correspondantes en tenant compte des contraintes imposées par le dispositif telles que 
la dimension des cartouches, et la quantité de phase pouvant être introduite. 
Les phases solides proviennent dans un cas de cartouches commerciales 
minutieusement cassées (Oasis HLB Plus, 225 mg de Waters) et dans l’autre cas de 
poudre en vrac (Sepra SAX de Phenomenex). 
La Figure 25 présente la méthode de conditionnement des phases solides. Afin de 
fabriquer des cartouches, des frittés (porosité : 20 μm ; Interchim) et des corps de 
cartouche de 1 mL en polypropylène (Interchim) sont employés. Les corps des 
cartouches sont coupés à la dimension adaptée (hauteur : 4 cm) au bloc de 
préconcentration, un fritté est placé à l’une des extrémités. Les corps de cartouches 
sont alors remplis à l’aide d’un entonnoir avec l’une des phases sélectionnées avant 

1 2 3 

4 

5 

6 

1 : valve fermée 2 : valve semi-ouverte 
3 : valve ouverte 4 : tube de récupération 
5 : jauge à vide 6 : vers une pompe à vide 
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qu’un second fritté soit placé au-dessus de la phase. La phase est alors compactée 
manuellement (à l’aide de deux tuyaux semi-rigides). 

 

Figure 25 : Méthode de fabrication des cartouches de laboratoire  

4.1.4. Conditionnement des phases solides 
Quelle que soit la nature de la phase solide, l’activation du support a été accomplie en 
faisant percoler un volume donné selon les recommandations des fournisseurs d’un ou 
plusieurs solvants. Les solvants utilisés pour le conditionnement dépendent	  de la phase 
solide et du type d’échantillon et sont détaillés dans le Tableau 18.  

Tableau 18 : Conditionnement des phases solides commerciales et fabriquées au laboratoire 

Cartouche Conditionnement 

Oasis-HLB (Waters), Oasis-MAX (Waters), 
Oasis-MCX (Waters), Sep-Pak plus PS 2 
(Waters), LiChrolut-EN (Merck), Strata-X 
(Phenomenex), Strata-X-C (Phenomenex), 
Strata-SAX (Phenomenex),  

6 mL acétonitrile 
puis 10 mL EUP 

SupelMIP NSAID (Supelco) 2 mL acétonitrile 
puis 2 mL méthanol 
puis 2 mL EUP acidifiée acide formique 0,1% 

SupelMIP Triazine (Supelco) 2 mL méthanol 
puis 2 mL EUP 
puis 2 mL EUP acidifiée acide formique 0,1% 

Strata-PAH (Phenomenex) 10 mL dichlorométhane 
puis 10 mL méthanol 
puis 10 mL EUP 

 
Le dernier solvant de conditionnement dépend de la nature de l’échantillon. Ainsi, dans 
le cas d’un échantillon acidifié comme le préconise le fournisseur, de l’EUP acidifiée 
avec de l’acide formique (Fluka, >98%) sera privilégiée (Tableau 18- SupelMIP NSAID 
et SupelMIP Triazine de Supelco).  
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4.2. Solvants utilisés 
Différents solvants, acides et sels ont permis le conditionnement et l’élution des phases 
solides. Les solvants sont tous de qualité chromatographique afin de limiter les 
interférences lors de l’étape de détection (Tableau 19).  

Tableau 19 : Solvants utilisés au cours de l’étude 

 
	    

Nom Fournisseur Pureté Nom Fournisseur Pureté 
Solvants Acides 

Acétate d’éthyle Sigma-aldrich Chromasolv 
HPLC, ≥99,7 % 

Acide 
chlorhydrique 

VWR GPR 
Rectapur, 
35 % 

Acétone Sigma-aldrich Chromasolv 
HPLC, ≥99,8 % 

Acide 
formique 

Fluka LC/MS, 
≥98 % 

Acétonitrile VWR HiPersolv 
Chromanorm 
HPLC, ≥99,9 % 

Acide 
sulfurique 

Merck EMSURE, 
≥98 % 

Cyclohexane Sigma-aldrich Chromasolv 
HPLC, ≥99,7 % 

Sels 

Dichlorométhane Sigma-aldrich Chromasolv 
HPLC, ≥99,8 % 

Chlorure de 
sodium 

VWR AnalaR 
Normapur, 
≥99,5 % 

Hexane Sigma-aldrich Chromasolv 
HPLC, ≥97 % 

Chlorure de 
potassium 

VWR GPR 
Rectapur, 
≥99 % 

Isopropanol Sigma-aldrich Chromasolv 
LC/MS, ≥99,9 % 

   

Méthanol VWR HiPersolv 
Chromanorm 
HPLC, ≥99,8 % 
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4.3. Evolution du matériel développé 
Cette partie présente l’évolution du matériel développé au cours de la thèse, mettant en 
œuvre 3 dispositifs (le système de pré-diagnostic terrain, le concentrateur et 
l’analyseur) dédiés à la réalisation d’un prototype terrain permettant la 
préconcentration et la détection sur site de micropolluants organiques dans l’eau :  

• Le système de pré-diagnostic terrain et transportable sur site, développé 
par le LERES en partenariat avec HOCER, permet d’obtenir des 
informations sur la qualité globale de l’eau 

• Le concentrateur, dispositif développé par HOCER et protégé par un 
brevet (Dussauze et al., 2001) a permis la mise au point de la 
méthodologie de préconcentration automatisée 

• L’analyseur (préconcentration/détection UV), développé par HOCER, a 
permis la validation de la méthode MSP2E et l’établissement d’une 
approche prédictive. 

 
L’évolution de ces dispositifs doit donner lieu à la réalisation d’un prototype terrain lié 
au projet UV-Trace, détaillé dans la Partie 3 (§2.4.). Notons que ce dernier dispositif 
n’est pas encore disponible suite à une contrainte de temps. La Figure 26 récapitule les 
différentes étapes de l’évolution du matériel, du système de pré-diagnostic au prototype 
terrain. 
 

 

Figure 26 : Evolution du matériel 
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4.3.1. Système de pré-diagnostic terrain  
Un système de pré-diagnostic terrain a été développé par le LERES en partenariat avec 
HOCER afin de déterminer la contamination chimique d’une eau de surface ou de 
consommation humaine. Ce système compact et rapide a pour objectif de donner une 
information sur le terrain lors d’une alerte, concernant la présence d’une substance 
chimique. 
La Figure 27 montre l’extérieur et l’intérieur du système de pré-diagnostic terrain. 

 

Figure 27 : Photos du système de pré-diagnostic terrain 

	  
Ce système (L x l x h : 580 x 440 x 330 mm ; poids : 25 kg) est équipé : 

• d’une sonde multi-paramètres (pH, potentiel redox, température, oxygène 
dissous, conductivité et en option turbidité) (Figure 27 – 1 et 3) 

• d’un système de détection optique couplant la spectrophotométrie UV et la 
fluorescence pour la mesure non paramétrique (Figure 27 – 4) 

• des kits colorimétriques complémentaires tels que ammonium, chlore libre, 
cyanures, …. (Figure 27 – 2) 

• d’un appareil photo GPS 

• d’un ordinateur portable pour la gestion des différents appareils de mesure, pour 
la transmission des données et pour la téléassistance 

• d’une batterie  
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La spectrophotométrie UV permet l’estimation du carbone organique dissous (COD) et 
des matières en suspension (MES) mais également la détection à de fortes 
concentrations de substances organiques absorbantes comprenant des structures 
aromatiques ou d’autres chromophores. La fluorimétrie permet la détection 
d’hydrocarbures ainsi que de certains pigments. La détection est réalisée directement 
sur l’échantillon brut ou dilué sans étape de préconcentration. 

4.3.2. Concentrateur 
4.3.2.1. Matériel 

Le concentrateur est un dispositif à basse pression qui permet de préconcentrer un 
échantillon aqueux de manière automatisée sur des cartouches SPE. En plus du bloc de 
préconcentration (Figure 28- 8) il est aussi équipé de (Figure 28) :  

• 1 pompe à piston Ismatec RH0CKC 40μC (Figure 28-9) 

• 3 vannes Rheodyne TitanEX MLP777- 216 à 6 positions (Figure 28-12, 13 
et 14) 

• 2 vannes Rheodyne TiTanEX MLP777- 212 à 2 positions à 6 voies (Figure 
28- 10 et 11) 

• 1 cuve de récupération (Figure 28- 7) 

 

Figure 28 : Photo du concentrateur  

Les élutions (solvants d’élution : Figure 28-3, 4 et 5), et l’échantillon (Figure 28-6) avant 
ou après percolation sont récupérés manuellement en sortie du système au niveau de la 
cuve de récupération (Figure 28-7). 
La pompe à piston (Figure 28-9) délivre 40 µL par « coup » (une rotation du piston) et 
permet de faire circuler les différentes solutions dans le circuit hydraulique. 
Les tuyaux utilisés sont des tubes en téflon (diamètre interne 1 mm) inertes aux 
solvants.  
La Figure 29 illustre le circuit hydraulique du concentrateur. 
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1 : EUP 
2 : ACN 
3 : ACN/EUP (v/v)= 30/70  
4 : ACN/EUP (v/v)= 70/30  
5 : MeOH/NaCl 0,1 M (v/v)= 40/60 
 

6 : Echantillon 
7 : Cuve de récupération 
8 : Bloc de préconcentration 
9 : Pompe à piston 
10 : Vanne V1 
 

11 : Vanne V2 
12 : Vanne V3 
13 : Vanne V4 
14 : Vanne V5 
15 : Poubelle 
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Figure 29 : Schéma hydraulique du concentrateur  
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Ce dispositif est composé de 5 vannes de distribution Rheodyne (Figure 29) : 

• 3 vannes de type 1 (V3, V4 et V5) à 6 positions. Parmi les 7 voies qui les 
composent, l’une est centrale et se connecte aux 6 autres. La vanne V3 
permet de sélectionner les solvants et les échantillons injectés dans le 
circuit hydraulique. Les vannes V4 et V5 permettent de sélectionner la 
cartouche sur laquelle la préconcentration est réalisée. La position sur la 
voie 6 de ces 2 vannes permet de contourner les cartouches afin de 
nettoyer les tuyaux. 

• 2 vannes de type 2 (V1 et V2) à 2 positions. Composée de 6 voies, elles 
relient les ports deux à deux. Ces vannes dirigent les solvants et 
l’échantillon en amont et en aval du bloc de concentration. 

4.3.2.2. Logiciel de pilotage du concentrateur 
Le logiciel µPolg (HOCER) est le logiciel qui permet d’exécuter des séquences pour le 
pilotage du concentrateur. Chaque séquence est composée de différentes commandes 
permettant de contrôler les paramètres nécessaires au fonctionnement du concentrateur 
tels que les débits d’élution et de percolation, les volumes de conditionnement, de 
percolation et d’élution, la sélection des solvants ou de l’échantillon et la sélection de la 
cartouche sur laquelle sera préconcentré l’échantillon. Les séquences sont 
programmées par l’intermédiaire d’un fichier éditable, qui est interprété par le logiciel 
µPolg.  
 
Plusieurs séquences ont été rédigées afin de faire varier certains paramètres comme le 
débit et les volumes d’élution ainsi que le nombre de fractions d’élution. 
Chaque séquence comporte 4 étapes principales pour chacune des cartouches dont le 
positionnement des vannes est le suivant : 

• Conditionnement de la cartouche : La sélection des solvants 1 puis 2 se 
fait en plaçant la vanne V3 respectivement en position 1 (commande VA3 
1), sélection du solvant 1, et 2 (commande VA3 2), sélection du solvant 2. 
La vanne V1 est placée en position 1 (commande VA1 1) pour la 
circulation. Le placement de la vanne V2 en position 1 (commande VA2 1) 
permet de transférer les solvants dans le récipient des déchets après 
passage sur la cartouche voulue. 

• Percolation de l’échantillon : Le pompage de l’échantillon se fait en 
plaçant la vanne V3 en position 3 (commande VA3 3) et la vanne V1 est 
placée en position 1 (commande VA1 1) pour la circulation. L’échantillon 
après percolation sur l’une des deux cartouches est récupéré en sortie du 
circuit hydraulique (dans la cuve de récupération) en mettant la vanne V2 
en position 2 (commande VA2 2). 
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• Lavage de la cartouche : Le rinçage est effectué à l’aide du solvant 1 en 
plaçant la vanne V3 en position 2 (commande VA3 2). La vanne V2 est 
placée en position 2 (commande VA2 2) afin de récupérer la solution de 
lavage dans la cuve de récupération. 

• Elution de la cartouche : les élutions sont réalisées avec les solvants 3, 
4 ou 5 en positionnant la vanne V3 respectivement en position 4, 5 ou 6 
(commande VA3 4, 5 ou 6). La vanne V2 est placée en position 2 
(commande VA2 2) afin de récupérer les différentes élutions dans la cuve 
de récupération. 

Le logiciel, via la rédaction de séquences en fonction des 4 étapes principales, permet 
ainsi de maîtriser la préconcentration de l’échantillon et le fractionnement des élutions 
avant analyse. 
 
La Figure 30 présente à titre d’exemple une séquence type pour le conditionnement, la 
percolation de l’échantillon, le lavage et l’élution de la cartouche 1.  
 
ETAPE 1 :  
Etape conditionnement 
%cond1 Solvant 1 ; volume : X1 µL ;  
débit : Y1 µL/min, sortie déchet 
VA1 1 
VA2 2 
VA3 1 
VA4 1 
VA5 1 
POM @1 
POM 1)0050 
POM 1+0040 
POM 1L 
POM 1SY1/40 
POM 1J 
POM 1UX1/40 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
AA+ 
%cond2 Solvant 2 ; volume : X2 µL ;  
débit : Y2 µL/min, sortie déchet 
VA1 1 
VA2 2 
VA3 2 
VA4 1 
VA5 1 

POM 1SY2/40 
POM 1J 
POM 1UX2/40 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETAPE 2 :  
Etape concentration 
%concentration Echantillon ; volume : 
X3 µL ;  débit : Y3 µL/min, sortie cuve 
VA1 1 
VA2 2 
VA3 3 
VA4 1 
VA5 1 
POM 1SY3/40 
POM 1J 
CHA 1UX3/40 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETAPE 3 :  
Lavage et élution 
%lavage Solvant2 ; volume : X4 µL ;  
débit : Y4 µL/min, sortie cuve 
VA1 1 

VA2 2 
VA3 2 
VA4 1 
VA5 1 
POM 1SY4/40 
POM 1J 
POM 1UX4/40 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%élution Solvant 3, 4 ou 5; volume : X5 
µL ;  débit : Y5 µL/min, sortie cuve 
VA1 1  
VA2 2 
VA3 4 (5 ou 6) 
VA4 1 
VA5 1 
POM 1SY5/40 
POM 1J 
POM 1UX5/40 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 

Figure 30 : Séquence type du concentrateur (commande du débit : en bleu ; commande du volume 
à prélever : en rouge ; commande de sélection du sens de circulation : en vert ; commande de 
sélection de la cartouche : en violet ; commande de sélection du solvant et de l’échantillon : en 
gris ; commande de sélection du récipient de sortie : en marron) 
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Les commandes principales permettent (Figure 30): 

• de sélectionner le débit de percolation et d’élution	  exprimé en coup/min   
(1 coup/min correspond à 40 µL/min) : commande POM 1SXXXX (Figure 
30 en bleu), 

• de déterminer le volume de conditionnement et d’élution exprimé en 
nombre de coups (1 coup correspond à 40 µL) : commande POM 1UXXXX 
et le volume de percolation : commande CHA 1UXXXX (Figure 30 en 
rouge), 

• de sélectionner le sens de circulation des solutions dans le circuit 
hydraulique : commande POM 1K (aspiration) et POM 1J (insertion) 
(Figure 30 en vert). La commande POM 1K est employée lors de la 
vidange des tuyaux. 

• de sélectionner la cartouche 1 ou 2 lors des étapes de conditionnement, 
de percolation de l’échantillon, de lavage et d’élution par les commandes 
VA4 1, VA5 1 et VA4 2, VA5 2 respectivement (Figure 30 en violet), 

• de sélectionner le solvant 1, 2, 3, 4 ou 5 lors du conditionnement, du 
lavage ou de l’élution des cartouches par la commande VA3 1, VA3 2, VA3 
4, VA3 5 et VA3 6 respectivement, et de sélectionner l’échantillon à 
percoler par la commande VA3 3 (Figure 30 en gris), 

• de sélectionner le récipient dans lequel les différentes solutions (solvants 
de conditionnement, de lavage, échantillon après percolation et élutions) 
seront récupérées. La commande VA2 2 permet leur récupération dans 
une cuve pour une analyse ultérieure. La commande VA2 1 les dirige dans 
un récipient de déchet (Figure 30 en marron). 

4.3.2.3. Spectrophotomètre UV-Visible 
Le Tableau 20 présente les caractéristiques des spectrophotomètres UV-Visible ayant 
permis la caractérisation et l’identification des substances issues du concentrateur.  

Tableau 20 : Caractéristiques des spectrophotomètres UV-visible pour la caractérisation  
Spectrophotomètre Domaine 

spectral (nm) 
Bande passante 

(nm) 
Trajet optique 

(mm) 
Monofaisceau (SAFAS) 200 - 400 1 10 
Anthélie Light (Secomam) 200 - 400 1 10 
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4.3.3. Analyseur 
La description de ce dispositif comporte des parties confidentielles volontairement 
masquées en noir à la demande de HOCER qui envisage de déposer un brevet. 
L’analyseur (Figure 31) composé d’un concentrateur et d’une partie détection permet, 
de manière automatisée, la préconcentration de l’échantillon et l’élution des cartouches 
SPE ainsi que l’analyse par spectrophotométrie UV des différentes fractions d’élution. 
Le concentrateur a évolué par rapport au concentrateur présenté précédemment. Le 
système hydraulique a été simplifié et la pompe à piston a été remplacée par une autre 
pompe (pompe seringue) économiquement plus intéressante et permettant la réalisation 
de mélanges dans le corps de seringue de la pompe. 

 

Figure 31 : Analyseur (préconcentration/ élution et détection) 
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4.3.3.1. Matériel  
o Partie préconcentration 

La partie de l’analyseur permettant la préconcentration est constituée de :	   

• 1 pompe multivoies seringue Tecan Cavro XLP 6000 pump (Figure 31- 1) 
permettant d’aspirer les solvants et l’échantillon (Figure 31- 2 à 5) et de 
les injecter dans le circuit hydraulique, 

• 1 bloc de préconcentration pouvant contenir 2 cartouches (Figure 31- 6), 

• 2 électrovannes Bio-Chem Valve 15 psi et Valve 30 psi (Figure 31- 11) 
permettant de diriger les solutions vers la cuve de récupération 1 (Figure 
31- 7), la cuve de récupération des déchets aqueux (Figure 31- 8) et la 
cuve de récupération 2 (Figure 31- 10), 

• 1 cuve de récupération qui permet de faire le lien entre la 
préconcentration de l’échantillon et la détection UV (Figure 31- 10). 

o Partie détection 
La partie de l’analyseur permettant la détection est constituée de: 

• 1 spectrophotomètre UV BRC112E-U de chez BWTEK (domaine spectral : 
entre 200 et 400 nm ; bande passante : 1 nm) à fibre optique (Figure 31- 
15), comprenant 1 lampe UV au deutérium Toblelight Lamp DTL 6/50 S 
(Figure 31- 16) et 1 cuve de mesure en quartz de 20 mm de trajet optique 
et d’un volume de 40 µL (Figure 31- 17), 

• 1 pompe péristaltique Thomas ANR permettant la circulation des solutions 
jusqu’à la cuve de mesure (Figure 31- 18), 

• 1 module d’acquisition des données TTL DIO USB module Advantech USB-
4751 (Figure 31- 14). 

 
Les 2 parties sont contrôlées par une carte relais (Figure 31- 13) et alimentées par 2 
générateurs : 

• 1 générateur 24-28 V Industriel Power supply model TSPC 210-124 Traco 
power permettant d’alimenter la pompe (Figure 31- 12b), 

• 1 générateur 12 V Traco power model TXL 060-12S (8,1 x 11 x 3,5 cm) 
(Figure 31- 12a), 

Les tuyaux permettant la circulation des solutions dans l’analyseur sont en téflon 
(diamètre interne 1 mm) et donc inertes aux solvants. 
L’analyseur permet l’automatisation de l’étape de fractionnement sur multiples phases 
solides en liaison avec un système de détection UV. L’étape de fractionnement repose 
sur l’emploi d’une pompe seringue multivoies (9 voies) et d’électrovannes qui dirigent 
les solutions à travers l’analyseur. Les solutions sont transportées dans la cuve de 
mesure par l’activation d’une pompe péristaltique. 

La Figure 32 présente le schéma hydraulique de l’analyseur. 
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Figure 32 : Schéma hydraulique de l’analyseur 
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4.3.3.2. Logiciel de pilotage de l’analyseur 
Cet analyseur est également piloté par ordinateur via le logiciel μPolg (HOCER) mais 
avec des nouvelles séquences prenant en compte les modifications du système. Une 
pompe seringue permet de réaliser les mélanges des solvants directement dans le corps 
de seringue. La commande STS XXXX permet de sélectionner les débits de percolation 
et d’élution, exprimés en μL/min. Les commandes ASP XXXX et DIS XXXX permettent de 
déterminer les volumes d’échantillon et de solvant à prélever dans les bouteilles situées 
à l’entrée de l’analyseur et à distribuer dans l’analyseur. Ces volumes sont exprimés en 
µL.  
Une valeur limite de débit est fixée à 5000 µL/min. L’ajout des commandes MOD MS et 
MOD NM autorise des débits respectivement inférieurs et supérieurs à cette valeur 
limite. Si ces commandes ne sont pas écrites dans la séquence en fonction du débit, la 
séquence s’arrêtera. 
 
Chaque séquence comporte 4 étapes principales par cartouche (1 et 2) sélectionnée 
respectivement par les voies 8 et 7 de la pompe seringue. 
Avant d’effectuer les 4 étapes suivantes, la lampe UV du spectrophotomètre doit être 
activée par la commande POR 0 0 ON. 

• Réalisation du spectre UV de l’échantillon avant percolation sur une 
cartouche sélectionnée. Un blanc est réalisé avec de l’EUP en prélevant en 
voie 5 et en injectant 2 mL dans le système par la voie 6. La pompe 
péristaltique est alors activée pendant 7 s (commande POR 0 5 ON) afin de 
transporter l’EUP jusque dans la cuve de mesure du spectrophotomètre. 
La commande SPB L permet alors de réaliser le blanc. La pompe 
péristaltique est ensuite réactivée afin de transporter l’EUP jusqu’au 
récipient des déchets. Puis, 2 mL de l’échantillon sont prélevés par les 
voies 1 ou 2 et injectés dans l’analyseur par la voie 6. La pompe 
péristaltique est alors activée pendant 7 s afin de transporter l’échantillon 
jusque dans la cuve de mesure du spectrophotomètre. La commande SPB 
S permet alors l’acquisition du spectre UV entre 200 et 400 nm. Un 
second spectre est réalisé après avoir activé la pompe péristaltique 
pendant une seconde supplémentaire. 

• Conditionnement de la cartouche sélectionnée par le solvant 2 et le 
solvant 3. 6 mL du solvant 2 puis 10 mL du solvant 3 sont prélevés 
respectivement par les voies 4 et 5 et injectés dans l’analyseur par la voie 
7 ou la voie 8 selon la cartouche sélectionnée puis dirigés après 
percolation jusqu’au récipient des déchets en activant la pompe 
péristaltique (commande POR 0 5 ON).  
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• Percolation de l’échantillon sur l’une des cartouches sélectionnées. 
L’échantillon (100 mL) est prélevé par la voie 1 ou la voie 2 et injecté dans 
l’analyseur par la voie 8 pour la percolation sur la cartouche 1 ou par la 
voie 7 pour la percolation sur la cartouche 2. Si l’échantillon est percolé 
sur la cartouche 1, il est récupéré dans la cuve de récupération 1. Si 
l’échantillon est percolé sur la cartouche 2, il est récupéré dans le 
récipient des déchets aqueux en activant l’électrovanne 2 (POR 1 4 ON). 

• Lavage et élution de la cartouche sélectionnée. Le solvant 3 (voie 5) 
constitue la solution de lavage et les solvants 1 (voie 3), 2 (voie 4) et 3 
(voie 5) seuls ou en mélange constituent les solutions d’élution. Lors de 
l’étape de lavage, la position des électrovannes et l’activation de la pompe 
péristaltique (POR 0 5 ON) permet d’amener le solvant de lavage jusqu’au 
récipient à déchets pour les solvants. Avant l’étape d’élution, un blanc est 
réalisé à l’aide du solvant d’élution sélectionné selon le principe décrit lors 
de la première étape. Lors de l’étape d’élution, la position des 
électrovannes et l’activation de la pompe péristaltique (POR 0 5 ON) 
pendant 7 s permet de transporter l’éluant jusque dans la cuve de mesure 
du spectrophotomètre. La commande SPB S permet alors l’acquisition du 
spectre UV entre 200 et 400 nm. Un second spectre est réalisé après avoir 
activé la pompe péristaltique pendant une seconde supplémentaire. 

A la fin de ces étapes, la lampe UV du spectrophotomètre est éteinte par la commande 
POR 0 0 OFF. 
 
La Figure 33 présente à titre d’exemple une séquence type de l’analyseur permettant 
l’acquisition d’un spectre de l’échantillon initial, puis le conditionnement d’une 
cartouche, la percolation de l’échantillon sur cette dernière ainsi que l’élution de la 
cartouche avec une analyse par spectrophotométrie UV de chacune des fractions. 
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POR 0 0 ON // Lampe  
ETAPE 1  Spectre échantillon 
VLV IN 5  
STS 50000 
PES 50000 
CUS 50000 
ASP 2000 
VLV OUT 6 // LB EUP 
STS 10000 
PES 10000 
CUS 10000 
DIS 2000 
POR 0 5 ON 
DEL 7000 
POR 0 5 OFF 
SPB L 
POR 0 5 ON 
DEL 6000 
POR 0 5 OFF 
VLV IN 1 //Rinc Cuve 
STS 50000 
PES 50000 
CUS 50000 
ASP 2000 
VLV OUT 6 
STS 10000 
PES 10000 
CUS 10000 
DIS 2000 
POR 0 5 ON 
DEL 7000 
POR 0 5 OFF 
SPB S  
POR 0 5 ON 
DEL 10000 
POR 0 5 OFF 
ETAPE 2 : Conditionnement 
// Solvant 2 : volume : 6 mL ;  débit : 5 
mL/min, sortie déchet 
POR 1 2 ON  
POR 0 5 ON 
VLV IN 4 
STS 50000  
PES 50000 
CUS 50000 
ASP 6000  

VLV OUT 8 
STS 5000 
PES 5000 
CUS 5000 
DIS 6000  
// Solvant 3 : volume : 101 mL ;  débit : 5 
mL/min, sortie déchet 
VLV IN 5 // EUP 
STS 50000 
PES 50000 
CUS 50000 
ASP 10000 
VLV OUT 8 
STS 5000 
PES 5000 
CUS 5000 
DIS 10000 
POR 0 5 OFF 
ETAPE 3 : Concentration 
// Echantillon: volume : X1 µL ;  débit : 
Y1 µL/min, sortie cuve 1 
POR 1 2 OFF 
VLV IN 1 
STS 50000 
PES 50000 
CUS 50000 
ASP X1 
VLV OUT 8 
STS Y1 
PES Y1 
CUS Y1 
DIS X1 
ETAPE 2 : Rincage et élution 
// Rincage : Solvant 3 volume : X2 µL ;  
débit : Y1 µL/min, sortie déchet 
POR 1 2 ON 
POR 0 5 ON 
VLV IN 5 
STS 50000 
PES 50000 
CUS 50000 
ASP X2 
VLV OUT 8 
STS Y2 
PES Y2 
CUS Y2 

DIS X2 
DEL 6000 
POR 0 5 OFF 
POR 1 2 OFF 
//Blanc: Solvant 1, 2 ou 3  
VLV IN 3; 4 ou 5 
STS 50000 
PES 50000 
CUS 50000 
ASP 2000 
VLV OUT 6  
STS 10000 
PES 10000 
CUS 10000 
DIS 2000 
POR 0 5 ON 
DEL 7000 
POR 0 5 OFF 
SPB L 
POR 0 5 ON 
DEL 6000 
POR 0 5 OFF 
POR 1 2 ON  
// Elution : Solvant 3 volume : X3 µL ;  
débit : Y3 µL/min, sortie cuve 2 
VLV IN 3; 4 ou 5 
STS 50000 
PES 50000 
CUS 50000 
ASP X3 
VLV OUT 8 
STS 1000 
PES 1000 
CUS 1000 
DIS Y3 
POR 0 5 ON 
DEL 7000 
POR 0 5 OFF 
SPB S  
DEL 60000 
POR 0 5 ON 
DEL 1000 
POR 0 5 OFF 
POR 0 0 OFF // Lampe  

 

Figure 33 : Séquence type de l’analyseur (commande de débit : en bleu ; commande du volume à 
prélever ou à injecter : en rouge ; commande de sélection de la cartouche : en violet ; commande 
de sélection du solvant et de l’échantillon : en gris ; commande de sélection du récipient de 
sortie : en marron ; commande d’acquisition des spectres : en vert) 
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Le logiciel µPolg (HOCER) permet également de traiter les spectres UV obtenus. Ce 
traitement a pour objectif de déterminer les molécules présentes dans l’échantillon 
grâce à deux méthodes : 

• Traitement direct pour les molécules individuelles : il permet d’estimer 
la concentration de la molécule déterminée par comparaison aux spectres 
UV de chaque composé acquis dans l’EUP ou dans leur éluant respectif et 
référencés dans une banque de données spectrales 

• Traitement indirect pour un mélange de composés : ce traitement 
permet de déterminer les molécules présentes ainsi que leurs 
concentrations par une méthode de déconvolution spectrale. 

 
La méthode de déconvolution spectrale adopte une approche déterministe. Elle consiste 
à exprimer un spectre mesuré comme la somme de plusieurs spectres de référence 
pouvant être présents dans l’échantillon (Thomas et al., 1996). 
La banque de données spectrales composée d’une collection de spectres de référence 
dans l’EUP et dans les différents éluants va permettre par exemple la mise en place de 
modèles correspondant aux différentes fractions d’élution. 
 
L’équation suivante présente le calcul de chaque contribution spectrale : 

𝒔𝑾 =    𝒂𝒊𝑹𝑬𝑭𝒊 ± 𝒓
𝑷

𝒊!𝟏

 

où Sw correspond au spectre de l’échantillon, ai au coefficient de contribution du ième 
spectre de référence REFi et r à l’erreur commise au cours de la restitution. L’erreur 
permet d’appréhender la pertinence du modèle.  
 
Il est ainsi possible grâce à cette méthode d’obtenir, à partir du spectre UV d’un 
mélange et des spectres de référence des molécules seules, les proportions des 
molécules dans le mélange. 
 
 
Au cours de l’étude, l’analyseur a été utilisé de 2 manières différentes : 

• en tant qu’analyseur avec une détection par spectrophotométrie UV lors 
du dopage des matrices avec un composé ou avec un mélange au 
maximum de 5 molécules, 

• en tant que concentrateur avec une récupération manuelle des fractions 
d’élution et une détection par HPLC/MS lors du dopage des matrices avec 
un mélange complexe de 45 molécules. 
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5. Analyses par HPLC/MS 
Lors du dopage des eaux (EUP ou naturelles) avec le mélange de 45 pesticides, 
l’analyseur fonctionne en tant que concentrateur. Les différentes fractions d’élution sont 
récupérées et analysées par HPLC/MS.  
Les analyses ont été effectuées au sein du laboratoire accrédité du LERES. Elles ont été 
réalisées sur un module HPLC Waters Alliance 2695 couplé à un spectromètre de masse 
Micromasse ZQ (Waters) équipé d’une source de ionisation électrospray (ESI) Z-Spray. 
La séparation des pesticides est effectuée à un débit de 0,2 mL/min sur une colonne C18 
XTerra MS (Waters) (150 mm de long, 2,1 mm de diamètre interne, particules de        
3,5 μm) maintenue à une température de 35°C. La phase mobile est composée d’EUP 
(solvant A) et d’acétonitrile (solvant B), tous deux acidifiés avec 0,1% d’acide formique. 
Avant l’injection, les échantillons sont placés dans 82% du solvant A et 18% du solvant B 
(conditions initiales de l’analyse). Le volume d’injection de l’échantillon	  est fixé à 10 µL.  
Le gradient d’élution est programmé comme suit (Figure 34):  

• 0-10 min, 82-70% A  

• 10-20 min, 70-50% A  

• 20-35 min, 50-20% A  

• 35-40 min, 20% A  

• 40-40,1 min, 20-82% A (retour à la condition initiale)  

• 40,1-50 min, 82% A (temps d’équilibration) 

 
Figure 34 : Gradient d’élution pour l’analyse HPLC/MS (solvant A : EUP acidifié 0,1% acide 
formique) 

L’ionisation est réalisée avec une source électrospray (ESI) fonctionnant en mode 
négatif (ES-) ou en mode positif (ES+). 
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Les paramètres pour la source ESI sont les suivants :  

• tension du capillaire : 2,0 kV pour le mode négatif et 3,0 kV pour le mode 
positif  

• température de la source : 100°C 

• température de désolvatation : 350°C 

• débits du gaz du cône (azote) : 150 L/h 

• débit du gaz de désolvatation (azote) : 500 L/h 
Le spectromètre de masse est utilisé en mode simple ion (SIR). Les deux ions les plus 
sensibles et spécifiques sont enregistrés pour chaque composé en utilisant les modes 
positif ou négatif ESI. Le logiciel MassLynx (4.1) permet le contrôle des instruments, 
l’acquisition des données et la quantification.  
Les limites de quantification sont de 20 µg/L pour chacun des pesticides. Les droites de 
calibration ont été réalisées avec 5 concentrations allant de 20 à 200 µg/L. 

Le Tableau 21 récapitule l’ensemble des caractéristiques analytiques (masse des 
ions d’intérêt, la tension de cône et le mode de ionisation) pour les composés analysés 
par HPLC/MS. 
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Tableau 21 : Caractéristiques analytiques des composés étudiés (ions et tension de cône) 
Composé Ion 1 Ion 2 Tension de 

cône (V) 
ion 1/ion 2 

Mode de 
ionisation 
ion 1/ion 2 

Composé Ion 1 Ion 2 Tension de 
cône (V) 
ion 1/ion 2 

Mode de 
ionisation 
ion 1/ion 2 

Acides phénoxy-carboxyliques Terbuthylazine 230,0 232,0 25/25  ES+/ES+ 
2,4 D 160,9 219,1 47/25 ES-/ES- Terbuméton 226,1 227,1 25/25 ES+/ES+ 
2,4 MCPA 141,2 199,2 45/25 ES-/ES- Triazoles 
Dichlorprop 161,0 233,1 45/25 ES-/ES- Epoxiconazole 329,9 331,8 15/15 ES+/ES+ 
Mécoprop 141,1 143,1 45/60 ES-/ES- Prochloraze 375.8 377.8 15/15  ES+/ES+ 
Trichlopyr 196,0 256,0 40/15 ES-/ES- Tébuconazole 308,3 310,3 25/25 ES+/ES+ 
Chloroacétamides Tétraconazole 159,2 372,1 60/45 ES+/ES+ 
Alachlore 162,3 238,2 60/25 ES+/ES+ Autres 
Acétochlore 148,0 224,0 45/25 ES+/ES+ Azoxystrobine 344,1 372,1 60/45 ES+/ES+ 
Diméthénamide 168,2 276,1 60/25 ES+/ES+ Boscalid 140,0 342,8 55/30 ES+/ES+ 
Métolachlore 176,3 284,2 60/25 ES+/ES+ Carbofuran 123,1 165,2 60/45 ES+/ES+ 
Métazachlore 210,0 278,0 25/25 ES+/ES+ Cyprodinil 226,3 227,3 60/60 ES+/ES+ 
Propachlore 105,9 212,2 62/25 ES+/ES+ Diflufénican 266,2 395,2 60/25 ES+/ES+ 
Tébutame 192,3 234,4 50/15 ES+/ES+ Fenpropidine 274,4 275,4 45/45 ES+/ES+ 
Nitrophénols Fluroxypyr 180,9 208,8 50/40 ES+/ES+ 
Bentazone 197,1 239,1 60/45 ES-/ES- Fluthiamide 152,2 364,1 45/25 ES+/ES+ 
Bromoxynil 273,9 276,0 60/60 ES-/ES- Imazamethabenz-methyl 257,2 289,2 45/25 ES+/ES+ 
Dicamba 219,1 221,1 15/15 ES-/ES- Isoxaben 165,1 333,1 50/25 ES+/ES+ 
Ioxynil 126,9 369,9 60/15 ES-/ES- Isoxaflutole 250,9 357,9 50/25 ES+/ES- 
Phényl-urées Mésotrione 290,9 337,9 40/18 ES-/ES- 
Chlortoluron 213,2 215,1 25/25 ES+/ES+ Métosulam 175,2 418,2 60/45 ES+/ES+ 
Diuron 231,1 233,1 25/25 ES-/ES- Nicosulfuron 182,3 411,2 60/25 ES+/ES+ 
Isoproturon 165,2 207,3 50/25 ES+/ES+ Oxadiazon 220,1 303,2 60/45 ES+/ES+ 
Linuron 160,1 251,1 60/25 ES+/ES+ Oxadixyl 219,0 279,0 30/15 ES+/ES+ 
Triazines Pendimethaline 212,2 282,2 25/25  ES+/ES+ 
Simazine 104,0 202,2 60/45 ES+/ES+ Sulcotrione 139,0 328,9 60/45 ES+/ES+ 
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1. Introduction 
Cette partie présente les principaux résultats expérimentaux obtenus dans le cadre du 
développement de l’analyseur sur site. Ce travail s’inscrit dans le cadre du projet UV-
Trace (financement ANR-ADEME DGCIS 2010 Eco-Industrie, 2011 – 2014) proposé pour 
l’amélioration des procédures du contrôle sanitaire et environnemental de la qualité des 
eaux. Le projet UV-Trace en collaboration avec les entreprises HOCER (spécialisée dans 
la détection et l’analyse en continu des pollutions organiques dans l’eau) et CAMKA 
(spécialisée dans le domaine de la télé-expertise et des équipements embarqués 
communiquant) a pour but de compléter les méthodes existantes, basées sur le 
prélèvement sur site et l’analyse en laboratoire, par le développement d’une solution 
simple, rapide, fiable et peu onéreuse de détection sur site de substances réglementées 
ou émergentes lors de pollutions accidentelles ou intentionnelles. Ce projet s’intéresse 
en particulier aux micropolluants organiques pouvant présenter un risque pour la santé 
et l’environnement (tels que les pesticides, et des hydrocarbures aromatiques 
polycycliques (HAPs)) ou émergents (tels que les produits pharmaceutiques et d’hygiène 
corporelle (PPCPs) et des perturbateurs endocriniens). 
 
Une liste de près de 350 molécules cibles a été prédéfinie résultant de la concertation 
entre les acteurs de la sécurité civile des Services Départementaux d’Incendie et de 
Secours (SDIS) et le LERES au travers de leur expertise et expérience dans le domaine 
des pollutions accidentelles ou intentionnelles pour les premiers ainsi que dans le cadre 
du contrôle sanitaire et de la surveillance environnementale pour le second. Cette 
première liste incluait : 

• Des molécules d’intérêt sanitaire (pesticides, HAP) 

• Des molécules d’intérêt pour la sécurité civile (matières premières 
industrielles (benzaldéhyde, m-xylène, m-toluidine), des produits surveillés 
au niveau du code du travail (naphtalène, acénaphtène), des toxines et des 
agents de guerre (toxine botulique, ricine, sarin, adamsite)) 

• Des molécules émergentes (produits pharmaceutiques) 
Dans le cadre du projet UV-Trace, un resserrement de cette liste a été nécessaire en 
tenant compte d’une part de la solubilité de ces molécules (le travail s’intéresse à la 
partie soluble de la contamination) et d’autre part de leur capacité à être détectées par 
spectrophotométrie UV (méthode de détection utilisée dans ce travail). Ainsi, près de 
185 molécules ont été sélectionnées dont 84 choisies spécifiquement pour le projet de 
thèse. La diversité des familles, des propriétés physico-chimiques (log P, pKa) et des 
propriétés spectrales a motivé le choix de ces dernières molécules qui ont été étudiées 
soit individuellement soit en mélange.  
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Ces agents chimiques, présents majoritairement à l’état de traces (ng/L), peuvent 
atteindre des concentrations élevées (μg/L) lors d’une pollution accidentelle ou 
intentionnelle (Valcarcel et al., 2011 ; Ternes, 1998 ; Ghassempour et al., 2002 ; Loos et 
al., 2010). De par leur potentiel toxique (voire mortel dans certain cas) à ces teneurs, 
leur détection dans de brefs délais devient alors primordiale afin d’assurer une bonne 
gestion du risque environnemental et sanitaire. 
 
A l’origine, le projet UV-trace avait pour but l’amélioration des performances d’un 
système de pré-diagnostic terrain de la qualité de l’eau couplée à une fonction de 
téléassistance, développé par le LERES et réalisé par HOCER (Figure 35). Dans ce 
système, le pré-diagnostic est basé sur l’identification d’une variation de la qualité 
globale de l’eau via : 

• un signal caractéristique obtenu par spectrophotométrie UV/fluorimétrie, 

• une série de mesures, grâce à une sonde multi-paramètres, renseignant 
sur les paramètres globaux de la qualité de l’eau tels que la température, 
le pH, la conductivité, l’oxygène dissous, et la turbidité,  

• la détection d’éléments minéraux et métalliques à partir de tests 
bandelettes. 

De plus, une fonction de téléassistance, associée à ces mesures, permet de solliciter à 
distance l’aide et le conseil d’un expert (via le réseau internet ou satellitaire). 
L’interprétation de l’expert de l’ensemble des éléments transmis (empreinte spectrale, 
paramètres globaux, observations terrain) permet ainsi de délivrer un premier 
diagnostic rapide sur l’évènement accidentel et sur l’ampleur de l’impact de 
l’évènement. Ce système communiquant permet aussi à l’opérateur sur le terrain de 
recevoir rapidement les premières informations utiles pour une gestion efficace de 
l’évènement et une prise de décision la plus pertinente possible (prélèvement et 
analyses complémentaires, fermeture d’un captage par exemple) et ce, dans des délais 
très brefs. Le support technique et scientifique à distance permet également la 
manipulation de ce système par un personnel non nécessairement spécialisé. 

 

Figure 35 : Photo du système de pré-diagnostic terrain 
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Ainsi, le projet UV-trace a été proposé pour compléter le dispositif existant, notamment 
par l’ajout d’un système de détection de micropolluants organiques. En effet, en 
complément de l’analyse globale effectuée par le système de pré-diagnostic, il est 
primordial de pouvoir identifier le ou les agent(s) chimique(s) impliqué(s) dans 
l’évènement considéré afin de mettre en place des mesures de gestion adaptées au type 
de contamination. Tout en gardant les spécificités du système, il a été proposé 
l’incorporation d’un module automatique d’extraction sélective et d’analyse basé sur : 

• des méthodes de préconcentration sélectives sur multiples phases solides 
suivies d’élutions spécifiques permettant d’obtenir une série de fractions 
caractéristiques de substances ou de familles de substances, 

• l’analyse en continu et automatique par spectrophotométrie UV de 
chacune des fractions ainsi que l’exploitation des spectres UV obtenus à 
partir d’une banque de données spectrales intégrée.  

 
L’originalité de l’approche développée au cours de ce travail de thèse a consisté à 
considérer l’extraction sur phase solide (SPE) non seulement comme outil d’extraction 
et de préconcentration (tel qu’il est utilisé classiquement en analyse chimique) mais 
également comme système de séparation de substances contenues dans la matrice 
(étape généralement dévolue à la chromatographie en analyse chimique). Plus 
précisément, le système est basé sur la combinaison des propriétés physico-chimiques 
des molécules d’intérêt avec les propriétés physico-chimiques des phases solides 
d’extraction et des solvants d’élution. La méthode développée, nommée MSP2E 
(multiple solide phase double extraction), se décompose ainsi en une double extraction : 
la première repose sur la superposition de plusieurs phases solides (SPEi) et la seconde 
sur une série d’élutions spécifiques (Eli) permettant l’obtention de fractions 
caractéristiques de substances (ou familles de substances) particulières. L’ensemble est 
relié à un système de détection UV permettant une analyse fine et automatique des 
fractions obtenues (Figure 36). 
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Figure 36 : Méthode MSP2E 
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L’efficacité du système global tient en plusieurs points principaux (Figure 36) : 

• un choix pertinent des phases solides d’extraction et des solvants d’élution 
permettant une séparation spécifique des molécules. Au cours de l’étude, 
la séparation envisagée est basée sur les propriétés physico-chimiques des 
molécules étudiées. Ainsi, chaque fraction obtenue est représentative d’un 
type de molécules (ou famille de molécules) : molécules chargées, 
molécules neutres, molécules avec des log P variés. Cette approche 
permet ainsi de prédire a priori, pour une substance donnée, la fraction 
dans laquelle elle devrait être éluée. 

• une analyse par spectrophotométrie UV en continu et suffisamment 
sensible dans le cas de contaminations ponctuelles et importantes 
(quelques dizaines de μg/L).  

• une aide à l’interprétation des résultats avec le développement d’une 
banque de données spectrales interrogeable automatiquement pour 
l’identification des signaux caractéristiques. 

 
A noter que lorsque les signaux UV obtenus sont trop faibles ou non caractéristiques 
c'est-à-dire lorsqu’une substance est présente en trop faible concentration ou ne 
présente pas de spectre UV, d’autres moyens de détection peuvent être envisagés, 
comme par exemple, la chromatographie. L’étape de préconcentration et de 
fractionnement serait alors réalisée sur site mais l’étape de détection se ferait 
ultérieurement au laboratoire. Dans ce cas, la méthode MSP2E permettrait d’une part 
de simplifier la complexité des échantillons et d’autre part d’orienter la détection vers 
un ou des types de substances particulières (approche non négligeable en cas de 
recherche à l’aveugle).  
 
D’un point de vue pratique, la méthodologie générale du travail de thèse présentée 
Figure 19 (Partie 2 §1.1) consiste en plusieurs étapes lors de la suspicion d’une 
pollution : 

• Une analyse globale de la qualité de l’échantillon : spectre UV et mesures 
des paramètres de base de la qualité de l’eau (présentées précédemment),  

• Une identification grâce à une banque de données spectrales, si le spectre 
obtenu est simple et jugé caractéristique (pic(s) et/ou épaulement(s) ; 
absorbance > 0,02 u.a.). 

• Une application de la méthode MSP2E puis une comparaison des spectres 
avec la banque de données spectrales, si le signal est trop faible ou trop 
complexe : une analyse par spectrophotométrie UV des différentes 
fractions caractéristiques de propriétés physico-chimiques des molécules. 
L’analyse spectrophotométrique peut ne pas apporter de réponse dans le 
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cas d’une molécule ne présentant pas de spectre UV, ou d’une 
concentration d’un polluant trop faible dans l’échantillon. 

• Comparaison des spectres obtenus dans les différentes fractions avec ceux 
répertoriés dans la banque de données spectrales. S’il n’y a aucune 
concordance, la molécule incriminée n’a pas été répertoriée dans la 
banque de données ou le spectre obtenu est relatif à un mélange de 
molécules. Dans le cas d’un mélange simple (2 ou 3 molécules), une 
déconvolution des spectres peut être envisagée. 

• La réalisation des analyses chromatographiques en laboratoire, si aucune 
réponse n’est apportée à l’issue de ce processus. 

• Pour le développement et la mise en place de la méthode 
d’extraction/préconcentration/fractionnement  (MSP2E) : 
ü Choix des phases solides 
ü Détermination des solvants et des volumes d’élution 

• L’approche prédictive permettant de prédire en fonction de la fraction 
d’élution dans laquelle une molécule est éluée ses caractéristiques 
physico-chimiques et inversement : 
ü Sur 44 molécules d’intérêt de manière individuelle 
ü Dans le cas d’un mélange simple (jusqu’à 5 molécules) ou complexe 

(jusqu’à 45 molécules) avec une analyse spectrale ou une analyse 
chromatographique 

• L’effet matrice (eau de consommation et eau de rivière avec un dopage 
avec de 1 à 44 molécules suivie d’une analyse par spectrophotométrie UV 
ou par HPLC/MS). 

• Les optimisations apportées au système (effet de l’homogénéisation, ajout 
d’une pré-cartouche). 
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2. Développement de la méthode 
MSP2E 

Le développement de la méthode MSP2E a été réalisé en plusieurs étapes (Figure 37) :  

• Le choix des phases solides d’extraction et des solvants d’élution pour 
séparer les polluants selon leurs propriétés physico-chimiques comme la 
charge et le log P. Lors de cette étape, a aussi été réalisé le 
développement d’une approche prédictive permettant de connaitre a priori 
la fraction dans laquelle une substance donnée est censée se retrouver.  

• Le développement de la banque de données spectrales permet de 
regrouper les spectres et les caractéristiques de rétention et d’élution de 
chacune des molécules étudiées. 

• L’automatisation, dans un premier temps de la partie extraction/ 
préconcentration/fractionnement (concentrateur). 

• L’automatisation de la totalité de la méthode (extraction/ 
préconcentration/fractionnement/détection) et l’optimisation du mode 
opératoire final. 

 
L’analyseur ainsi obtenu a ensuite été testé dans des conditions contrôlées puis la 
méthode a été appliquée sur des matrices réelles mettant en évidence un effet matrice 
nécessitant une nouvelle optimisation. 

 

Figure 37 : Méthodologie relative au développement 
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Il est important de noter que l’automatisation de la partie 
préconcentration/fractionnement, ainsi que le développement de l’analyseur (incluant la 
détection en continu) a nécessité la prise en compte d’un certain nombre de contraintes 
liées à l’utilisation du dispositif : 

• Les phases solides doivent être confectionnées au gabarit des appareils, 
gabarit non compatible avec les formats commerciaux disponibles. 

• Le nombre de solvants doit être limité par le schéma hydraulique de 
l’analyseur dont le nombre de voies d’entrée est réduit. 

• Les propriétés des solvants doivent être compatibles avec, d’une part les 
matériaux utilisés, les composants du circuit hydraulique (vannes, 
pompes) et, d’autre part la qualité de la mesure UV réalisée. Ces solvants 
doivent pouvoir être utilisés sur le terrain en limitant les risques pour 
l’environnement et pour la santé des utilisateurs. 

Les solvants aqueux et faiblement visqueux sont privilégiés afin d’éviter la formation de 
bulles d’air et de protéger les vannes et les pompes du dispositif. 

2.1. Identification des phases solides  
Le choix des phases solides employées pour l’extraction est une étape primordiale car 
ces phases vont permettre une extraction et une séparation des molécules en fonction 
de leur structure et/ou de leurs propriétés physico-chimiques. 

2.1.1. Phases solides commerciales étudiées 
Plusieurs phases commerciales ont été comparées afin de choisir la ou les phase(s) 
solide(s) la ou les plus adaptée(s). Les interactions, ainsi que les spécifications des 
fournisseurs ont été les principaux critères de choix des supports étudiés. La Figure 38 
présente les phases solides commerciales testées ainsi que le type d’interactions 
possibles entre cette phase et les molécules étudiées. Ainsi, les phases testées peuvent 
permettre des interactions simples (ioniques ou non polaires - Figure 38-A, B et C), des 
interactions mixtes (non polaires, ioniques et/ou polaires - Figure 38-D-H) ou bien des 
interactions spécifiques (Polymères à empreinte moléculaire (PEMs) - Figure 38-I et J).   
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Figure 38 : Phases solides commerciales envisagées et types d’intéractions possibles 

Les phases testées lors de cette étude sont représentatives de l’ensemble des phases 
actuellement commercialisées (Partie 1 §4.1.). 
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Concernant les phases à base de silice, la phase Strata-SAX, dispose uniquement d’un 
ammonium quaternaire permettant la rétention de composés anioniques (organiques et 
minéraux) via des interactions électrostatiques (Figure 38-A). Peu d’informations sont 
disponibles sur la structure de la phase Strata-PAH, protégée par un brevet, mais cette 
phase est préconisée d’une part pour l’extraction des HAPs dans les échantillons aqueux 
et d’autre part pour éliminer les acides humiques d’un échantillon.  
 
Parmi les phases polymériques, les interactions non polaires avec les cycles benzéniques 
sont majoritaires (Figure 38-B à H). Certaines de ces phases (Oasis-HLB, Oasis-MAX, 
Oasis-MCX et Strata-X) proposent des groupements donnant lieu à des interactions 
polaires, notamment grâce au groupement N-vinylpyrrolidone (Figure 38-E à H). La 
phase Oasis-MAX dispose également d’un ammonium quaternaire, chargé positivement, 
qui permet les interactions ioniques avec des analytes chargés négativement (Figure 38-
G). De même, les phases Oasis-MCX et Strata-X-C disposent d’un groupement sulfonate, 
chargé négativement, autorisant également des interactions ioniques, mais dans ce cas 
avec des analytes chargés positivement (Figure 38-D et H). 
De plus, les phases polymériques à empreintes moléculaires (PEMs) SupelMIP Triazine 
et SupelMIP NSAID mettent en jeu une reconnaissance structurale. Ces phases 
présentent une sélectivité respectivement pour les pesticides de type triazine et les 
dérivés pharmaceutiques de type anti-inflammatoires non stéroïdiens. Cependant, à la 
surface de la cavité des interactions non polaires et ioniques peuvent se produire 
(Figure 38-I et J). 

2.1.2. Performances d’extraction et de sélectivité 
des phases solides testées 

Les performances d’extraction et de sélectivité de ces 11 phases solides, ont été 
étudiées sur 9 molécules présentant des groupements fonctionnels et des 
caractéristiques physico-chimiques différentes (log P entre -0,07 et 4,5 ; pKa entre 0,73 
et 13,9 - coefficient d’extinction molaire (ε (L.mol-1.cm-1)) entre (1,9±0,1)×103 et 
(4,85±0,04)×104 - Annexe 6 - Tableau 22). 



	   126	  

Tableau 22 : Propriétés des composés étudiés (λmax correspond aux longueurs d’onde d’absorbance maximales) 

Nom 
CAS 

Structure λmax 
(nm) 

ε (L.mol-1.cm-1) Spectre UV 
(10 mg/L, trajet optique 10 mm) 

1,7α-éthinylestradiol 
(CAS : 57-63-6) 

 

1. 278 1. (1,9 ± 0,1) × 103 

 
Atrazine 

(CAS : 1912-24-9) 

 

1. 222 
2. 264 

    1. (3,73 ± 0,06) × 104 
2. (3,5 ± 0,1) × 103 

 
Caféine 

(CAS : 58-08-2) 

 

1. 205 
2. 273 

1. (2,43 ± 0,02) × 104 
2. (8,96 ± 0,09) × 103 
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Tableau 22 : Propriétés des composés étudiés (λmax correspond aux longueurs d’onde d’absorbance maximales) (suite)	  
Nom 
CAS 

Structure λmax 
(nm) 

ε (L.mol-1.cm-1) Spectre UV 
(10 mg/L, trajet optique 10 mm) 

Carbamazépine 
(CAS : 298-46-4) 

 

1. 221 
2. 285 

1. (2,87 ± 0,06) × 104 
2. (1,17 ± 0,01) × 104 

 
Diazinon 

(CAS : 333-41-5) 

 

1. 247 1. (3,7 ± 0,4) × 103 

 
Diclofénac 

(CAS : 15307-79-6) 

 

1. 276  1. (1,05 ± 0,02) × 104 
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Tableau 22 : Propriétés des composés étudiés (λmax correspond aux longueurs d’onde d’absorbance maximales) (fin)	  
Nom 
CAS 

Structure λmax 
(nm) 

ε (L.mol-1.cm-1) Spectre UV 
(10 mg/L, trajet optique 10 mm) 

Ibuprofène 
(CAS : 15687-27-1) 

 

1. 221 1. (8,7 ± 0,4) × 103 

 
Sulfaméthoxazole 
(CAS : 723-46-6) 

 

1. 265 1. (1,52 ± 0,05) × 104 

 
Triméthoprime 

(CAS : 738-70-5) 

 

1. 203 
2. 273 

1. (4,85 ± 0,04) × 104 
2. (5,09 ± 0,06) × 103 
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La capacité de rétention des différentes phases a été évaluée à partir de solutions de 
molécules individuelles (10 mL dans l’EUP à la concentration de 2 mg/L) percolées sur 
chacune des phases. Cette concentration, volontairement élevée, a été choisie, d’une 
part pour vérifier la capacité de charge des différentes phases, mais également pour des 
raisons pratiques de suivi (spectrophotométrie UV avec un trajet optique de 10 mm).  

2.1.2.1. Rétention des molécules d’intérêt à pH 6,2 
Le pH des solutions est à pH 6,2 (pH de l’EUP) : 6 des molécules testées étant neutres 
ou cationiques et 3 anioniques (le diclofénac, l’ibuprofène et le sulfaméthoxazole). La 
capacité de rétention des phases a été estimée par différence entre les concentrations 
de l’analyte d’intérêt avant et après percolation. Le Tableau 23 présente les résultats de 
rétention obtenus (Brogat et al., 2013).  

Tableau 23 : Capacité de rétention des différentes cartouches commerciales (les pourcentages de 
rétention sont représentés par des cercles :  : < 25% ;  : entre 25 et 50% ;   : entre 51 et 
75% ; >75%) (Brogat et al., 2013) 
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1,7α-éthynylestradiol            
Atrazine            
Caféine            

Carbamazépine            
Diazinon            

Diclofénac            
Ibuprofène            

Sulfaméthoxazole            
Triméthoprime            

 
De manière générale, les résultats de rétention montrent une faible spécificité des 
phases, contrairement aux caractéristiques commerciales énoncées. 
Selon les instructions des fournisseurs, la cartouche Sep-Pak Plus PS2 est spécifique à 
certains pesticides. Cette cartouche extrait indifféremment l’atrazine mais également 
les autres composés neutres et même anioniques (Tableau 23). 
Les cartouches Oasis-MCX, Strata-X-C d’une part et Oasis-MAX d’autre part sont 
recommandées lors de l’extraction de composés respectivement cationiques et 
anioniques. Ces cartouches sont efficaces pour l’extraction de tout type de composés 
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quelle que soit leur charge (Tableau 23). L’examen des structures montre des 
groupements hydrophobes non spécifiques responsables de cette rétention globale. 
 
La cartouche Strata-PAH, retenant la majorité des molécules cibles, ne met pas en 
évidence une spécificité particulière pour une certaine catégorie de molécules. Ainsi, 
elle doit interagir avec les analytes par des interactions aussi bien polaires que non 
polaires (Tableau 23). 
 
Les cartouches PEMs SupelMIP Triazine et SupelMIP NSAID présentent un manque de 
spécificité dans nos conditions d’utilisation. Les SupelMIP Triazine retiennent certes 
l’atrazine mais également d’autres pesticides comme le diazinon ainsi que des produits 
pharmaceutiques comme le diclofénac, le sulfaméthoxazole, l’ibuprofène et la 
carbamazépine. De même, les SupelMIP NSAID retiennent l’ibuprofène et le diclofénac 
mais capturent également d’autres produits pharmaceutiques comme le 
sulfaméthoxazole ainsi que des pesticides comme l’atrazine et le diazinon. Ces résultats 
sont liés aux interactions non polaires et ioniques qui peuvent se produire à la surface 
de la cavité des cartouches PEMs (Tableau 23). 
 
La phase Strata-SAX, uniquement composée d’un ammonium quaternaire, permet une 
liaison électrostatique avec des molécules anioniques (ibuprofène, sulfaméthoxazole, 
diclofénac) (Tableau 23 et Figure 38 A).  

2.1.2.2. Influence de la modification du pH sur la rétention des 
molécules anioniques 

L’efficacité de la phase Strata-SAX a été confirmée par l’étude de l’effet du pH sur la 
rétention. Les solutions ont été acidifiées afin d’obtenir des conditions de pH inférieur 
au pKa des substances testées. Le Tableau 24 illustre la rétention de cette phase à pH 3 
et pH 6,2, (extrait du Tableau 2) démontrant sa spécificité pour les composés 
anioniques. A pH 3, le diclofénac, l’ibuprofène et le sulfaméthoxazole ne sont pas 
retenus par la phase solide Strata-SAX mais le sont à pH 6,2 (Tableau 24). 

Tableau 24 : Effet du pH sur la rétention sur la phase solide Strata-SAX (les pourcentages de 
rétention sont représentés par des cercles :  : < 25% ; >75%) 

	   Strata-SAX 

pH 6,2 pH 3 

Diclofénac 	   	  

Sulfaméthoxazole 	   	  

Ibuprofène 	   	  
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2.1.3. Sélection de 2 phases solides 
Il apparait ainsi que pour l’ensemble des phases solides étudiées, un manque de 
spécificité a été mis en évidence, et ce, contrairement aux spécifications commerciales.  
Ce défaut de spécificité, s’il n’est pas généralement considéré comme un inconvénient 
en analyse chimique, notamment lorsque la SPE est couplée à la chromatographie, est 
relativement critique dans le cadre du développement de la MSP2E. En effet, la 
détection étant réalisée par spectrophotométrie UV, l’étape d’extraction se doit d’être la 
plus spécifique possible afin de simplifier l’analyse. Comme indiqué précédemment, 
l’extraction sur phases solides est utilisée au niveau de la MSP2E non seulement comme 
un outil de préconcentration, mais également de séparation. Le choix et le couplage des 
phases solides deviennent alors primordiaux.  
A l’issue de ces premiers résultats de rétention, notre choix s’est donc porté pour une 
première étape sur la phase Strata-SAX qui a montré de bonnes performances pour la 
rétention des anions tout en étant inerte aux molécules neutres et cationiques. Par 
contre, cette phase retient également les anions inorganiques. Ainsi, Otosaka et al. 
(2011) et Zhang et al. (2010) ont utilisé la cartouche Strata-SAX pour éliminer les 
interférents anioniques inorganiques et organiques avant l’extraction de composés iodés 
dans l’eau. Rasmussen et al. (2012) ont sélectionné cette cartouche de manière à 
séparer l’arsenic inorganique des autres types d’arsenic dans l’eau. 
Dans notre cas, la capacité de rétention des anions inorganiques pour la cartouche 
Strata-SAX a été évaluée suite à la percolation de solutions de nitrates à différentes 
concentrations (entre 12,4 et 37,2 mg/L) (Figure 39). 

 

Figure 39 : Pourcentage de rétention en fonction de la concentration en nitrates sur la cartouche 
Strata-SAX 

La rétention des nitrates sur la cartouche Strata-SAX est supérieure à 90% pour les 
concentrations supérieures à 25 mg/L. Pour les concentrations inférieures, le 
pourcentage de rétention diminue (Figure 39). 
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La phase Strata-SAX retenant les anions organiques et inorganiques, les conséquences 
de cette double rétention devront être évaluées lors d’essais sur des matrices réelles. 
 
Le second choix s’est porté sur une phase dite universelle, pour la rétention des 
molécules neutres et cationiques. Selon le Tableau 23, il existe plusieurs possibilités : 
les phases LiChrolut-EN, Strata-X, Sep-Pak Plus PS2 et Oasis-HLB. La phase Sep-Pak 
Plus PS2 n’a été décrite que dans une seule application de détection de pesticides dans 
l’eau (Nhung et al., 2009). La phase LiChrolut-EN a montré dans des travaux antérieurs 
des performances inférieures par comparaison avec les phases Oasis-HLB ou Strata-X, 
soit en termes de rendement d’extraction plus faible (Carabias-Martinez et al. (2004) 
pour certains perturbateurs endocriniens, D’Archivio et al. (2007) pour une série de 
pesticides), soit en termes de défaut de rétention (Carabias-Martinez et al. (2004)). Par 
contre, concernant les phases Oasis-HLB et Strata-X, peu de différences d’efficacité ont 
été décrites (Ordonez et al., 2012). Notre choix final s’est porté sur la phase Oasis-HLB 
pour des raisons de disponibilité au laboratoire. 
 
Ainsi, la méthode MPS2E met en œuvre 2 phases solides SPE, Strata-SAX et Oasis-HLB, 
en série, respectivement pour la rétention des anions sur la première et des composés 
cationiques et neutres sur la deuxième (Figure 40). 

 

Figure 40 : Phases solides de la procédure d’extraction et de séparation 
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2.1.4. Etude de la confection manuelle des 
cartouches 

Les contraintes relatives à l’appareillage ont nécessité la confection manuelle des 
cartouches contenant les phases solides, les différents formats des cartouches 
commerciales ne pouvant s’adapter.  
Ces contraintes concernent (Figure 41):  

• la hauteur maximale de phase admise dans chacune des cartouches pour 
s’adapter au bloc de concentration  

• une hauteur de phase équivalente dans les 2 cartouches pour limiter au 
maximum le déplacement de celle-ci lors de la percolation des échantillons 
et des élutions. Le serrage des vis placées au niveau du bloc de 
concentration permettent de limiter ce déplacement. 

 
Figure 41 : Photo et dimensions du bloc de concentration avec les cartouches Strata-SAX et Oasis-
HLB 

La fabrication des cartouches a été caractérisée afin de s’assurer de la reproductibilité 
de leurs performances. Dans les Tableau 25 et Tableau 26 sont reportées les variations 
de la qualité des cartouches fabriquées (la différence de masse est liée à la différence de 
taille des particules : 50 μm pour la Strata-SAX et 60 μm pour l’Oasis-HLB) et du 
diamètre des pores (65 Å pour la Strata-SAX et 80 Å pour l’Oasis-HLB).  

Tableau 25 : Etude de la masse de la phase 
solide des cartouches (mg) 
	  

 Strata-
SAX 

Oasis- 
HLB 

Moyenne  300,1 200,1 
Ecart-type 0,5 0,5 
RSD (%) 0,2 0,2 
Nombre de 
cartouches 282 273 

Tableau 26 : Etude du tassage de la phase solide 
lors du placement sur le concentrateur (cm) 

	  

 Strata-
SAX 

Oasis- 
HLB 

Moyenne  2,6 2,9 
Ecart-type 0,0 0,1 
RSD (%) 0 2 
Nombre de 
cartouches 45 38 

 
Une très faible variation de masse et de tassage a pu être observée (respectivement 
inférieure à 2‰ et 2%). Une variation massique de 2‰ a également été observée à 
partir de la pesée de 20 cartouches commerciales Oasis-HLB Plus (Waters). L’ensemble 
de ces données conforte le caractère répétable et reproductible de la méthode mise en 
place pour le conditionnement des phases (Partie 2 §4.1.3).  

5 cm 

1 cm 

1 cm 

11,5 cm 

Oasis-HLB Strata-SAX 
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2.2. Choix des éluants 
Dans nos conditions d’utilisation (emploi du concentrateur ou de l’analyseur, détection 
par spectrophotométrie UV), un éluant optimal est défini comme étant un éluant 
n’absorbant pas ou très faiblement en UV, permettant l’extraction de plusieurs 
molécules avec un pourcentage d’extraction supérieur à 70% et ne gênant pas 
l’utilisation du concentrateur et de l’analyseur. Le pourcentage d’extraction est 
déterminé en prenant en compte l’ensemble des étapes d’extraction sur phase solide 
c’est-à-dire la rétention et l’élution.  
L’extraction repose d’une part sur l’interaction de la molécule avec la phase solide et 
d’autre part, sur l’élution avec des éluants dont le choix repose sur les propriétés 
physico-chimiques des molécules. 

2.2.1. Pré-sélection des solvants 
Une revue de la littérature a permis d’identifier les solvants les plus souvent considérés 
lors d’une extraction sur phase solide (SPE) :  

• l’acétonitrile pour l’extraction : 
ü de pesticides (Wells et Yu, 2000 ; Pico et al., 2007) 
ü  de HAP (Marcé et Borrull, 2000)  
ü de produits pharmaceutiques (Petrovic et al., 2005) 

• le méthanol pour l’extraction : 
ü de pesticides (Wells et Yu, 2000 ; Pico et al., 2007) 
ü de HAP (Marcé et Borrull, 2000)  
ü  de produits pharmaceutiques (Löffler et Ternes, 2003 ; Petrovic et al., 2005)  

• le dichlorométhane pour l’extraction : 
ü de pesticides (Wells et Yu, 2000 ; Pico et al., 2007)  
ü de HAP (Marcé et Borrull, 2000) 

• l’acétone pour l’extraction :  
ü de HAP (Marcé et Borrull, 2000 ) 
ü de produits pharmaceutiques (Löffler et Ternes, 2003 ; Petrovic et al., 2005)   

• l’acétate d’éthyle pour l’extraction : 
ü de pesticides (Pico et al., 2007 ) 
ü de HAP (Marcé et Borrull, 2000) 
ü de produits pharmaceutiques (Löffler et Ternes, 2003 ; Petrovic et al., 2005)  

• l’hexane pour l’extraction : 
ü de pesticides (Pico et al., 2007)  
ü de HAP (Marcé et Borrull, 2000) 

• l’isopropanol pour l’extraction : 
ü de HAP (Marcé et Borrull, 2000) 
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2.2.1.1. Détermination expérimentale des « cut-off » 
A partir de cette pré-sélection, le choix des éluants possibles est dicté par des 
contraintes opératoires et matérielles, au premier rang desquelles sont retrouvées les 
propriétés spectrales des solvants puisque le moyen de détection utilisé est la 
spectrophotométrie UV. Certains solvants présentent une absorbance importante entre 
200 et 400 nm ce qui peut gêner la détection des substances. La longueur d’onde du 
« cut-off » du solvant indique la longueur d’onde la plus faible à laquelle un détecteur 
UV peut être utilisé sans interférer avec la détection des molécules d’intérêt. 
Expérimentalement, le « cut-off » est la longueur d’onde à partir de laquelle 
l’absorbance du spectre UV, acquis dans de l’eau ultra pure (EUP) avec une cuve de 
trajet optique de 10 mm, est inférieure ou égale à 1 unité d’absorbance (u.a.). Afin de 
pouvoir détecter les molécules d’intérêt sans qu’elles soient masquées par l’interférence 
du solvant, un « cut-off » à 210 nm a été arbitrairement défini comme limite. 
 
La Figure 42 propose les « cut-off » déterminés expérimentalement pour les différents 
solvants proposés précédemment en réalisant l’acquisition des spectres sur un 
spectrophotomètre de laboratoire avec un trajet optique de 10 mm (Tableau 20 - Partie 
2 §4.3.2.3.). 

 

Figure 42 : Longueurs d’onde des « cut-off » des différents solvants testés 

La Figure 42 montre que le dichlorométhane, l’acétate d’éthyle et l’acétone présentent 
des « cut-off » supérieurs à 210 nm, ils sont respectivement de 230, 253 et 328 nm. Les 
solvants utilisables dans nos conditions de détection (spectrophotométrie UV) sont donc 
l’EUP, l’acétonitrile, l’hexane, le cyclohexane, le méthanol, et l’isopropanol. 
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2.2.1.2. Miscibilité et viscosité des solvants 
La possibilité de gradient, c’est-à-dire un mélange de plusieurs solvants à des 
concentrations variables pendant la séquence, doit être préservée pour permettre de 
meilleures séparations. En effet, l’utilisation d’un gradient peut permettre d’ajuster le 
pouvoir d’élution des éluants. 
Cependant, comme présenté précédemment, le nombre de solvants utilisables est limité 
à la capacité des appareillages développés et plus précisément au nombre de voies 
disponibles pour les solvants ou éluants (5 dans le cas du concentrateur et 3 dans le cas 
de l’analyseur). Ainsi, une priorité a été portée sur des solvants présentant un « cut-off » 
inférieur à 210 nm et des compatibilités de miscibilité (Figure 43). La Figure 43 
présente les solvants préalablement sélectionnés, leur miscibilité les uns par rapport 
aux autres ainsi que leur indice de polarité.	  L’indice de polarité de Snyder est basé sur 
la mesure de solubilité de chacun des solvants dans 3 solvants (Reich et Schibli, 2006) : 

• Le dioxane (accepteur de proton, moment dipolaire faible) 

• Le nitrométhane (accepteur de proton, moment dipolaire élevé) 

• L’éthanol (donneur de proton, moment dipolaire élevé) 
Plus l’indice de polarité est faible, plus le solvant est apolaire et plus il est adapté pour 
éluer des phases SPE les molécules apolaires (log P élevé). 

 
Figure 43 : Miscibilité, viscosité et polarité des solvants choisis (d’après Sadek, 2002). Les 
solvants présentant un « cut-off » supérieur à 210 nm sont écrits en gris. 

L’absence de miscibilité du cyclohexane et de l’hexane avec l’EUP ne satisfait pas aux 
exigences précisées ci-avant.  
Enfin, afin de ne pas contrarier le circuit hydraulique et le passage dans les différents 
modules et tuyaux de l’analyseur, les solvants trop visqueux ont été écartés. 
Lors d’analyses HPLC, des solvants avec une viscosité inférieure ou égale à         
1,00×10-3 Pa.s sont privilégiés (Snyder et al., 2012). Ainsi, dans le développement de la 
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méthode MSP2E, un solvant est défini comme trop visqueux lorsque sa viscosité est 
supérieur à 1,00×10-3 Pa.s : l’isopropanol possède une viscosité de 2,30×10-3 Pa.s. 
 
Ainsi, en tenant compte des « cut-off », de la miscibilité et de la viscosité des solvants, le 
choix s’est porté en priorité sur l’utilisation des solvants suivants : l’eau ultra pure 
(EUP), l’acétonitrile (ACN), et le méthanol (MeOH) seuls ou en mélange. 

2.2.2. Détermination des éluants optimaux 
Les éluants optimaux, définis comme étant des mélanges des 3 solvants sélectionnés et 
permettant l’élution des molécules avec un pourcentage d’extraction supérieur à 70%, 
ont été déterminés à partir d’une étude sur 5 molécules modèles (M1 à M5 présentées 
dans le Tableau 27). Ces molécules modèles sont représentatives de l’ensemble des 
molécules étudiées : 2 molécules anioniques à pH 6,2 (M1 et M2) ; 3 molécules neutres 
à pH 6,2 (M3, M4 et M5) ; diversité des log P (Tableau 27 – de -0,07 pour M3 à 4,51 
pour M1). Les éluants ont ensuite été validés sur l’ensemble des molécules de l’étude 
(84 molécules). Les deux molécules anioniques à pH 6,2 (M1 et M2) sont retenues sur la 
cartouche Strata-SAX. Les 3 autres molécules (M3, M4 et M5) percolent à travers la 
cartouche Strata-SAX sans être retenues mais le sont	  sur la cartouche Oasis-HLB.  

Tableau 27 : Présentation des 5 molécules modèles 
  pKa log P λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Strata-SAX 300 mg 

 

M1  
(Sel de diclofénac) 4,2 4,06 ou 

4,51 1. 276 1. (1,05 ± 0,02) × 104 

 
M2  

(Ibuprofène) 4,4 3,79-3,97 1. 221 1. (8,7 ± 0,4) × 103 

Oasis HLB 200 mg 

 

M3  
(Caféine) 0,73 -0,07 ; -

0,13 
1. 205 
2. 273 

1. (2,43 ± 0,02) × 104 
2. (8,96 ± 0,09) × 103 

 

M4  
(Carbamazépine) 13,9 2,25-2,45 1. 221 

2. 285 
1. (2,87 ± 0,06) × 104 
2. (1,17 ± 0,01) × 104 

 

M5 
(Atrazine) 1,7  2,2-2,82 1. 222 

2. 264 
1. (3,73 ± 0,06) × 104 
2. (3,5 ± 0,1) × 103 

 
La rétention des molécules sur les deux cartouches utilisées est due pour la première 
(Strata-SAX) à des interactions électrostatiques et pour la seconde (Oasis-HLB) à des 
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interactions majoritairement hydrophiles/hydrophobes. Dans le développement de la 
méthode MSP2E, la détermination des éluants pour chacune des deux cartouches doit 
permettre de casser ces interactions de manière fragmentée afin de récupérer des 
fractions caractéristiques des types de molécules.  

2.2.2.1. Eluants optimaux de la phase Oasis-HLB 
De part la structure de la phase Oasis-HLB (Figure 38 - F), une phase mobile polaire est 
nécessaire pour extraire les composés retenus. Plus un analyte est apolaire, plus il sera 
retenu sur la phase et plus la polarité de l’éluant devra être faible. A l'inverse, plus un 
analyte est polaire, plus il sera entraîné rapidement par la phase mobile. Afin de réaliser 
une séparation fractionnée, le log P des molécules a particulièrement été considéré. 
Ainsi, un gradient d’élution permettant dans un premier temps l’élution des molécules 
les plus polaires (log P<1) puis dans un deuxième temps des molécules moyennement 
polaires (1<log P<4) a été mis en place. 
 
Cette étape de caractérisation des éluants optimaux a été réalisée dans un premier 
temps manuellement en concentrant 10 mL d’EUP dopée avec un composé d’intérêt     
(1 mg/L) sur la cartouche adaptée puis elle a été validée sur le concentrateur et 
l’analyseur. La Figure 44 présente les résultats obtenus avec l’analyseur (permettant 
une détection automatisée) : 10 mL ont été percolés sur une cartouche Oasis-HLB et 4 
élutions successives de 2 mL ont été réalisées pour chaque éluant. Ce protocole a été 
répété pour des éluants ACN/EUP dont la composition en ACN a varié entre 5 et 100% 
et pour chacune des 3 molécules modèles, M3, M4 et M5, retenues par la cartouche 
Oasis-HLB.  
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Figure 44 : % d’extraction des molécules modèles M3, M4 et M5 dans chacune des fractions 
d’élution E1, E2, E3, et E4 avec les écart-types pour chacune des fractions d’élution (n=3) et pour 
des éluants ACN/EUP contenant de 5 à 100% d’acétonitrile (ACN) 

La Figure 44 montre que le mélange d’ACN et d’EUP a permis d’éluer les composés 
polaires et moyennement polaires de la phase Oasis-HLB. 
Un gradient de polarité d’ACN et d’EUP a mis en évidence une élution fractionnée des 3 
molécules M3, M4 et M5. Ainsi, M3 dont la polarité est la plus faible (log P entre -0,13 
et -0,07) présente un pourcentage d’extraction de l’ordre de 90% dés la première élution 
avec un éluant composé d’au moins 20% d’ACN (Figure 44). Si l’éluant a une plus faible 
proportion d’ACN, plusieurs fractions, jusqu’à 3, sont alors nécessaires pour éluer M3 
avec un pourcentage d’extraction compris entre 40 et 90%. 
En ce qui concerne les molécules de polarité moyenne M4 et M5 (log P compris entre 
2,2 et 2,8), un éluant composé de 30% d’ACN permet de les éluer avec un pourcentage 
d’extraction compris entre 80 et 90% mais ce à partir de la seconde élution. A partir de 
70% d’ACN, une seule fraction d’élution est nécessaire pour obtenir un pourcentage 
d’extraction supérieur à 90%. 
Ainsi, deux éluants sont suffisants pour séparer une majorité des molécules neutres et 
cationiques :  

• le premier est constitué de 30% d’ACN et de 70% d’EUP et permet 
l’élution des composés très polaires (log P<1), 

• le second est constitué de 70% d’ACN et de 30% d’EUP et permet l’élution 
des composés moyennement polaires (1<log P<4). 
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2.2.2.2. Eluants optimaux de la phase Strata-SAX 
Concernant la cartouche Strata-SAX, les interactions électrostatiques entre la phase 
solide chargée positivement et les molécules anioniques permettent la rétention des 2 
molécules M1 et M2. Afin d’éluer les composés retenus, plusieurs stratégies sont 
envisagées : 

• la protonation des molécules par un éluant acidifié permettant de se 
placer en-dessous du pKa des molécules (4,2 et 4,4),  

• la modification de l’interaction par la compétition avec des contre-ions 
plus affins. Pour cela, un éluant présentant une force ionique suffisante 
peut être employé. 

 
Les deux essais ont été menés à partir de la percolation de solutions de 10 mL de M1 et 
M2 (1 mg/L) suivie de 3 élutions successives de 2 mL pour chacun des éluants testés, et 
ce, pour au moins l’une des deux molécules. Au total, 31 éluants ont été testés parmi 
lesquels des solvants seuls et des mélanges de solvants avec une variation de l’acidité ou 
de la force ionique de l’éluant. 
 

o Elution par protonation des molécules 
La protonation des molécules a été effectuée par l’ajout d’un acide à un éluant composé 
d’ACN, de MeOH et/ou d’EUP de manière à obtenir des éluants à des pH relativement 
faibles (pH<2,5), pH inférieur au pKa des molécules.  
Les Figure 45, Figure 46 et Figure 47 présentent les résultats de chacune des 3 élutions 
de la molécule M1 obtenues après acidification des éluants avec respectivement des 
acides forts (acide chlorhydrique (HCl) et acide sulfurique (H2SO4)) et avec un acide 
faible (acide formique, HCOOH).  
Sur chaque figure, l’allure du spectre UV de chacune des élutions (E1, E2 et E3) ainsi 
que le spectre de référence attendu (spectre UV de la molécule dans le mélange 
considéré, concentration à 5 mg/L-Réf) sont représentés. 
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MeOH/HCl 0,1 M (V/V) MeOH/HCl 1 M (V/V) 
90/10 90/10 

  
Spectre modifié Spectre modifié 

HCl 0,1 M MeOH 

  
Spectre modifié Pas d’élution 

Figure 45 : Spectres UV des fractions d’élution E1, E2, et E3, et spectre UV de référence (Réf) 
dans l’éluant considéré composé d’acide chlorhydrique (HCl) et/ou de méthanol (MeOH) pour 
l’extraction de la molécule M1. Les flèches précisent les endroits où les spectres des élutions sont 
modifiés par rapport à celui de référence. 

L’utilisation du mélange MeOH/HCl 1 M ou 0,1 M comme éluant se traduit par la 
modification du spectre UV (Figure 45-A et B). Cette modification est plus importante 
lors de l’utilisation de la solution d’acide la plus concentrée (Figure 45-B). L’emploi 
d’acide 0,1 M (déformation du signal, Figure 45-C) seul permet de montrer que les 
déformations observées sont probablement liées à une altération ou un relargage de la 
phase solide par HCl.  
Le méthanol n’a également pas permis l’élution de la molécule M2 (Figure 45-D). 
 
En présence d’acide sulfurique (H2SO4) 1 M ou 0,1 M et de MeOH ou d’ACN, le spectre 
est également modifié (Figure 46). 

A" B"

C" D"
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Figure 46 : Spectres UV des fractions d’élution E1, E2, et E3, et spectre UV de référence (Réf) 
dans l’éluant considéré composé d’acide sulfurique (H2SO4) et de méthanol (MeOH) ou 
d’acétonitrile (ACN) pour l’extraction de la molécule M1. Les flèches précisent les endroits où les 
spectres des élutions sont modifiés par rapport à celui de référence. 

ACN/H2SO4 1 M (V/V) 
90/10 70/30 

	    
Spectre modifié + Apparition de pics Spectre modifié 

MeOH/ H2SO4 0,1 M (V/V) 
95/5 90/10 

  
Elution faible Spectre modifié 

MeOH/ H2SO4 0,1 M (V/V) MeOH/ H2SO4 1 M (V/V) 
80/20 90/10 

  
Spectre modifié Spectre modifié + Apparition de pics 

ACN  

 

 

Elution faible  
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Comme précédemment évoqué, les modifications de l’allure des spectres (Figure 46-B, D 
et E) et surtout l’apparition de pics (Figure 46-A et F) peuvent être liées à un relargage 
de la phase solide en présence de l’H2SO4 à 0,1 M ou 1 M. L’apparition des pics peut 
être en faveur d’une interaction plus importante entre la phase solide et cet acide 
qu’entre la phase solide et l’HCl. Le mélange MeOH/H2SO4 0,1 M (V/V) a également été 
testé pour l’élution de la molécule M2 sans permettre son élution mais avec une 
modification des spectres d’élution. 
L’emploi d’ACN (Figure 46-G) seul élue très faiblement M1 sans modification des 
spectres d’élution, ce qui permet de montrer que les modifications des signaux observés 
sont très probablement liées à une altération ou un relargage de la phase solide par 
H2SO4.  
A une concentration plus faible (0,1 M), cet acide peut cependant éluer faiblement le 
composé d’intérêt sans modification du spectre et donc sans relargage de la phase 
(Figure 46-C) contrairement à l’emploi d’HCl. 
 
 
Enfin, l’acide formique (HCOOH) en présence de MeOH ou d’ACN va soit ne pas 
permettre l’élution (Figure 47-A), soit éluer très faiblement la molécule d’intérêt (Figure 
47-B et C) sans modification du spectre. Cette absence de modification quelle que soit la 
concentration de HCOOH peut s’expliquer par sa force plus faible que celle de HCl et de 
H2SO4. 
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ACN/HCOOH 0,1 M 1% (V/V) 
90/10 80/ 20 

  
Pas d’élution Elution faible 

MeOH/HCOOH 0,1 M 1% (V/V) Isopropanol/HCOOH 0,1 M 1% (V/V) 
90/10 90/10 

  
Elution faible Pas d’élution 

Isopropanol/HCOOH 0,1 M 1% (V/V) 
80/ 20 70/30 

  
Pas d’élution Elution faible 

60/40  

 

 

Elution faible  

Figure 47 : Spectres UV des fractions d’élution E1, E2, et E3, et spectre UV de référence (Réf) 
dans l’éluant considéré composé d’acide formique (HCOOH) et de méthanol (MeOH) ou 
d’acétonitrile (ACN) ou d’isopropanol pour l’extraction de la molécule M1. 
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Bien que recommandé par le fournisseur de la phase solide Strata-SAX, l’isopropanol en 
présence de HCOOH ne permet qu’une extraction faible voire nulle (Figure 47 D à G). 
 
En complément, la protonation de molécules anioniques via l’utilisation d’un acide 
(l’acide citrique - C6H8O7 - a également été testé sans résultats probants) ne permet pas 
de casser l’interaction électrostatique établie avec la phase solide Strata-SAX et donc ne 
permet pas une élution significative des molécules d’intérêts. L’élution des molécules 
d’intérêt M1 et M2 avec des éluants acidifiés ne donne pas satisfaction. La seconde 
stratégie consistant au changement de la force ionique de l’éluant a donc été 
considérée. 
 

o Elution par modification de la force ionique de l’éluant 
La seconde stratégie est basée sur la mise en compétition des molécules anioniques 
avec un contre-ion apporté par l’éluant. La présence d’un anion ayant une affinité pour 
la phase solide supérieure à celle de la molécule d’intérêt va permettre d’éluer cette 
molécule de la phase solide. Le chlorure de sodium (NaCl) à 0,1 M (Figure 49) et 1 M 
(Figure 48) a été choisi pour modifier la force ionique des éluants dans le cas de 
l’élution des molécules M1 et M2. 

MeOH/NaCl 1 M (V/V) (M1) MeOH/NaCl 1 M (V/V) (M2) 
90/10 90/10 

  
Spectre modifié Spectre modifié 

MeOH/NaCl 1 M (V/V) (M2)  
80/20  

 

 

Spectre modifié  

Figure 48 : Spectres UV des fractions d’élution E1, E2, et E3, et spectre UV de référence (Réf) 
dans l’éluant considéré composé de méthanol (MeOH) et de chlorure de sodium 1 M (NaCl) pour 
l’extraction des molécules M1 et M2. Les flèches précisent les endroits où les spectres des 
élutions sont modifiés par rapport à celui de référence. 

A" B"

C"
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L’étude de la Figure 48-A montre qu’en présence de NaCl à 1 M, une modification du 
signal (effet hypochrome : diminution de l’intensité d’absorption par rapport au spectre 
de référence (Eagleson, 1994)) entre 200 et 210 nm ainsi qu’un déplacement du signal 
au niveau de la longueur d’onde d’absorbance maximale (279 nm) (effet hypsochrome : 
déplacement du spectre vers les longueurs d’ondes plus courtes par rapport au spectre 
de référence (Eagleson, 1994)) ont été observés lors de l’élution de la molécule M1.  
 
En ce qui concerne l’élution de M2, une modification du signal est observée entre 200 et 
210 nm mais au niveau de la longueur d’onde d’absorbance maximale (221 nm), 
l’absorbance de l’élution E1 est relativement identique à celle du spectre de référence  
(Figure 48 B et C). 
 
En revanche, l’utilisation de NaCl 0,1 M pour éluer les molécules anioniques de la 
cartouche Strata-SAX est plus efficace et permet une élution significative contrairement 
aux résultats précédemment obtenus avec la concentration à 1 M (déformation ou 
abattement du signal UV). La Figure 49 présente les spectres d’élution et de références 
en faisant varier le pourcentage volumique en NaCl 0,1 M de 10 à 80% dans le mélange 
MeOH/NaCl 0,1 M. 
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MeOH/NaCl 0,1 M (V/V) (M1) 
90/10 80/20 

  
Pas d’élution 3 élutions : % d’extraction : 17%, 37% et 

60% 

70/30 60/40 

  
2 élutions : % d’extraction : 65% et 15% 2 élutions : % d’extraction : 10% et 65% 

50/50 40/60 

  
2 élutions : % d’extraction : 20% et 55% 2 élutions : % d’extraction : 30% et 60% 

30/70 20/80 

  
2 élutions : % d’extraction : 25% et 60% 2 élutions : % d’extraction : 25% et 55% 

Figure 49 : Spectres UV des fractions d’élution E1, E2, et E3, et spectre UV de référence (Réf) 
dans l’éluant considéré composé de méthanol (MeOH) et de chlorure de sodium 0,1 M (NaCl) pour 
l’extraction des molécules M1 et M2 
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MeOH/NaCl 0,1 M (V/V) (M2) 
80/20 70/30 

  
Spectres modifiés  
+ 2 Elutions : % d’extraction : 61% et 17% 

Spectres modifiés  
+ 2 élutions : % d’extraction : 40% et 22% 

60/40 50/50 

  
1 élution : % d’extraction : 65%  1 élution : % d’extraction : 81% 

40/60 30/70 

  
2 élutions : % d’extraction : 91% et 10% 2 élutions : % d’extraction : 88% + 12% 

(spectre modifié au niveau de la deuxième 
élution) 

20/80  

 

 

2 élutions : % d’extraction : 80% et 15%  

Figure 49 : Spectres UV des fractions d’élution E1, E2, et E3, et spectre UV de référence (Réf) 
dans l’éluant considéré composé de méthanol (MeOH) et de chlorure de sodium 0,1 M (NaCl) pour 
l’extraction des molécules M1 et M2 (fin) 
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Avec des proportions différentes de NaCl 0,1 M, plusieurs comportements sont 
possibles : 

• Absence d’élution (Figure 49 - A). 

• Elution sur une ou plusieurs fractions (Figure 49 - B à H ; Figure 49-I à O). 

• Modification du signal entre 200 et 210 nm (Figure 49 - I, J et N). 
 
Plus précisément, en considérant les pourcentages d’extraction des deux premières 
élutions (éluant : MeOH/NaCl 0,1 M (V/V)), les profils d’extraction pour les molécules 
M1 et M2 peuvent être schématisés (Figure 50). 
 

 

Figure 50 : Profil d’extraction de M1 et M2 lors de l’emploi de l’éluant MeOH/NaCl 0,1 M (V/V) 

Hormis pour le premier point (20 % NaCl 0,1 M dans l’éluant MeOH/NaCl 0,1 M (V/V)), 
les deux profils obtenus sont relativement similaires (Figure 50). Ils présentent tous 
deux un palier (à 80% d’extraction pour M1 - Figure 49 C,D et E - et à 70% d’extraction 
pour M2 - Figure 49 J et K) puis atteignent un point culminant (à 90% d’extraction pour 
M1 - Figure 49 F - et à 100% d’extraction pour M2 - Figure 49 M) lors de l’utilisation de 
l’éluant 40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V). 
 
L’éluant permettant une extraction optimale de M1 et M2 est composé de 40% de MeOH 
et de 60% de NaCl 0,1 M.  
 
L’ensemble des éluants testés ainsi que les résultats obtenus sont répertoriés dans la 
Figure 51. Les résultats sont présentés  pour : 

• l’élution des molécules M1 et M2 avec des éluants composés d’acide ou de 
NaCl en présence d’ACN ou de MeOH ; de MeOH ou d’ACN, 

• l’élution des molécules M3, M4 et M5 avec des éluants composés d’ACN et 
d’EUP. 
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Figure 51 : Résumé des tests des éluants 
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En conclusion, l’étape d’extraction de la méthode MSP2E comprend 2 phases solides 
SPE et 3 éluants, permettant la séparation de molécules selon leurs propriétés physico-
chimiques (Figure 52). 

 

Figure 52 : Phases solides SPE et éluants sélectionnés pour la procédure de fractionnement 

La procédure de fractionnement est donc résumée selon les étapes suivantes (Figure 
52) : 

• Rétention des molécules anioniques sur la phase Strata-SAX  
ü Elution avec l’éluant 1 : 40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V) 

• Rétention des molécules neutres et cationiques sur la phase Oasis-HLB  
ü Elution des molécules polaires (log P<1) avec l’éluant 2 :  

30/70 ACN/EUP (V/V) 
ü Elution des molécules moyennement polaires (1<log P<4) avec l’éluant 3 :  

70/30 ACN/EUP (V/V) 
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2.2.2.3. Choix des volumes minimaux d’élution 
Les volumes minimaux d’élution, qui correspondent au volume minimal d’éluant 
nécessaire pour éluer une molécule d’intérêt avec un pourcentage d’extraction 
supérieur à 70%, ont été définis sur le concentrateur puis adaptés à l’analyseur. Le 
fractionnement via la méthode MSP2E a été réalisé grâce à des solutions de 100 mL à 
100 µg/L de chacune des 5 molécules modèles (M1, M2, M3, M4 et M5) percolées sur 
une cartouche Strata-SAX puis sur une cartouche Oasis-HLB.  
Des tests d’élution ont été réalisés en triplicat sur chacune des molécules avec une série 
de 12 fractions d’élution successives de 500 µL. 
La cartouche Strata-SAX a été éluée avec l’éluant 1 (40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V)) et 
la cartouche Oasis-HLB a été éluée soit avec l’éluant 2 (30/70 ACN/EUP (V/V)) soit avec 
l’éluant 3 (70/30 ACN/EUP (V/V)). 
Les fractions collectées sont analysées par spectrophotométrie UV afin de déterminer 
quelles sont les fractions dans lesquelles l’une des 5 molécules modèles est éluée. 
Connaître le nombre de fractions d’élution nécessaires pour éluer la molécule ainsi que 
la fraction dans laquelle l’élution débute permet de déterminer approximativement les 
bornes inférieures et supérieures d’élution pour chacune des molécules. Les bornes 
d’élution ont ensuite été affinées grâce à des volumes d’élution de plus en plus 
importants jusqu’à déterminer le volume d’élution permettant une élution optimale de 
chacune des molécules. En ce qui concerne l’élution de la cartouche Oasis-HLB qui est 
la succession de deux éluants, seul le volume minimal d’élution de M3 a été déterminé 
avec l’éluant 30/70 ACN/EUP (V/V). Il a alors été vérifié que les molécules M4 et M5 
n’étaient pas éluées dans cette fraction avant de procéder à leur élution avec l’éluant 
70/30 ACN/EUP (V/V).  
 
 
La démarche et les volumes obtenus pour le concentrateur sont présentés en Annexe 8. 
Les volumes d’élution déterminés pour le concentrateur ont été adaptés à l’analyseur en 
prenant en compte les contraintes de celui-ci (volume mort des tuyaux, volume maximal 
de la cuve de récupération). 
Les différentes fractions d’élution notées A1 et A2 pour la cartouche Strata-SAX et 
notées E1, E2, E3 et E4 pour la cartouche Oasis-HLB ont pour volume : 

• A1 : 1,1 mL et A2 : 4 mL de l’éluant 1 (40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V)) 

• E1 : 1 mL et E2 : 1,9 mL de l’éluant 2 (30/70 ACN/EUP (V/V)) 

• E3 : 2,5 mL et E4 : 2 mL de l’éluant 3 (70/30 ACN/EUP (V/V)) 
Les molécules M1 et M2 sont éluées dans A1. La molécule M3 est éluée dans E1 et les 
molécules M4 et M5 sont éluées dans E3. Les fractions A2, E2 et E4 ont été rajoutées 
dans l’optique d’optimiser la séparation de l’ensemble des molécules du projet. 
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Ainsi, le fractionnement de la méthode MSP2E consiste donc à : 

• superposer 2 phases solides SPE, la phase Strata-SAX et la phase Oasis-
HLB, permettant de séparer les molécules selon leur charge  

• utiliser 3 éluants répartis en 6 fractions (2 par éluant donc 2 sur la phase 
Strata-SAX et 4 sur la phase Oasis-HLB) permettant d’extraire les 
molécules selon leur log P et leur charge (Figure 53). Deux fractions 
d’élution sont présentes par élution afin d’augmenter le fractionnement 
des molécules. Certaines molécules ont besoin d’un volume moins 
important que d’autres et vont donc être éluées uniquement dans la 
première des deux fractions composées du même éluant. 

 

Figure 53 : Procédure de fractionnement 
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2.3. Approche prédictive 
Comme il a été montré précédemment, l’étape d’extraction de la méthode MSP2E 
permet l’obtention de 6 fractions d’élution avec des compositions caractéristiques 
(relatives à celles des éluants). Plus précisément, le protocole permet de répartir les 
composés organiques dans ces fractions en fonction de leurs propriétés physico-
chimiques, en particulier la charge et le log P. A l’inverse, selon ces propriétés, il est 
possible de prédire dans quelle fraction tel ou tel composé est censé être élué.  
Cette approche prédictive est donc basée principalement sur l’affinité des substances 
avec : 

• la phase solide : rétention des anions sur la phase Strata-SAX et rétention 
des cations et des neutres sur l’Oasis-HLB, 

• l’éluant : élution des molécules retenues sur la phase Oasis-HLB en 
fonction du log P. 

2.3.1. Choix du log P 
Une revue de la littérature a permis de répertorier les log P pour chacune des molécules 
étudiées. Cependant, les valeurs disponibles dans la littérature (Annexe 6) sont soit 
calculées via des algorithmes principalement basés sur la structure de la molécule 
(Petrauskas et Kolovanov, 2000), soit établies expérimentalement par exemple par la 
méthode du flacon agité (OCDE-107, 1995), la méthode HPLC (OCDE-117, 2004) ou la 
méthode du brassage lent (OECD-123, 2006) préconisées par l’OCDE (Organisation de 
Coopération et de Développement Economiques).  
Parfois dans la littérature, la nature du log P (calculé ou mesuré) n’est pas indiquée. 
Dans un but d’homogénéité des valeurs, les log P des molécules d’intérêt ont tous été 
calculés à l’aide du logiciel libre Chemsketch. Ce logiciel fournit une prédiction de la 
valeur du log P, X, de chacune des substances avec une valeur d’incertitude, Y 
(logP=X±Y). 
Une régression linéaire effectuée avec le logiciel libre R (2.15.2) a permis de comparer 
ces valeurs calculées et les valeurs de la littérature pour les 84 molécules d’intérêt. 
Trois valeurs de log P ont été considérées pour établir la régression, les valeurs 
minimales et maximales des log P répertoriées dans la littérature et la valeur calculée à 
l’aide du logiciel Chemsketch (Figure 54).  
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Figure 54 : Régression linéaire réalisée entre les valeurs minimales et maximales de la littérature 
et calculées des log P (p-valeur : «***» (α<0,1%) ; «**» (0,1%≤ α <1%) ; «*» (1%≤ α < 5%) ; «.» 
(5%≤ α < 10%) ; «» (α >10%)) 

Les résultats présentés Figure 54 montrent qu’il existe une relation linéaire entre les 
valeurs de log P répertoriées dans la littérature et celles calculées. En effet, les 
coefficients de corrélation linéaire sont compris entre 0,95 et 0,98. De plus, les p-valeurs 
α (de 0,1 à 10%) sont toutes inférieures à 0,1%. Ainsi, pour la suite de l’étude, les 
valeurs de log P calculées ont été considérées. 
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2.3.2. Approche prédictive sur 44 molécules 
L’approche prédictive a dans un premier temps été testée sur 44 molécules (21 
pesticides, 14 produits pharmaceutiques et d’hygiène corporelle (PPCP) et 9 molécules 
autres telles que les HAPs et les phtalates (Tableau 28) de manière individuelle, via la 
méthode MSP2E. 

Tableau 28 : Molécules percolées individuellement pour tester l’approche prédictive (* : molécules 
anioniques) 

Pesticides (21 molécules) 
    2,4 D* 
2-nitrophénol 
Alachlore 
Atrazine 
Carbaryl 
Chlortoluron 

Diazinon 
Dichlorprop* 
Dinoterbe 
Diquat 
Diuron 
 

Hexazinone 
Isoproturon 
Linuron 
Métazachlore 
Métolachlore 
 

Paraquat 
Parathion 
Simazine 
Terbuthylazine 
Terbutryne 

Produits pharmaceutiques et d’hygiène corporelle (PPCP) (14 molécules) 
1,7α-éthinylestradiol 
Acétaminophène 
Acide clofibrique* 
Aténolol 

Caféine 
Carbamazépine 
Ciprofloxacine 
Diatrizoate* 

Diclofénac* 
Ibuprofène* 
Méthylparaben 
 

Sulfaméthoxazole 
Triméthoprime 
Warfarine* 

Divers (9 molécules) 
4,4’-diaminophénylméthane 
4-nonylphénol 
Acénaphtène 

Bisphénol A 
Dibutylphtalate 
 

Diéthylhexylphtalate  
Fluorène 
 

m-Toluidine 
Naphtalène 

 
Pour cette étude, les molécules sont percolées individuellement à l’aide de l’analyseur 
sur les deux phases solides (positionnées en série) selon deux conditions opératoires : 
100 mL à 50 μg/L et 10 mL à 500 μg/L. Ces concentrations ont été choisies de manière à 
avoir un spectre UV avec des valeurs d’absorbance suffisamment importantes 
(acquisition en cuve de 20 mm) quelle que soit la molécule étudiée et la fraction dans 
laquelle elle est éluée. Pour chaque molécule, les 6 fractions sont analysées. 
L’expérience avec 10 mL à 500 μg/L est réalisée de manière semi-automatisée alors que 
celle de 100 mL à 50 μg/L est réalisée de manière totalement automatisée. Plus 
précisément, lors de la première expérience, l’échantillon est analysé après passage sur 
la Strata-SAX puis après passage sur l’Oasis-HLB afin de vérifier si la molécule a été 
retenue par l’une des deux cartouches et si oui par laquelle et dans quelle proportion. 
L’expérience avec un échantillon de 100 mL permet quant à elle de se placer dans les 
conditions réelles avec une concentration du même ordre de grandeur de celle 
susceptible d’être retrouvée lors d’une pollution accidentelle ou intentionnelle. 
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2.3.2.1. Résultats obtenus pour la cartouche Strata-SAX 
100% (n=7) des molécules anioniques étudiées ont été retenues sur la phase Strata-
SAX. L’élution est variable d’une molécule à l’autre : 5 molécules, soit 71%, sont éluées 
uniquement dans la fraction A1; les 2 autres molécules ont besoin d’un volume 
complémentaire et sont retrouvées dans les fractions A1 et A2 (Figure 55). Les 
interactions entre la phase solide Strata-SAX et les molécules anioniques étant de 
nature électrostatique, le log P des molécules n’a pas d’influence sur l’élution, seul le 
pKa et le pH de l’échantillon va influencer leur rétention. 

 

Figure 55 : Comportement de l’élution de la Strata-SAX 

Le pKa des molécules ne semble pas influencer leur élution sur la cartouche Strata-SAX 
(Figure 55). En effet, par exemple la valeur du pKa relatif au diatrizoate et au 
dichlorprop est de 3,4. Or, le diatrizoate est élué dans les fractions A1 et A2 et le 
dichlorprop est seulement élué dans la fraction A1. Ainsi, le volume d’élution nécessaire 
pour éluer chacune des molécules doit être lié à la configuration et aux groupements 
des molécules.  

2.3.2.2. Résultats obtenus pour la cartouche Oasis-HLB 
Aucune molécule neutre ou cationique n’est retenue sur la cartouche Strata-SAX. Elles 
interagissent avec la deuxième phase polymérique Oasis-HLB. En considérant 
l’approche prédictive précédemment présentée, 37 molécules doivent être retenues sur 
la cartouche Oasis-HLB. Les résultats présentés dans la Figure 56 montrent que 92% de 
ces molécules (34 molécules) ont réellement été retenues. Et parmi les 34 molécules 
retenues, 88% (30 molécules) ont été éluées dans les fractions attendues, et donc 4 
molécules n’ont pas été éluées. 
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Figure 56 : Comportement de l’élution de l’Oasis-HLB 

Les 4 molécules n’ayant pas été éluées sont le dinoterb, l’acénaphtène, le 4-nonylphénol, 
et le DEHP qui présentent un caractère lipophile très prononcé (log P>4,2) et pour 
lesquelles les éluants considérés ne sont pas assez apolaires pour les décrocher (Figure 
56). A noter que pour le dinoterb, il est cependant difficile de se prononcer car son log P 
calculé est de 3,42±0,26 alors qu’une valeur de 5,55 a été retrouvée dans la littérature, 
sans préciser si elle a été calculée ou mesurée (Lezamiz et Jönsson, 2007). 
 
Par ailleurs, parmi les molécules éluées, 67% le sont dans la fraction E3 (Figure 56) et 
23% sont éluées dans deux fractions. L’analyse UV devra donc être adaptée à ces 
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spécificités (élution dans plusieurs fractions et nombre de molécules importantes dans la 
fraction E3). En particulier, la fraction E3 nécessitera probablement l’utilisation d’une 
méthode multi-composants de traitement du signal telle que la déconvolution (Partie 2 
§4.3.3.2). Mais dans le cas d’une pollution accidentelle où peu de contaminants sont 
attendus (maximum 2 ou 3 substances), l’analyse spectrale sera simplifiée. 
 
Les 3 molécules non retenues sont l’aténolol, le diquat et le paraquat. Les deux 
dernières molécules sont cationiques et présentent des propriétés trop hydrophiles 
(logP<-4,5) ne permettant pas leur rétention sur la phase Oasis-HLB. En revanche, 
concernant l’aténolol (log P=0,10±0,28), les conditions opératoires (débit de percolation 
et d’élution ou cartouche fabriquée en laboratoire) semblent être à l’origine de la non 
rétention de cette substance sur l’Oasis-HLB. En effet, le même protocole manuel réalisé 
avec une cartouche commerciale permet une rétention importante du composé (> 90%) 
et un pourcentage d’extraction moyen (53%). 
 
De manière générale, l’ensemble de ces résultats a permis de valider l’approche 
prédictive. Au total, 84% des molécules ont été retenues et éluées dans les fractions 
attendues, conformément à la prédiction.  
 
De plus, les résultats obtenus sur la cartouche Oasis-HLB permettent de définir de 
manière plus fine les fractions d’élution en fonction du log P. En effet, lors d’une 
pollution accidentelle, si une ou plusieurs molécules inconnues sont retenues sur la 
cartouche Oasis-HLB, il serait alors possible de déterminer leur polarité selon la fraction 
dans laquelle elles sont éluées et de permettre ainsi une pré-identification (Figure 57). 

 

Figure 57 : Schématisation de l’approche prédictive 
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Des élutions dans plusieurs fractions peuvent se produire notamment dans E2 et E3 
(Figure 57). Cette élution dans plusieurs fractions peut permettre d’affiner un peu plus 
le fractionnement.	  En effet, si une substance est éluée dans ces deux fractions, cela peut 
orienter de manière plus précise vers le log P (entre 0,9 et 1,8) de la molécule cible. 

2.4. Du concentrateur vers l’analyseur 
Au cours de ce travail, le concentrateur permettant la préconcentration et le 
fractionnement de manière automatisée a été couplé à un détecteur UV pour évoluer 
vers un analyseur, développé par HOCER.  
HOCER envisageant de déposer un brevet, certaines parties concernant la description et 
le fonctionnement de l’analyseur sont masquées volontairement en noir. 
 
La Figure 26 (Partie 2 §4.3) récapitule les différentes étapes ayant permis la réalisation 
de l’analyseur à partir du système de pré-diagnostic terrain permettant d’obtenir des 
informations sur la qualité globale de l’eau : 

• Développement d’un concentrateur par HOCER permettant de réaliser de 
manière semi-automatisée les étapes de préconcentration/fractionnement et 
d’élution (présence d’un opérateur pour récolter les élutions). Les spectres sont 
réalisés sur un spectrophotomètre de laboratoire (trajet optique 10 mm) (Partie 2 
§4.3.2.3). 

• Développement de l’analyseur par HOCER permettant de réaliser de manière 
automatisée l’ensemble des étapes (préconcentration/fractionnement, élution et 
analyse UV) avec une présence limitée d’un opérateur. 

• Adaptation de l’analyseur développé en système (prototype) transportable sur le 
terrain (en cours). 
  

Les axes d’amélioration ayant permis la mise en œuvre de l’analyseur à partir du 
concentrateur ont été : 

• la possibilité de réaliser les éluants dans le système à partir des solvants purs 

• l’optimisation des séquences et des volumes d’élution 

• la détection UV en ligne (la partie détection est reliée à la partie concentrateur et 
permet l’acquisition des spectres de manière automatisée). 
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2.4.1. Evolution de l’appareillage 
L’appareillage consistant initialement en un concentrateur a évolué et une partie 
détection et analyse par spectrophotométrie UV a été ajoutée de manière à obtenir un 
analyseur. La Figure 58 montre les deux schémas hydrauliques (du concentrateur et de 
l’analyseur) adaptés à la méthodologie développée. 
 

 
Schéma hydraulique du concentrateur 

 

Schéma hydraulique de l’analyseur 

Figure 58 : Schémas hydrauliques du concentrateur et de l’analyseur adaptés à la méthodologie 
employée 

Au niveau de l’analyseur, l’ajout de la liaison entre la partie de 
préconcentration/séparation (concentrateur) et la partie détection (spectrophotomètre 
UV) ainsi que la voie de prélèvement d’échantillon après percolation sur la cartouche 
Strata-SAX permettent une automatisation complète du système. 

Partie concentrateur 

Partie détection UV 
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De plus, la pompe à piston du concentrateur a été remplacée par une pompe seringue 
(moins fragile). En effet, une pompe à piston est sensible aux chocs ce qui peut être un 
frein pour une utilisation sur le terrain. De plus, la pompe seringue de l’analyseur 
présente l’avantage de faciliter la préparation des solvants d’élution en réalisant les 
mélanges directement dans la seringue. Seul l’éluant 1 (40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V)) 
est préparé en amont par manque de voies au niveau de cette pompe (Figure 58). La 
pompe seringue de l’analyseur (1000 euros) est aussi économiquement plus intéressante 
que la pompe à piston du concentrateur (3000 euros). 
Des modifications ont également été réalisées au niveau des vannes utilisées. En effet, 
les 5 vannes à 6 voies du concentrateur ont été substituées par des (2) électrovannes à 2 
sorties pour l’analyseur (Figure 58). Ces électrovannes permettent de simplifier le 
système et sont économiquement plus avantageuses. Chaque électrovanne coûte environ 
100 euros alors que le prix de chacune des vannes à 6 voies du concentrateur s’élève à 
500 euros. Au final, le coût de l’ensemble des éléments de l’analyseur en considérant la 
partie concentrateur et la partie détection s’élève à environ 5000 euros sans considérer 
les consommables incluant les cartouches. 

2.4.2. Protocole 

2.4.2.1. Durée des procédures analytiques 
L’ensemble de la procédure analytique en utilisant le concentrateur est 
approximativement de 2h00. L’estimation du temps pour une analyse sur le 
spectrophotomètre de laboratoire (comprenant la réalisation des blancs et des spectres) 
est de 20 min en considérant que le concentrateur est au laboratoire à proximité d’un 
spectrophotomètre UV. 
La durée de la procédure sur l’analyseur est de 2h00. Ainsi, les deux procédures 
présentent des durées similaires (Figure 59). En cas d’urgence, lors d’un déplacement 
sur le terrain, l’analyseur présente l’avantage d’un résultat sur site sans avoir à prendre 
en considération le temps de transport jusqu’au laboratoire pour effectuer les mesures 
par spectrophotométrie UV. 
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Figure 59 : Comparaison et précision du temps de présence d’un opérateur lors de l’usage du 
concentrateur et de l’analyseur (P signifie présence d’un opérateur requise) 

	  
Avant le démarrage des séquences, la préparation de l’échantillon consiste à réaliser 2 
filtrations successives (à 1,2 μm puis à 0,45 μm). La préparation du système comprend 
la mise en place des cartouches et l’approvisionnement en entrée du système des 
solvants et des éluants (Figure 59). Dans le cas du concentrateur, ce temps est 
légèrement plus long (environ 5 min supplémentaires) car les éluants à base d’ACN et 
d’EUP doivent être réalisés en amont de l’utilisation du système. Le temps de présence 
obligatoire d’un opérateur pendant toute la procédure analytique, de la préparation du 
système et de l’échantillon jusqu’à la fin de l’acquisition des spectres et des séquences 
est plus important en utilisant le concentrateur (1h20) qu’avec l‘analyseur (20 min). 
L’utilisation du concentrateur nécessite la présence constante d’un opérateur afin de 
récupérer les fractions d’élution, de réaliser l’acquisition des spectres sur un 
spectrophotomètre de laboratoire et de déplacer l’échantillon après passage sur la 
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cartouche Strata-SAX au niveau de la voie 3 de la vanne V3 permettant la percolation 
sur la cartouche Oasis-HLB. 

2.4.2.2. Volumes de solvants nécessaires 
L’évolution du protocole a aussi impliqué des modifications au niveau des volumes de 
solvants nécessaires et de déchets générés au cours d’une séquence. Le Tableau 29 met 
en évidence ces différences de volume. 

Tableau 29 : Evolution des volumes de solvants et de déchets générés 
 EUP (mL) ACN (mL) MeOH/ NaCl 0,1 M 

40/60 (V/V) (mL) 
Volume de 

déchets (mL) 

Concentrateur 83 17 8 108 

Analyseur 100 40 24 164 

 
L’augmentation des volumes pour la réalisation d’une séquence avec l’analyseur est 
notamment liée à la partie détection qui engendre un rinçage, à l’aide des différents 
éluants, des tuyaux, de la cuve de récupération 2 ainsi que de la cuve de mesure afin 
d’éviter toute contamination des fractions d’élution. De plus, l’analyseur nécessite une 
étape d’amorçage.  
L’amélioration du système a aussi impliqué une optimisation des volumes d’élution 
notamment liée au volume mort des tuyaux. Dans le cas de l’analyseur, ces volumes 
morts sont de 1,5 et de 1,9 mL respectivement pour la cartouche Strata-SAX et pour la 
cartouche Oasis-HLB alors que dans le cas du concentrateur ces volumes morts étaient 
seulement de 300 μL. Cette différence est liée à la longueur des tuyaux, qui étaient plus 
courts dans le cas du concentrateur. 
 
Les volumes utilisés pour le conditionnement, les rinçages et les élutions de la Strata-
SAX et le volume d’échantillon pour la concentration de la cartouche Oasis-HLB sont 
identiques pour l’analyseur et pour le concentrateur. Par contre, le volume de 
concentration au niveau de la Strata-SAX est supérieur de manière à pouvoir rincer les 
tuyaux de l’analyseur avec celui-ci. Lors de l’utilisation de l’analyseur, les volumes 
d’élution de la cartouche Oasis-HLB ont dû être optimisés et augmentés pour E2 et E3 
afin de prendre en considération les volumes morts des tuyaux (Figure 60). 
 



	   165	  

 

Figure 60 : Comparaison des volumes utiles pour le concentrateur et l’analyseur (volume en mL) 

Le détail des différentes étapes pour l’utilisation du concentrateur et de l’analyseur est 
présenté en Annexe 9.  

2.4.3. Evolution du logiciel de pilotage 
Le concentrateur et l’analyseur sont tous les 2 pilotés par le logiciel μPolg (HOCER). 
Cependant, la modification du matériel implique aussi des changements dans les libellés 
des séquences c’est-à-dire des modifications au niveau des commandes entre les deux 
appareils (Tableau 30). 

Tableau 30 : Libellés des commandes des séquences pour le concentrateur et l’analyseur 
 Concentrateur Analyseur 

Sélection des cartouches VA4 1 ou 2 
VA5 1 ou 2 

VLV OUT 7 ou 8 

Sélection de la sortie  - VLV OUT 6 : cuve de récupération 2 
POR 1 2 OFF : cuve de récupération 1 
POR 1 2 ON ou POR 1 4 OFF : cuve de 
récupération 2 
POR 1 4 ON : déchets aqueux 
VLV OUT 9 : déchets solvants 

Sélection des solvants VA3 1, 2, 4, 5 ou 
6 

VLV IN 3, 4 ou 5 

Sélection des 
échantillons 

VA3 3 VLV IN 1 ou 2 

Sélection des débits POM 1SXXXX MOD MS si débit ≤ 5 mL/min 
MOD NM si débit > 5 mL/min 
STS XXXXX 
PES XXXXX 
CUS XXXXX 

Sélection des volumes POM 1UXXXX ASP XXXX : volume aspiré par la pompe 
DIS XXXXX : volume injecté dans le système 

Acquisition des spectres 
UV 

- SPB L : blanc 
SPB S : échantillon/ élution 
POR 0 0 ON : lampe allumée 
POR 0 5 ON : pompe péristaltique activée 

 

Conditionnement 

ACN : 6 
EUP : 10 

ACN : 6 
EUP : 10 

Concentration 

Echantillon 
105 

Echantillon 
102 

EUP 
20 

Rinçage 

EUP 
20 

A2 

4  

4  

Conditionnement 

ACN : 6 
EUP : 10 

ACN : 6 
EUP : 10 

Concentration 

Echantillon 
100 

Echantillon 
100 

EUP 
20 

Rinçage 

EUP 
20 

E1 E2 

1  

1  1,9  

1  

E3 

2,5  

0,5 

Strata-SAX Oasis-HLB 

ANALYSEUR 

CONCENTRATEUR 

A1 

1,1  

1,1  

E4 

2  

2  
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Dans le cas de l’analyseur, la pompe seringue permet de sélectionner aussi bien les 
voies d’entrée (solvants, échantillons, éluants) que les voies de sortie (cartouches, cuves 
de récupération) du système (Tableau 30). Dans le cas du concentrateur, la pompe à 
piston permet seulement de transporter un volume de solution dans le système à un 
débit défini. La sélection des voies d’entrée se fait par la commande de la vanne VA3 et 
la sélection des cartouches se fait par la commande des 2 vannes VA4 et VA5. Une 
commande est rajoutée dans le cas de l’analyseur afin d’acquérir les spectres UV.  
L’Annexe 10 présente le libellé des séquences dans leur intégralité pour le 
concentrateur et pour l’analyseur.  
 
En résumé, le passage du concentrateur à l’analyseur s’est traduit par : 

• le remplacement d’une pompe à piston (commandes POM 1S ou 1U pour définir 
le débit et le volume) par une pompe seringue (9 voies) permettant la réalisation 
des éluants dans le corps de seringue (commandes VLV IN ou OUT pour 
sélectionner les voies d’entrée et de sortie ; commandes : STS, PES, CUS, ASP et 
DIS pour définir les débits et les volumes prélevés et injectés), 

• le remplacement des vannes à 6 voies (commandes VA1 à VA5) par des 
électrovannes à 2 sorties (commandes POR 1 2 et POR 1 4) permettant de 
simplifier le montage, 

• l’ajout d’une cuve de récupération de l’échantillon après passage sur la cartouche 
Strata-SAX permettant ainsi une automatisation complète de l’étape de 
préconcentration et de fractionnement sur les 2 cartouches, 

• la liaison de la partie concentration avec la partie détection grâce à l’ajout d’une 
pompe péristaltique (commande POR 0 5), 

• l’ajout d’un spectrophotomètre UV comprenant une cuve de mesure (trajet 
optique de 20 mm) et permettant la détection en ligne (commandes : POR 0 0; 
SPB L et SPB S). 
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2.5. Elaboration de la banque de données spectrales 
La spectrophotométrie UV a été choisie comme système de détection pour l’analyseur. 
Afin de pouvoir identifier le ou les composé(s) responsable(s) d’une pollution, une 
banque de données spectrales a été réalisée sur 50 des substances étudiées (44 
présentent un spectre UV) (document complémentaire : « Banque de données 
spectrales »). Elle regroupe pour chacune des substances : 

• les spectres UV dans l’EUP et dans le solvant d’élution (MeOH/NaCl 0,1 M 
40/60 (V/V) ; ACN/EUP 30/70 (V/V) ; ACN/EUP 70/30 (V/V)) 

• différentes informations telles que la fraction d’élution dans laquelle elle 
doit se retrouver  

• des propriétés physico-chimiques (formule, pKa, log P, solubilité). 
Chaque spectre intégré à cette banque de données, que ce soit dans l’EUP ou dans le 
solvant d’élution, a été réalisé en triplicat (3 solutions différentes) avec le 
spectrophotomètre de l’analyseur (trajet optique : 20 mm, pas : 1 nm, acquisition entre 
200 et 400 nm). 
 
La Figure 61 présente les caractéristiques spectrales (coefficients d’extinction molaire 
et longueurs d’onde d’absorbance maximale) de chacune des 44 molécules et leur 
fraction d’élution. 
Chacune des substances présentent des caractéristiques spectrales différentes que ce 
soit au niveau de l’intensité du signal (coefficient d’extinction molaire) qu’au niveau de 
la position des pics et/ou épaulements (longueurs d’onde d’absorbance maximale). 
Certaines ne comportent qu’un seul pic (par exemple le diclofénac – un pic à 279 nm) et 
d’autres plusieurs pics et/ou épaulements : par exemple 2 pour la carbaryl (à 220 et    
279 nm) et 4 pour le fluorène (à 204, 262, 288 et 298 nm). Plus le nombre de molécules 
susceptibles d’être éluées dans une même fraction est important, plus l’identification 
risque d’être complexe. Ainsi, pour la cartouche Strata-SAX, il sera plus facile de 
différencier les molécules éluées dans A2 (2 molécules soit environ 6% des 44 
substances) que celles éluées dans A1 (5 molécules soit environ 14% des 44 substances). 
De même, pour l’élution de l’Oasis-HLB, l’identification sera facilitée si la molécule est 
éluée dans les fractions E1 (2 molécules soit environ 6% des 44 substances), E2 (2 
molécules soit environ 6% des 44 substances) et E4 (1 seule molécule soit 3% des 44 
substances). 66% des molécules (26 molécules) sont éluées dans la fraction E3 ce qui 
rend l’identification plus complexe et d’autant plus si le cas étudié est un mélange. Dans 
le cas d’un mélange, il sera nécessaire d’utiliser une méthode de traitement du signal 
telle que la déconvolution (Partie 2 § 4.3.3.2). 
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Au regard de ces difficultés, plusieurs scénarios peuvent se présenter. 
Si un spectre UV caractéristique (absorbance suffisante (> 0,02 u.a.) avec présence de 
pic(s) et/ou d’épaulement(s)) est obtenu, une identification peut être rendue possible : 

• par comparaison avec les spectres de la banque, cas pouvant se produire 
lors d’un signal simple, défini par des pics caractéristiques, synonyme 
d’une pollution accidentelle due à quelques molécules (de 1 à 3 molécules) 
à de fortes concentrations (quelques dizaines de μg/L) 

• via une déconvolution lorsqu’un signal n’est pas reconnu comme étant le 
signal d’une seule substance mais pouvant être synonyme d’un mélange. 
Ce traitement des spectres est réalisé par le logiciel μPolg (HOCER) qui 
permet, à partir d’un algorithme, de séparer les différentes composantes 
du spectre du mélange (Partie 2 § 4.3.3.2). Ce logiciel a révélé certaines 
de ses limites dans le cas de l’analyse spectrale. Parmi ces limites, notons 
le nombre insuffisant de spectres pouvant être sélectionnés afin de 
réaliser des modèles (combinaisons de 3 spectres de molécules réalisées à 
partir d’une base en contenant une dizaine). 

 
Si la banque de données ne permet pas une identification de la ou des molécule(s) 
impliquée(s) dans la pollution, les fractions pourront être envoyées à un laboratoire 
accrédité afin d’effectuer des analyses complémentaires. 
Les raisons pour lesquelles la banque de données spectrales ne permettrait pas 
l’identification de la ou des molécules(s) peuvent être : 

• une absence de signal UV caractéristique de la molécule mise en cause, 

• une concentration trop faible pour pouvoir être détectée sur site avec 
l’analyseur (cuve de trajet optique de 20 mm), 

• un mélange de molécules trop complexe dont l’analyse spectrale 
(déconvolution) ne permet pas de simplifier et de séparer les signaux UV 
des molécules présentes. 

Le coefficient d’extinction molaire (ε) pour chacun des pics ou épaulements ainsi que les 
longueurs d’onde auxquelles sont mesurées les absorbances maximales sont des 
paramètres importants à prendre en considération. En effet, plus le spectre d’une 
molécule est caractéristique c’est-à-dire plus il y a de pics ou d’épaulements, et plus les 
longueurs d’onde d’absorbance maximale se différencient de celles d’autres molécules, 
plus l’identification sera rendue possible. Le coefficient d’extinction molaire est 
étroitement lié avec la limite de détection. En effet, plus ce coefficient est important, 
plus la molécule pourra être détectée et donc identifiable à une concentration faible. A 
titre d’exemple, la limite de détection de l’hexazinone (ε246nm=(1,64±0,04)×104	  	  

L/moL/cm)	   sera plus élevée d’un facteur environ 5 par rapport à celle du diazinon 

(ε247nm=	  (3,7±0,4)×103 L/moL/cm)	  (Figure 61). 
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Figure 61	  : Diversité des caractéristiques spectrales des molécules faisant l’objet d’une fiche dans la banque de données spectrales (la taille de la bulle 
est proportionnelle au coefficient d’extinction molaire) 
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7 : 2,4-D 
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9 : Acétaminophène 

10 : Ciprofloxacine 
11 : Triméthoprime 
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2.6. Estimation des limites de détection 
Dans le cadre de la méthodologie MSP2E mise en œuvre, c’est-à-dire la détection par 
spectrophotométrie UV de micropolluants organiques lors d’un évènement accidentel ou 
intentionnel, une estimation de la limite de détection est suffisante et la détermination 
de la limite de quantification n’est pas nécessaire. En effet, dans un premier temps lors 
d’une pollution accidentelle ou intentionnelle où les concentrations peuvent être élevées 
(de l’ordre du µg/L), l’important est l’identification du ou des polluant(s). 
Plusieurs paramètres ont été pris en considération pour estimer les limites de 
détection : 

• L’absorbance minimale tolérée. Une valeur d’absorbance de 0,02 u.a. a été 
choisie comme valeur limite. 

• Les facteurs de concentration. Dans la méthodologie MSP2E mise en 
place, le facteur de concentration est compris entre 40, pour la fraction 
E3, et 100 pour la fraction E1. 

• Les coefficients d’extinction molaire. Plus ce coefficient est important, 
plus la concentration minimale détectable sera élevée. 

• Le trajet optique de la cuve du spectrophotomètre UV. Dans le cas de 
l’analyseur, ce trajet est de 20 mm. 

 
En l’absence de préconcentration, les limites de détection en UV des composés varient 
entre 50 µg/L et 2 mg/L selon le pic ou l’épaulement considéré et selon leur coefficient 
d’extinction molaire. Avec une préconcentration, les limites de détection des composés 
sont divisées par un facteur pouvant aller de 25 à 100 et varient entre 0,8 et 120 µg/L. 
Le Tableau 31 présente l’ensemble des estimations des limites de détection (LD) pour 
chacune des molécules étudiées avec préconcentration en fonction de leur fraction 
d’élution et du signal considéré. 
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Tableau 31 : Estimation des limites de détection pour chaque molécule et en fonction de leur fraction d’élution 
 Estimation LD (μg/L) 

 
A1 A2 E1 E2 E3 E4 

pic ou épaulement 1 2 3 1 2 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 
Acide clofibrique 2,4 24                 
Dichlorprop 3,6 16,8                 
Warfarine 0,8 3,2 28                
Ibuprofène 2,8                  
Diclofénac 3,2                  
Diatrizoate 2,8   10               
2,4-D 3,6 14  12 52              
Caféine      0,8 20 

           Acétaminophène      1,6 
            Ciprofloxacine      2 0,8 2,8 3,2 4 1,6 5,2 5,6 

     Triméthoprime      
    

1,2 10,8 
       Sulfaméthoxazole      

    
3,2 

   
4 

    m-Toluidine      
    

4,8 24 
  

6 31,2 
   4,4'-Diaminodiphénylméthane      

    
2,8 16 

  
3,6 22 

   Hexazinone      
    

2,8 
   

4 
    Méthyl-parabène      

    
2 

   
2,8 

    2-Nitrophénol      
        

3,6 8 
   Simazine      

        
1,6 1,8 

   Isoproturon      
        

1,2 0,4 
   Carbaryl      

        
0,8 1 

   Chlortoluron      
        

1,6 0,36 
   Atrazine      

        
1,2 1,6 

   Carbamazépine      
        

2 0,48 
   Diazinon      

        
20 

    Diuron      
        

2,4 3,6 
   Terbuthylazine      

        
1,6 20 

   Linuron      
        

2 4 
   Bisphénol-A      

        
3,6 16 

   Terbutryn      
        

1,6 
    Naphtalène      

        
1,2 20 

   1,7-éthynylestradiol      
        

40 
    Fluorène      

        
0,8 2,4 8 5,6 

 Dibutylphtalate      
        

18 120 
   Parathion      

        
10 

   
8 
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L’étape de préconcentration permettrait de détecter les molécules avec une LD 
comprise entre 0,8 et 24 µg/L pour la fraction A1, entre 10 et 52 µg/L pour la fraction 
A2, entre 0,8 et 3,2 µg/L pour la fraction E1, entre 1,2 et 24 µg/L pour la fraction E2 et 
entre 0,8 et 120 µg/L pour la fraction E3 selon le pic considéré (Tableau 31). 87% des 
substances présentent des limites de détection inférieures à 20 µg/L. Ainsi, en 
considérant un pourcentage d’extraction d’au moins 75%, 70% des molécules présentent 
une limite de détection inférieure à 20 µg/L. 
Benotti et Brownawell ont rapporté en 2007 des concentrations en caféine entre 15 et 
42 µg/L en cas d’évènements climatiques majeurs (débordement des eaux usées). Philips 
et Chalmers (2009) ont également détecté des composés organiques dans les effluents 
des déversoirs d’orage jusqu’à 100 µg/L. Ainsi l’analyseur permettrait donc bien la 
détection de micropolluants organiques dans le cadre d’évènements accidentels avec 
des limites de détection de l’ordre de quelques dizaines de µg/L.  

2.7. Etude de molécules en mélange 
L’étude sur des mélanges de molécules permet de vérifier d’une part que le mélange 
n’apporte pas de biais dans la séparation sur les cartouches mais également que le 
signal UV (donc la détection) n’est pas soumis à des interférences. 

2.7.1. Mélange de 5 molécules dans l’eau ultra pure 
La méthode MSP2E a été appliquée dans un premier temps à un mélange de 5 
molécules (ibuprofène, diclofénac, caféine, carbamazépine et atrazine) à la 
concentration de 100 μg/L dans de l’EUP. 
Comme précédemment montré et prédit (§2.3.2.1), l’ibuprofène (IBU) et le diclofénac 
(DICLO) sont des molécules retenues sur la cartouche Strata-SAX et doivent être co-
éluées dans la fraction A1. 
La caféine (CAF), la carbamazépine (CARBA) et l’atrazine (ATRA), molécules neutres, 
sont retenues sur la cartouche Oasis-HLB (§2.3.2.2) et sont éluées dans E1 (éluant 2 : 
30/70 ACN/EUP (V/V)) pour la caféine et dans E3 (éluant 3 : 70/30 ACN/EUP (V/V)) pour 
la carbamazépine et l’atrazine. 
La Figure 62 montre les spectres UV obtenus des différentes fractions d’élution. 
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Figure 62 : Spectres UV des fractions d’élution lors d’un mélange de 5 molécules (IBU : 
ibuprofène ; DICLO : diclofénac ; CAF : caféine ; CARBA : carbamazépine et ATR : atrazine) 

Une analyse directe des spectres UV obtenus par comparaison avec ceux de la banque 
de données spectrales (document complémentaire : « Banque de données spectrales ») 
permet une identification de la caféine (présence de 2 pics : 205 nm et 273 nm). En ce 
qui concerne les autres molécules, la méthode de déconvolution est appliquée avec les 
modèles suivants : 

• Modèle 1 : ibuprofène et diclofénac 

• Modèle 2 : caféine, carbamazépine et atrazine 
Cette méthode permet d’évaluer de manière qualitative et quantitative la présence 
d’une molécule dans chacune des fractions (Tableau 32). 

Tableau 32 : Concentrations des molécules obtenues dans l’échantillon initial à partir des 
concentrations déterminées dans chacune des fractions par le logiciel de déconvolution (nd : non 
déterminé signifie que le modèle correspondant n’a pas été utilisé pour la fraction considérée) 
 Modèle 1 Modèle 2 
 Ibuprofène 

(μg/L) 
Diclofénac 

(μg/L) 
Caféine 
(μg/L) 

Carbamazépine 
(μg/L) 

Atrazine 
(μg/L) 

A1 90,9 93,7 nd nd nd 

A2 0 0 nd nd nd 
E1 nd nd 85,9 nd nd 
E2 nd nd 0 0 0 
E3 nd nd nd 83,0 71,0 
E4 nd nd 0,2 0 0 

Mélange de 5 molécules  
IBU, DICLO, CAF, 

CARBA, ATRA 

Rétention des anions 
IBU, DICLO        

Rétention des neutres 
CAF, CARBA, ATRA 

A"

B" C"

S
A
X 

H 
L 
B 

40/60  
MeOH/NaCl 0,1M 

(V/V) 

30/70  
ACN/EUP 

(V/V) 

70/30 
ACN/EUP 

(V/V) 
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Le modèle 1 met en évidence la présence d’ibuprofène et de diclofénac dans la fraction 
A1. De même pour le modèle 2 en ce qui concerne la carbamazépine et l’atrazine dans la 
fraction E3, et la caféine dans la fraction E1. 
Par rapport à la concentration de chacune des molécules (100 μg/L) dans l’échantillon 
d’EUP initial, les concentrations obtenues dans les différentes fractions et l’utilisation 
du logiciel de déconvolution permet de retrouver des concentrations initialement 
présentes du même ordre de grandeur (entre 71,0 μg/L pour l’atrazine et 93,7 μg/L pour 
le diclofénac). 
Ce même mélange a aussi été étudié dans une matrice réelle (eau de rivière) afin 
d’appréhender l’effet matrice sur un mélange de quelques molécules dont certaines sont 
éluées dans la même fraction d’élution (§3.3). 

2.7.2. Mélange plus complexe de pesticides dans de 
l’eau ultra pure 

Un mélange de 44 pesticides à 40 µg/L dans de l’EUP a été testé sur l’analyseur. Dans 
ce cas, les différentes fractions d’élution ont été récoltées puis analysées au laboratoire 
accrédité du LERES par HPLC/MS afin de valider la méthodologie sur un nombre 
important de molécules et d’appréhender l’effet mélange. Ces fractions ainsi qu’un 
échantillon avant et après percolation sur chacune des cartouches sont ensuite diluées 
avec de l’acétonitrile et d’EUP, tous deux acidifiés avec 0,1% d’acide formique, de 
manière à ce qu’au final chaque échantillon contienne 82% d’EUP et une concentration 
maximale pour chacun des composés de 100 μg/L. 
A partir de la méthodologie développée et des caractéristiques physico-chimiques des 
molécules du mélange, les prédictions d’élution ont été réalisées (prédiction, Figure 63) 
et les résultats vérifiés par l’analyse par HPLC/MS des différentes fractions (Figure 63). 
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Figure 63 : Prédiction et résultats de détection par HPLC/MS relatifs à un mélange de 44 
pesticides (les molécules ne suivant pas la prédiction pour la cartouche Oasis-HLB sont en rouge) 

Comme prédit, toutes les molécules anioniques ont bien été retenues et éluées sur la 
phase solide Strata-SAX. Toutes les autres ont été retenues sur la phase Oasis-HLB. 
En revanche, seules 4 molécules n’ont pas été éluées dans la fraction prédite 
(isoxaflutole, carbofuran, imazaméthabenz-méthyl et oxadixyl). En ce qui concerne 
l’isoxaflutole et le carbofuran, une explication peut être liée au log P considéré. Afin de 
réaliser la prédiction, les log P calculés par le logiciel libre Chemsketch ont été utilisés 
(1,67±0,44 pour l’isoxaflutole et 1,76±0,26 pour le carbofuran). Cependant, si la 
prédiction est basée sur les log P de la littérature (2,19 pour l’isoxaflutole et 2,32 pour 
la carbofuran – log P mesurés), les résultats HPLC/MS sont en accord avec la prédiction. 
En effet, si on considère les log P de la littérature, ces deux molécules doivent être 
éluées par l’éluant ACN/EUP 70/30 (V/V) ce qui est le cas. Pour les deux autres 
substances (imazaméthabenz-méthyl et oxadixyl), l’hypothèse émise s’orienterait vers la 
structure encombrée des molécules qui pourrait entrainer un changement de leur 
fraction d’élution (Figure 64). D’autres hypothèses peuvent également être avancées 
comme par exemples des interactions aspécifiques entre la phase solide et la molécule. 
La détection par HPLC/MS a permis d’une part d’appréhender l’effet mélange (le 
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nombre de molécules dans le mélange ne semble pas influencer la rétention et l’élution) 
et d’autre part de valider la méthode MSP2E sur un nombre important de molécules en 
un seul essai. 
 

Oxadixyl 

 

Imazaméthabenz-
méthyl 

 

Figure 64 : Structure des molécules ne suivant pas l’approche prédictive 

Au final, 91% des molécules ont été éluées dans les fractions prédites. L’ensemble de 
ces résultats permet de valider d’une part la robustesse du modèle (même si la question 
sur la nature du log P à considérer reste entière) et d’autre part met en avant que l’effet 
mélange présente un effet limité sur le comportement des molécules vis-à-vis de la 
prédiction établie. 
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3. Applications et optimisations 
La méthode MSP2E a été appliquée à des matrices réelles (eau de rivière, eau de 
consommation). Plusieurs cas ont été considérés : cas d’un évènement accidentel, qui 
généralement se traduit par la présence d’une, deux ou trois	   substances avec des 
concentrations relativement fortes (entre 50 et 100 μg/L) et dans le cas de mélanges 
plus complexes (de 5 à 44 substances)	  avec des concentrations comprises entre 40 et        
100 μg/L. 

3.1. Caractéristiques physico-chimiques des 
matrices 

Différentes matrices (eau de rivière, eau de consommation) ont été dopées avec 1, 2, 5 
et 44 polluants. Ces matrices présentent des propriétés physico-chimiques différentes, 
notamment en termes de teneur en nitrates et en carbone organique total (COT) 
(Tableau 33). 

Tableau 33 : Caractéristiques physico-chimiques (nitrates et COT) des matrices étudiées 
 COT (mg/L) Nitrates (mg/L) 

Matrice 1 (eau de rivière) 1,8 15,3 

Matrice 2 (eau de rivière) 6,5 30,7 

Matrice 3 (eau de rivière) 4,4 19,2 

Matrice 4 (eau de rivière) 0,9 4,8 

Matrice 5 (eau potable) 0,1 6,3 

 
Les matrices étudiées présentent des concentrations en nitrates variant de 4,8 à         
30,7 mg/L (Tableau 33). Comme cela a été montré précédemment (Figure 39, §2.1.3), les 
nitrates sont retenus sur la cartouche Strata-SAX, soit en totalité soit en partie, selon les 
concentrations initiales (rétention supérieure à 90% pour une concentration initiale en 
nitrates inférieure à 24,8 mg/L ; rétention inférieure à 70% pour une concentration 
initiale en nitrates supérieure à 31,0 mg/L). Le COT peut s’élever jusqu’à 6,5 mg/L selon 
la matrice considérée (Tableau 33). Ainsi, la présence de nitrates ou d’autres anions 
inorganiques pourrait selon leur concentration saturer la cartouche Strata-SAX. En ce 
qui concerne le COT, celui-ci pouvant être retenu sur la cartouche Oasis-HLB, il pourrait 
influencer la rétention et l’élution des molécules sur cette cartouche.   
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3.2. Simulation d’une pollution accidentelle par un 
ou deux polluants organiques 

3.2.1. Simulation d’une pollution avec le diuron 
Une eau de rivière (matrice 1 : COT : 1,8 mg/L ; nitrates : 15,3 mg/L) a été dopée avec le 
diuron, un herbicide, à 50 μg/L. Ce dopage permet de simuler une pollution accidentelle 
avec un micropolluant organique. La méthode MSP2E a été appliquée sur 100 mL de cet 
échantillon. Les spectres UV de chacune des fractions sont présentés dans la Figure 65. 

  

 

 

Figure 65 : Spectres UV des différentes fractions d’élution (A : fractions d’élution de la cartouche 
Strata-SAX; B : fractions d’élution de la cartouche Oasis-HLB avec l’éluant 2; C : fractions 
d’élution de la cartouche Oasis-HLB avec l’éluant 3) 

La Figure 65 montre que les signaux observés lors des élutions de la Strata-SAX sont 
essentiellement dus à la présence de nitrates (pic à 200 nm) dans l’échantillon. 
L’estimation des nitrates dans les 2 fractions réalisée à l’aide du logiciel de 
déconvolution μPolg est de 0,9 (dans A1) et de 2,1 mg/L (dans A2).  
Les spectres UV des fractions E2 et E4 (Figure 65-B E2 et C E4) ne présentent aucun 
signal caractéristique (absorbance < 0,02 u.a. pour E2 et absence de pic(s) ou 
d’épaulement(s) pour E4). Le spectre UV de la fraction E1 montre un spectre monotone 
décroissant, non caractéristique et probablement dû à l’extraction de la matière 
organique (Figure 65-B E2). 
Par contre, le spectre UV de la fraction E3 liée à l’éluant 70/30 ACN/EUP (V/V) présente 
deux pics caractéristiques, un premier à 211 nm et un second à 248 nm (Figure 65-C E3 

A" B"
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et Figure 66). L’analyse de ces pics par comparaison avec les spectres de référence (des 
molécules pressenties dans la fraction E3) de la banque de données permet 
l’identification du diuron (spectre Réf , Figure 66). 

 

Figure 66 : Spectres UV de l’élution E3 et du diuron de référence 

Cette simulation de pollution accidentelle avec un seul composé (à 50 µg/L) montre que 
la méthodologie mise en place permet l’identification du composé grâce au traitement 
direct (comparaison du spectre de l’échantillon avec les spectres de référence de la 
banque de données), et a permis d’extraire le composé à 78%. 

3.2.2. Simulation d’une pollution avec du diclofénac 
et de la caféine 

Une eau de rivière (matrice 2 : COT : 6,5 mg/L ; nitrates : 30,7 mg/L) a été dopée avec 
du diclofénac et de la caféine à 100 μg/L. Le choix des deux molécules a été fait en 
fonction de leur comportement prévisible : le diclofénac est retenu sur la cartouche 
Strata-SAX et élué dans la fraction A1 avec l’éluant 1 40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V) et 
la caféine est retenue sur la cartouche Oasis-HLB et éluée dans la fraction E1 avec 
l’éluant 2 30/70 ACN/EUP (V/V). La méthode MSP2E a été appliquée sur 100 mL de cet 
échantillon dopé. Les spectres UV de chacune des fractions sont présentés dans la 
Figure 67.  
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Figure 67 : Spectres UV des différentes fractions d’élution (A : fractions d’élution de la cartouche 
Strata-SAX avec A1 diluée par 5; B : fractions d’élution de la cartouche Oasis-HLB avec l’éluant 1 ; 
C : fractions d’élution de la cartouche Oasis-HLB avec l’éluant 2) 

Comme cela a été montré précédemment, les signaux observés lors des élutions de la 
cartouche Strata-SAX sont dus à la présence de nitrates dans l’échantillon. L’estimation 
des nitrates dans les 2 fractions, réalisée à l’aide du logiciel de déconvolution µPolg, est 
de 4,7 mg/L (dans A1) et de 2,7 mg/L (dans A2). Ces signaux présentent une saturation à 
200 nm (absorbance > 2 u.a.) et masquent le spectre du diclofénac dans l’éventualité où 
celui-ci est présent dans l’une des deux fractions (Figure 67-A et Figure 68-A). L’élution 
A1 a été diluée par 5 dans l’éluant MeOH/NaCl 0,1 M (40/60) et le spectre de l’élution 
diluée a été réalisé (Figure 67-A). Cette dilution a permis certes d’obtenir un spectre 
non saturé mais elle ne permet pas d’orienter vers la détection d’une molécule. Une 
optimisation sera nécessaire pour s’affranchir de l’interférence apportée par les anions 
inorganiques sur la cartouche Strata-SAX. 
Concernant l’élution de la cartouche Oasis-HLB, comme attendu, les spectres UV de la 
fraction E2 et des deux fractions E3 et E4 ne présentent aucun signal (Figure 67 B et C). 
Par contre, le spectre UV de la fraction E1 liée à l’éluant 30/70 ACN/EUP (V/V) présente 
un signal caractéristique (pic à 273 nm) de la caféine (spectres Réf) avec une 
déformation (pic à 205 nm pas très marqué et atteinte de l’absorbance nulle retardée) 
liée à la matrice (Figure 67-B et Figure 68-B). 

A" B"
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Figure 68 : Spectres UV de l’élution A1 et du diclofénac de référence (A) et spectres UV de 
l’élution E1 et de la caféine de référence (B)  

L’analyse de chacun des spectres UV a été réalisée à l’aide du logiciel de déconvolution 
avec comme bases de référence, les spectres UV : 

• De l’eau de rivière 

• Des nitrates, de l’ibuprofène et du diclofénac pour la fraction Strata-SAX 

• De la caféine, de la carbamazépine, de l’atrazine et du diuron pour la fraction 
Oasis-HLB 

La Figure 69 présente le résultat de la déconvolution avec les bases de référence 
présentées ci-dessus (une pour la Strata-SAX et une pour l’Oasis-HLB). 

 
Figure 69 : Résultat de la déconvolution (pour l’échantillon dopé au diclofénac et caféine) (la 
longueur de la barre est proportionnelle au pourcentage d’extraction, en vert : les molécules 
éluées sur Oasis-HLB ; en rouge : faux positifs) 

La Figure 69 montre que dans la fraction E1, la caféine est qualitativement éluée mais 
l’atrazine (molécule absente dans l’échantillon) est également trouvée mais dans une 
proportion plus faible. Ce faux positif est lié à l’effet matrice et plus précisément à la 
déformation du spectre de cette fraction (Figure 68-B). Dans les fractions A1 et A2, le 
logiciel n’a pas permis de déterminer la présence du diclofénac sûrement à cause d’un 
spectre résiduel trop important dû à la matrice (Figure 67-A). 
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Ces deux simulations (pollutions accidentelles au diuron et au mélange diclofénac et 
caféine) ont montré que l’effet matrice (présence de nitrates) est important sur la 
cartouche Strata-SAX masquant le composé d’intérêt jusqu’à saturer complètement la 
cartouche Strata-SAX. Cet effet est moins marqué pour les deux premières fractions 
d’élution de la cartouche Oasis-HLB et est absent pour les deux dernières fractions de la 
cartouche Oasis-HLB. La présence de l’effet matrice au niveau des deux premières 
élutions de la cartouche Oasis-HLB peut être dû au COT. Cette application a également 
montré la limite du logiciel de déconvolution utilisé qui ne permet pas de réaliser des 
bases de référence suffisamment évoluées pour permettre une identification correcte 
dans le cas de signaux complexes. En effet, seuls 3 spectres de référence peuvent être 
inclus dans chacune des bases, ce qui est totalement insuffisant. Le logiciel est en cours 
d’amélioration afin de pouvoir augmenter le nombre de spectres de référence par base 
et de diminuer le risque de faux positifs. De plus, une optimisation de la méthode visant 
à s’intéresser à la capacité de charge de la cartouche Strata-SAX est présentée dans le 
§3.4. 
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3.3. Mélange de 5 molécules dans une eau naturelle 
Une eau de rivière, présentant des caractéristiques physico-chimiques plus faibles que 
celles des eaux utilisées lors des essais précédents (matrice 3 : COT : 4,4 mg/L ; 
nitrates : 19,2 mg/L), a été dopée avec un mélange de 5 molécules (ibuprofène, 
diclofénac, caféine, carbamazépine et atrazine) à 100 μg/L et 100 mL ont été analysés 
par MSP2E. Les spectres UV de chacune des fractions sont présentés dans la Figure 70. 

  

 

 

Figure 70 : Spectres UV des différentes fractions d’élution (A : fractions d’élution de la cartouche 
Strata-SAX avec A1 diluée par 5; B : fractions d’élution de la cartouche Oasis-HLB avec l’éluant 2 ; 
C : fractions d’élution de la cartouche Oasis-HLB avec l’éluant 3) 

Les signaux observés lors des élutions de la cartouche Strata-SAX sont dus à la présence 
de nitrates dans l’échantillon (Figure 70 A). Le signal lié à l’élution A1 présente une 
saturation à 200 nm (absorbance > 2 u.a.) et masquent les spectres du diclofénac et de 
l’ibuprofène dans l’éventualité où ceux-ci sont présents dans cette fraction. Le spectre 
de la dilution par 5 de cette élution dans l’éluant MeOH/NaCl 0,1 M (40/60) ne permet 
pas d’orienter vers la détection d’une molécule.  
Concernant l’élution de la cartouche Oasis-HLB, comme attendu, les spectres UV des 
fractions E2 et E4 ne présentent aucun signal (Figure 70 B et C). 
Par contre, le spectre UV de la fraction E1 liée à l’éluant 30/70 ACN/EUP (V/V) présente 
un signal caractéristique (pic à 273 nm) de la caféine (Figure 70 B). Le spectre UV de la 
fraction E3 liée à l’éluant 70/30 ACN/EUP (V/V) présente un signal avec 2 pics (221 nm 
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et 283 nm) pouvant résulter du mélange de la carbamazépine et de l’atrazine (Figure 70 
C). 
 
L’analyse de chacun des spectres UV a été réalisée à l’aide du logiciel de déconvolution 
avec comme bases de référence, les spectres UV : 

• De l’eau de rivière 

• Des nitrates, de l’ibuprofène et du diclofénac pour la fraction Strata-SAX 

• De la caféine, de la carbamazépine, et de l’atrazine pour la fraction Oasis-HLB 
La Figure 71 présente le résultat de la déconvolution avec les bases de référence 
présentées ci-dessus (une pour la Strata-SAX et une pour l’Oasis-HLB). 

 

Figure 71 : Résultats de la déconvolution dans le cas d’une matrice réelle (dopage ibuprofène, 
diclofénac, caféine, carbamazépine et atrazine) (la longueur de la barre est proportionnelle au 
pourcentage d’extraction, en bleu : les molécules éluées sur Strata-SAX ; en vert : les molécules 
éluées sur Oasis-HLB ; en rouge : faux positifs) 

Dans la fraction A1, l’ibuprofène et le diclofénac sont retrouvées mais avec une 
proportion beaucoup plus faible pour l’ibuprofène que pour le diclofénac (Figure 71).  
La caféine est éluée dans la fraction E1 (Figure 70 et Figure 71). De plus, la 
carbamazépine a également été déterminée dans cette fraction par analyse du signal 
par le logiciel mais dans une faible proportion.  
Comme attendu, l’atrazine et la carbamazépine sont bien co-éluées dans la fraction E3, 
mais des traces de caféine ont également été trouvées alors qu’elle ne devrait être 
uniquement éluée dans la fraction E1. Les pourcentages d’extraction obtenus sont 
similaires en ce qui concerne l’élution de l’Oasis-HLB (caféine : 100%, carbamazépine : 
79% et atrazine : 68%) à ceux obtenus lors de l’étude de ce même mélange dans de 
l’EUP (caféine : 86%, carbamazépine : 83% et atrazine : 71%).  
 
En conclusion, dans le cas d’une eau naturelle dopée avec un mélange de 5 molécules (2 
anioniques et 3 neutres), la détection des molécules anioniques a été gênée par l’effet 
matrice due à la présence de nitrates. En ce qui concerne l’Oasis-HLB, la détection de la 
caféine dans la fraction E1 d’une part et de la carbamazépine et de l’atrazine dans la 
fraction E3 d’autre part a été possible grâce notamment au logiciel de déconvolution. 
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3.4. Mise en évidence de l’effet matrice 
Les résultats présentés précédemment ont mis en évidence un effet matrice important 
sur la cartouche Strata-SAX et plus faible sur la cartouche Oasis-HLB. Les interférences 
sur la cartouche Oasis-HLB sont légèrement visibles dans les 2 premières élutions E1 et 
E2 de la cartouche Oasis-HLB et peuvent être liées à la présence de COT dans 
l’échantillon. L’impact sur la détection des molécules retenues sur l’Oasis-HLB et éluées 
dans l’une de ces deux fractions étant faible, aucune mesure n’a été envisagée pour 
limiter ces interférences. 
 
Les interférences sur la cartouche Strata-SAX proviennent de la présence d’anions 
inorganiques, tels que les nitrates, dont la concentration peut être importante dans des 
eaux brutes et qui génèrent de fortes interactions au moment de l’adsorption sur la 
phase ou lors de l’élution. 
Deux hypothèses ont été envisagées :  

• La cartouche Strata-SAX présente une capacité de charge limitée, 

• Les spectres UV de chacune des élutions de la phase Strata-SAX masquent 
le signal des molécules d’intérêt. 

 
Les résultats présentés au §2.1.3 concernant la rétention des anions inorganiques, en 
l’occurrence les nitrates, sur la cartouche Strata-SAX, semblent être en faveur de la 
première hypothèse (Figure 39, §2.1.3). En effet, à partir d’une concentration initiale en 
nitrates supérieure à 24,8 mg/L (ce qui équivaut à 0,4 mEq/L), le pourcentage de 
rétention des nitrates sur la cartouche Strata-SAX diminue. La validation de cette 
hypothèse est présentée au §3.4.2.1. 

3.4.1. Mélange de pesticides dans une eau de 
consommation 

L’hypothèse selon laquelle la capacité de charge de la cartouche Strata-SAX est limitée, 
a été vérifiée sur l’eau du système de distribution en eau potable de Nîmes (COT :        
0,1 mg/L et nitrates : 6,3 mg/L) dopée avec un mélange de 42 pesticides à 40 µg/L avec 
une analyse HPLC/MS en laboratoire. Les résultats obtenus sont présentés dans la 
Figure 72. 
 



	   186	  

 
Figure 72 : Prédiction des fractions d’élution et résultats obtenus par HPLC/MS (les molécules ne 
suivant pas la prédiction dans les fractions de l’Oasis-HLB et de la Strata-SAX sont respectivement 
en rouge et en bleu) 

La Figure 72 montre qu’un effet matrice important se produit au niveau de la rétention 
des molécules anioniques (Figure 72). En effet, aucune molécule anionique n’est 
analysée dans les fractions A1 et A2 et certaines sont éluées dans les fractions 
représentatives de molécules neutres ou cationiques (molécules notées en bleues dans 
les fractions de la cartouche Oasis-HLB, Figure 72). Une analyse plus fine montre 
qu’elles sont éluées selon leur log P. En effet, le métosulam, le mécoprop, le bromoxynil 
et l’ioxynil présentent des log P compris entre 2,35 et 3,60 ce qui est cohérent avec une 
élution à l’aide du mélange ACN/EUP 70/30 (V/V).  
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La « non rétention » des anions organiques sur la Strata-SAX peut provenir :  

• de leur protonation par la matrice ; ce qui est peu probable compte tenu 
du pH des eaux étudiées (entre 6,5 et 7), pH auquel ces molécules sont 
anioniques, 

• de la saturation de la cartouche Strata-SAX avec des anions naturellement 
présents dans les matrices réelles. En effet, les eaux naturelles telles que 
l’eau de consommation ou l’eau de rivière, sont composées d’un certain 
nombre d’anions (HCO3

-, Cl-, NO3
-,…) pouvant interagir avec la phase 

solide Strata-SAX. Leur présence peut ainsi entrainer une saturation des 
sites cationiques de la phase et ainsi empêcher la rétention des 
micropolluants organiques d’intérêt. 

3.4.2. Influence de la matrice sur la cartouche 
Strata-SAX 

Afin de s’affranchir de l’effet matrice lié aux anions, l’utilisation d’une pré-cartouche a 
été envisagée afin d’augmenter la capacité de charge. Selon le fournisseur Phenomenex, 
la cartouche Strata-SAX présente une capacité de charge de 0,9 mEq/g de phase, ce qui 
est un facteur limitant lors de l’analyse d’une eau réelle (naturelle ou destinée à la 
consommation humaine). Ainsi, un intérêt a été porté sur la limite de capacité de charge 
de la Strata-SAX en s’intéressant à des matrices avec des conductivités diverses c’est-à-
dire avec des matrices possédant des concentrations ioniques variées. 
Ainsi une étape de filtration par SPE supplémentaire utilisant une masse variable de 
phase cationique (type Strata-SAX) en fonction de la conductivité de la matrice, peut 
être considérée avant le passage sur l’analyseur (Figure 73). 

 

Figure 73 : Utilisation d’une pré-cartouche dans le cas de matrices réelles 
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La capacité de charge de la pré-cartouche doit être caractérisée afin d’évaluer la 
quantité d’anions pouvant être retenue sur cette cartouche. 

3.4.2.1. Caractérisation de la capacité de charge des 
cartouches Strata-SAX 

Afin de définir expérimentalement la capacité de charge de la cartouche Strata-SAX 
fabriquée au laboratoire, une eau de source (Roche) dopée avec du diclofénac (50 µg/L) 
a été diluée, afin d’obtenir une variabilité de la minéralité (entre 0,5 et 4,0 mEq/L), puis 
percolée sur l’analyseur. La Figure 74 présente l’évolution des pourcentages 
d’extraction du diclofénac sur la Strata-SAX (bleu) et sur l’Oasis-HLB (vert) en fonction 
de la minéralité de l’échantillon. 
 

 

Figure 74 : Evolution du pourcentage d’extraction en fonction de la minéralité 

A des concentrations en anions supérieures ou égales à 1,2 mEq/L, le diclofénac a été 
élué soit de la cartouche Strata-SAX et de la cartouche Oasis-HLB, soit uniquement de la 
cartouche Oasis-HLB (Figure 74). Cette élution de la cartouche Oasis-HLB est le signe 
d’une saturation de la cartouche Strata-SAX lorsque la concentration en anions est 
supérieure ou égale à 1,2 mEq/L. La saturation de la cartouche Strata-SAX fabriquée au 
laboratoire (300 mg) de l’analyseur est donc située entre 0,99 et 1,2 mEq/L ce qui 
correspond à une capacité de charge pour cette cartouche comprise entre 0,33 et         
0,39 mEq/g de phase. 
 
La capacité de charge d’une cartouche Strata-SAX fabriquée au laboratoire (entre 0,33 
et 0,39 mEq/g de phase) est donc environ 2,5 fois plus faible que pour des cartouches 
Strata-SAX commerciales (0,9 mEq/g de phase). 
Afin de comprendre la différence de capacité de charge entre ces deux types de 
cartouche, une eau de source (Roche, 3,97 mEq/L d’anions) a été dopée à 50 µg/L avec 
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masse équivalente (500 mg) puis sur l’analyseur. Les pourcentages d’extraction du 
diclofénac sur chacune des deux cartouches de l’analyseur (après percolation sur une 
pré-cartouche commerciale ou fabriquée au laboratoire) sont récapitulés dans le 
Tableau 34. 

Tableau 34 : Comparaison des pourcentages d’extraction du diclofénac après percolation sur une 
pré-cartouche soit commerciale soit fabriquée au laboratoire 

 Elution Pré-cartouche 
commerciale 

Pré-cartouche 
laboratoire 

% 
d’extraction 

du 
diclofénac 

Strata-SAX 71 30 
   
Oasis-HLB - 60 

 
Les résultats montrent également une différence dans la rétention et l’élution du 
diclofénac, lors de l’utilisation de deux pré-cartouches fabriquées différemment.  
L’emploi d’une pré-cartouche commerciale, à l’aide d’un collecteur d’extraction sous 
vide, permet la rétention et l’élution du diclofénac (pourcentage d’extraction : 71%) sur 
la cartouche Strata-SAX de l’analyseur (Tableau 34). Avec une pré-cartouche 
confectionnée au laboratoire, la rétention du diclofénac est partagée entre les deux 
cartouches de l’analyseur – les pourcentages d’extraction du diclofénac sont de 30% sur 
la cartouche Strata-SAX et de 60% sur la cartouche Oasis-HLB. Ceci valide le fait que la 
cartouche commerciale présente une capacité de charge supérieure à celle d’une 
cartouche fabriquée au laboratoire.  
De plus, 71% du diclofénac dans un cas (pré-cartouche commerciale) et 90% du 
diclofénac dans l’autre cas (pré-cartouche fabriquée au laboratoire) ont été extraits des 
cartouches de l’analyseur. Cela montre que le diclofénac a percolé à travers l’une ou 
l’autre pré-cartouche en n’y étant pas ou très faiblement retenu, puis a été retenu sur 
les cartouches de l’analyseur. Ainsi, il semble que la phase Strata-SAX aie une affinité 
plus importante pour les anions inorganiques plutôt que pour les anions organiques.  
 
La principale différence entre les cartouches élaborées au laboratoire et commerciales 
est essentiellement liée au compactage. En effet, la cartouche commerciale rendue plus 
compacte par un tassage mécanique que la cartouche fabriquée au laboratoire, implique 
une différence de volume de phase d’un facteur 1,2. Le nombre de sites accessibles est 
alors plus élevé lorsque la phase solide est plus compacte. En effet, un compactage non 
homogène engendre des volumes morts pouvant former des chemins préférentiels 
(Figure 75). 
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Figure 75 : Formation de chemins préférentiels lors d’un tassage manuel irrégulier 

	  
Plus le tassage de la phase solide est homogène, plus le nombre de sites accessibles est 
important et donc plus le nombre d’anions pouvant s’y fixer va être élevé. Ainsi, l’usage 
d’une pré-cartouche commerciale de 500 mg peut être un moyen efficace pour 
s’affranchir de plus d’anions inorganiques que lors de l’utilisation d’une pré-cartouche 
fabriquée au laboratoire. Cette pré-cartouche peut s’avérer être un moyen efficace pour 
simplifier la matrice. Cependant, la masse de sorbant contenu dans cette pré-cartouche 
doit être évaluée afin de ne pas retenir les anions organiques d’intérêt.  

3.4.2.2. Relation entre la conductivité et la concentration en 
anions 

D’après Rodier et al. (2009), la minéralité d’une eau peut être estimée rapidement par la 
formule suivante : 

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛  𝑎𝑛𝑖𝑜𝑛𝑠 =   10!!×𝑐𝑜𝑛𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 

Avec la concentration en anions en mEq/L et la conductivité en µS/cm. 
La relation a été vérifiée avec 2 eaux (minérale – eau de Plancoët - et source – eau de 
Roche des Ecrins) de composition ionique connue (4,11 mEq/L et 3,97 mEq/L). La 
conductivité de chacune des 2 eaux a été mesurée. Des solutions contenant de 10 à 90% 
d’une des 2 eaux ont été réalisées et leur conductivité a été mesurée (Figure 76). 

 

Figure 76 : Mise en évidence de la relation entre la conductivité et la concentration en anions 
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Ainsi, en connaissant la conductivité de la solution, une estimation de la concentration 
en anions peut être réalisée, pouvant ainsi orienter sur la masse et/ou le nombre de pré-
cartouches à employer. Par exemple, l’eau de Plancoët et l’eau de Roche possèdent une 
conductivité respective de 389 µS/cm et de 332 µS/cm, ce qui correspond selon la 
formule précédente à une concentration anionique respective de 3,89 mEq/L et          
3,32 mEq/L. Or, le volume de l’échantillon percolé sur la pré-cartouche et sur 
l’analyseur est de 100 mL. Donc, la pré-cartouche doit être capable de retenir 0,39 mEq 
d’anions dans le cas de l’eau de Plancoët et 0,33 mEq d’anions dans le cas de l’eau de 
Roche ce qui impliquerait l’utilisation d’une pré-cartouche commerciale (capacité de 
charge : 0,9 mEq/g de phase) de 433 et 367 mg respectivement. 
Le Tableau 35 présente les masses de phase Strata-SAX pour la pré-cartouche dans le 
cas des 2 eaux (eau de Plancoët et eau de Roche).  

Tableau 35 : Différents résultats entre l'eau de Plancoët et l’eau de Roche 

 Plancoët Roche 

Concentration en anions calculée à partir des concentrations en 
anions inscrites sur les étiquettes (meq/L) 4,11 3,97 

Concentration en anions calculé à partir de la conductivité 
(mEq/L) 3,85 3,32 

Masse poudre Strata-SAX déterminée théoriquement (mg) 456 441 

Masse poudre Strata-SAX déterminée à partir de la conductivité 
(mg) 433  367  

 
Les masses de phase nécessaires ont été déterminées de deux manières différentes 
(Tableau 35) : 

• En fonction des étiquettes : la concentration en anions a été calculée 
grâce aux différentes concentrations en anions répertoriées sur les 
étiquettes des bouteilles. La masse de poudre Strata-SAX a donc été 
déterminée théoriquement. 

• En fonction de la conductivité de l’eau : la concentration en anions a été 
estimée à partir de la mesure de la conductivité et de la relation existante 
entre la conductivité et la concentration en anions. 

Quelle que soit l’eau, la masse de poudre Strata-SAX estimée à partir de la conductivité 
de l’eau est plus faible que lorsqu’elle est déterminée à partir des données de 
l’étiquette. Cette diminution est comprise entre 5% (eau de Plancoët) et 16% (eau de 
Roche).  
 
Plusieurs essais de dopage d’une eau avec percolation sur une pré-cartouche	  ont par la 
suite été réalisés sur différentes eaux (eaux de consommation et eaux naturelles) 
présentant des conductivités variées. Ces différentes matrices ont été dopées avec une 
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ou deux molécules (diclofénac et 2,4D pour les molécules anioniques et carbamazépine 
en tant que molécule neutre), pour vérifier leur rétention sur les cartouches et leur 
élution. 

3.4.2.3. Dopage d’une eau naturelle et d’eaux de 
consommation avec 2 molécules 

Dans ce paragraphe, plusieurs eaux ont été dopées puis percolées sur une pré-cartouche 
puis sur l’analyseur. 
Trois types d’eau ont été étudiés : 

• Eau embouteillée (eau minérale Plancoët et eau de source Roche des 
Ecrins) 

• Eau d’une rivière (Vistre) 

• Eau potable du réseau de distribution (Nîmes) 
La méthode MSP2E est appliquée sur chacune des solutions avec au préalable un 
passage sur la pré-cartouche appelée pré-cartouche de garde (Figure 77). 

 

Figure 77 : Nombre et masse optimale des pré-cartouches de garde pour les différentes eaux 
utilisées 
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la masse de sorbant théorique est de 498 mg. Or une cartouche commerciale de 500 mg 
n’est pas suffisante, une seconde cartouche de 200 mg fabriquée au laboratoire a dû 
être rajoutée. La masse nécessaire est supérieure à la masse de sorbant calculée quelle 
que soit la conductivité de la matrice. Ceci peut être expliqué par une différence entre la 
capacité théorique et expérimentale des cartouches commerciales. 
Les spectres UV présentés en Figure 78 sont relatifs au dopage d’une eau de rivière 
(Vistre, rivière tangente à Nîmes) par du diclofénac et de la carbamazépine après 
passage sur une pré-cartouche de 500 mg puis sur l’analyseur. 
 

  

 

 

Figure 78 : Spectres UV des différentes fractions d’élution (A : fractions d’élution de la cartouche 
Strata-SAX B : fractions d’élution de la cartouche Oasis-HLB avec l’éluant 2 ; C : fractions 
d’élution de la cartouche Oasis-HLB avec l’éluant 3) après passage sur la cartouche de garde 
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La Figure 79 compare les spectres des élutions A1 et E3 avec les spectres de référence 
respectivement du diclofénac et de la carbamazépine. 

  

Figure 79 : Spectres UV de l’élution A1 et du diclofénac de référence (A) et spectres UV de 
l’élution E3 et de la carbamazépine de référence (B) 

Une simplification du signal (pas de saturation du signal) est observée pour les fractions 
A1 et A2 de la cartouche Strata-SAX (Figure 78 A et Figure 79 A) par rapport à ceux 
obtenus sans pré-cartouche en amont (Figure 70 A). Cette simplification du signal 
permet une identification de la molécule d’intérêt avec un pourcentage d’extraction 
d’environ 65%. Le spectre UV de la fraction E3 est caractéristique de la carbamazépine 
(Figure 78 C et Figure 79 B). Ainsi, l’ajout d’une pré-cartouche permet de simplifier les 
signaux et de retenir les molécules anioniques sur la cartouche Strata-SAX de 
l’analyseur sans avoir d’influence sur la rétention et l’élution sur la cartouche Oasis-
HLB. 

3.4.2.4. Application à un mélange plus complexe 
De l’eau de rivière (matrice 3 : COT : 0,9 mg/L et nitrates : 4,8 mg/L) a été dopée avec 
un mélange de 42 pesticides puis a été percolée dans le premier cas sur l’analyseur sans 
pré-cartouche et dans le second cas sur l’analyseur avec une pré-cartouche commerciale 
de 500 mg. Les différentes fractions d’élution ont été récupérées puis diluées afin 
d’obtenir des solutions à une concentration maximale de 100 µg/L pour chacun des 
composés contenant 85% d’EUP et 15% d’acétonitrile acidifiés à 0,01% avec de l’acide 
formique. Ces différentes fractions diluées ont été analysées par HPLC/MS. 

A" B"



	   195	  

 
Figure 80 : Prédiction des fractions d’élution et résultats des analyses HPLC/MS de chacune des 
fractions obtenus sans et avec une pré-cartouche Strata-SAX 500 mg (les molécules ne suivant pas 
la prédiction dans les fractions de l’Oasis-HLB et de la Strata-SAX sont respectivement en rouge 
et en bleu) 
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L’ajout de la pré-cartouche permet la récupération des molécules anioniques via les 
fractions A1 et A2. Sur les 13 molécules anioniques présentes dans le mélange, 4 sont 
éluées sur la cartouche Strata-SAX, alors qu’aucune n’est éluée lorsqu’il n’y a pas de 
pré-cartouche (Figure 80). De plus, l’emploi de cette dernière n’apporte pas de 
modification dans l’efficacité de la rétention et d’élution des molécules neutres et 
cationiques. Ainsi, l’ajout d’une pré-cartouche permet d’améliorer la rétention sur la 
cartouche Strata-SAX mais des optimisations au niveau de la masse de sorbant doivent 
encore être effectuées afin de retenir toutes les molécules anioniques d’intérêt. 

4. Etude des pourcentages d’extraction 
Cette dernière partie s’intéresse aux pourcentages d’extraction obtenus dans différentes 
matrices (EUP, eau de consommation, eau de rivière) via une détection 
spectrophotométrique et/ou chromatographique. Elle porte également sur l’impact 
d’une étape d’homogénéisation supplémentaire avant l’étape de détection par 
spectrophotométrie. 

4.1. Evaluation des pourcentages d’extraction 
Les essais réalisés avec un mélange de pesticides suivis d’une analyse par HPLC/MS ont 
été utilisés pour évaluer les pourcentages d’extraction. Les concentrations de chacun 
des pesticides dans l’échantillon initial est de 40 µg/L et les matrices employées sont 
l’EUP (§2.7.2), l’eau de consommation sans pré-cartouche (§ 3.4.1), l’eau d’une rivière 
sans et avec pré-cartouche (§ 3.4.2.4). 
Les pourcentages d’extraction obtenus sont présentés dans le Tableau 36. 
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Tableau 36 : % d’extraction pour chacun des pesticides et dans les différentes matrices étudiées 
(* : molécules anioniques ; nd : pas présent dans l’échantillon initial) 

	  
 
Les résultats du Tableau 36 montre que plus de 76% des molécules éluées présentent un 
pourcentage d’extraction de plus de 70% quelle que soit la matrice (EUP, eau de 
consommation, eau de rivière avec et sans pré-cartouche). Pour les molécules retenues 
et éluées sur la cartouche Strata-SAX, les pourcentages d’extraction varient entre 67 et 
108%. Pour les molécules neutres et cationiques retenues et éluées sur la cartouche 
Oasis-HLB, les pourcentages d’extraction varient entre 37 et 110%. Plus précisément, 
pour 80% des molécules neutres ou cationiques, l’écart-type des pourcentages 
d’extraction obtenus dans les 4 matrices est inférieure à 20%, ce qui signifie que la 
matrice n’a pas ou peu d’influence sur le pourcentage d’extraction.  
 
Pour 7 molécules étudiées dans de l’EUP individuellement avec une analyse par 
spectrophotométrie UV et en mélange complexe avec une analyse par HPLC/MS, une 

Cartouche*Strata,SAX Cartouche*Oasis,HLB

EUP Eau*robinet* Eau*de*
rivière

Eau*de*rivière*
avec*

précartouche
EUP Eau*robinet* Eau*de*

rivière

Eau*de*
rivière*avec*
précartouche

Bentazone* 72 49
Bromoxynil* 102 91 47 106
Dicamba* 81
Ioxynil* 95 109 98 83
2,46D7* 87 104
2,46MCPA* 86 nd nd 54
Dichlorprop* 97 nd nd 102
Mécoprop* 77 31 44 89
Trichlopyr* 52 36 74
Fluroxypyr* 76 104
Mésotrione* 67 nd nd nd nd 102
Métosulam* 86 32 58 97 65
Nicosulfuron* 108 43
Sulcotrione* 90 nd nd 94

Cartouche*Oasis,HLB

EUP Eau*robinet* Eau*de*
rivière

Eau*de*rivière*
avec*

précartouche

Simazine 69 nd nd nd
Terbutylazine 91 47 102 109
Terbumeton 33 102 61 72
Chlortoluron 80 77 78 69
Diuron7 114 80 81 114
Isoproturon 109 96 98 52
Linuron 81 108 95 99
Epoxyconazole 90 95 103 104
Prochloraze 89 87 113 107
Tebuconazole 103 89 83 84
Tetraconazole 109 95 84 93
Alachlore 78 103 89 69
Acétochlore 109 103 87 101
Diméthènamide 77 100 95 97
Métolachlore 78 101 107 86
Métazachlore 90 91 85 83
Propachlore 101 84 70 87
Tébutame 84 104 93 73
Azoxystrobine 68 105 79 119
Boscalide 71 80 89 73
Carbofuran 98 108 85 100
Cyprodinyl 74 108 89 93
Diflufénican 93 99 73 58
Fenpropidine 90 58 70 88
Fluthiamide 97 99 106 81
Imazaméthabenz6méthyl 85 95 100 88
Isoxaben 72 101 84 94
Isoxaflutole7 47 104 105 111
Oxadiazon 91 71 83 55
Oxadixyl7 70 94 98 86
Pendiméthalin 37 68 39 72
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comparaison entre les pourcentages d’extraction obtenus via les deux méthodes a été 
réalisée (Tableau 37). La concentration initiale pour chacune des molécules est de         
40 µg/L. 

Tableau 37 : Comparaison des % d’extraction obtenus avec l’analyseur UV et avec une analyse 
chromatographique 

  % d’extraction  

 Fraction 
d’élution Analyseur UV HPLC/MS 

Simazine E3 135 69 

Terbuthylazine E3 180 91 

Chlortoluron E3 145 80 

Diuron E3 160 114 

Isoproturon E3 185 109 

Dichlorprop A1 105 97 

2,4-D A1+A2 78 87 

 
Concernant le dichlorprop et le 2,4-D, les pourcentages d’extraction déterminés avec les 
deux méthodes sont du même ordre de grandeur. Mais les molécules éluées dans la 
fraction E3 présentent un comportement différent. Les pourcentages d’extraction 
obtenus avec l’analyseur sont surestimés. Ils varient entre 135 et 185%. Cette 
surestimation peut être liée à un défaut dans le mécanisme d’analyse du signal (comme 
évoqué précédemment), mais également à un défaut d’homogénéisation des fractions 
obtenues. Ce dernier point a donc été vérifié.  

4.2. Evaluation de l’effet de l’homogénéisation 
Afin d’évaluer la nécessité d’une étape d’homogénéisation lors de l’utilisation de 
l’analyseur, de l’EUP a été dopée avec 9 molécules de manière individuelle (diclofénac, 
caféine, acétaminophène, triméthoprime, méthyl-parabène, carbamazépine, bisphénol-A, 
atrazine, 2-nitrophénol). 
Lors des conditions normales d’utilisation de l’analyseur, chacune des élutions est 
recueillie dans la cuve de récupération 2 puis est transférée directement jusqu’au 
spectrophotomètre UV de l’analyseur. Dans ce cas, l’élution n’est pas homogénéisée 
avant l’étape de détection.  
Chacune des 9 solutions d’EUP dopées avec l’une des molécules citées précédemment, a 
été percolée de 2 manières différentes sur les cartouches de l’analyseur : la première 
fois sans intervenir, c’est-à-dire comme dans le cas d’une utilisation classique de 
l’analyseur, et la seconde fois en homogénéisant les élutions avant l’étape de détection. 
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Sur les solutions testées, l’étape d’homogénéisation rajoutée n’a aucun effet pour 4 
d’entre elles (diclofénac, acétaminophène, caféine, et bisphénol A). Les spectres avec et 
sans homogénéisation sont alors superposés (Figure 81-A, B, C et G). En ce qui concerne 
les 5 autres molécules, le spectre acquis sans homogénéisation préalable de l’élution est 
supérieur à celui avec (Figure 81-D, E, F, H et I). Ainsi, une non homogénéisation peut 
fausser la quantification d’une substance. 

	   	  

	   	  

	   	  
Figure 81 : Comparaison du signal en absence et en présence d'homogénéisation des solutions de 
diclofénac (A), de caféine (B), d’acétaminophène (C), de triméthoprime (D), de méthyl-parabène 
(E), de carbamazépine (F), de bisphénol-A (G), d’atrazine (H), de 2-nitrophénol (I) 
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Figure 81 : Comparaison du signal en absence et en présence d'homogénéisation des solutions de 
diclofénac (A), de caféine (B), d’acétaminophène (C), de triméthoprime (D), de méthyl-parabène 
(E), de carbamazépine (F), de bisphénol-A (G), d’atrazine (H), de 2-nitrophénol (I) (fin). 

Afin d’ajuster les pourcentages d’extraction, une étape d’homogénéisation est 
nécessaire. Plusieurs solutions peuvent être envisagées (ajout d’une cuve ou d’une 
électrovanne, agitation de l’élution,…). La plus probable est l’ajout d’une deuxième 
pompe péristaltique de manière à faire buller l’élution avant l’étape de détection.  
HOCER, lors du développement de l’Aquapod SPE, avait déjà envisagé cette étape 
d’homogénéisation.  
  

G" H"

I"
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5. Conclusion 
La méthode MSP2E proposée et développée dans cette partie peut être utilisée dans le 
cadre de pollutions accidentelles des eaux naturelles ou destinées à la consommation 
humaine. Cette méthode permet une analyse complète et automatisée en 2 heures (sans 
considérer l’ajout d’une pré-cartouche) en utilisant un analyseur qui repose sur la 
superposition de deux phases solides SPE permettant une séparation en deux étapes : 

• Séparation selon la charge de la molécule : les anions sont retenus sur la 
cartouche Strata-SAX tandis que les neutres et les cations le sont sur la 
cartouche Oasis-HLB, 

• Séparation selon le log P des molécules sur la cartouche Oasis-HLB grâce 
à un gradient d’élution permettant d’éluer des molécules polaires à 
moyennement polaires. 

La détection est effectuée par spectrophotométrie UV avec une comparaison des 
spectres obtenus avec ceux d’une banque de données spectrales (traitement direct) 
(document complémentaire : « Banque de données spectrales ») et une analyse par 
traitement indirect du signal (par méthode de déconvolution) si nécessaire.  
L’ajout d’une pré-cartouche permet de simplifier les spectres UV et améliore la 
rétention de certaines molécules anioniques.  
En vue d’une commercialisation, des optimisations doivent être apportées à l’analyseur. 
Ces optimisations peuvent être : 

• soit en lien direct avec l’analyseur : diminution du poids et de 
l’encombrement pour pouvoir être transportable sur site, amélioration du 
système de détection (la cuve et le spectrophotomètre ont montré 
certaines limites en termes de répétabilité d’une même mesure que ce soit 
lors de l’acquisition d’un blanc ou d’un spectre), ajout d’une pompe 
péristaltique supplémentaire pour homogénéiser les élutions, ajout d’une 
dérivation pour l’utilisation d’une pré-cartouche de masse variable, 

• soit en lien avec l’analyse d’un signal : automatisation de la déconvolution 
en lien avec la banque de données spectrales, amélioration du logiciel de 
déconvolution (plus de molécules doivent pouvoir être prises en compte 
dans les modèles). 

 
La méthodologie MSP2E a été transposée à une autre application à savoir la détection 
de pesticides et de produits pharmaceutiques dans une matrice humaine (l’urine). 
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Partie 4 

Application à la matrice urinaire 
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1. Introduction 
Dans l’urine humaine, les micropolluants organiques (pesticides, produits 
pharmaceutiques) sont analysés la plupart du temps à l’aide d’un système 
chromatographique (GC/MS, HPLC/MS) précédé par une extraction liquide/liquide ou 
une extraction sur phase solide (Pozo et al., 2012 ; Davis et al., 2013). Ces techniques 
sont également très utilisées dans le cadre du contrôle de substances dopantes où des 
standards stricts sont exigés par l’agence mondiale anti-dopage (AMA) (AMA, 2012a ; 
AMA 2012b ; Vonaparti et al., 2010 ; Kolmonen et al., 2007). 
Dans le cadre de la transposition de la méthode MSP2E à la matrice urinaire, la 
détection est réalisée par spectrophotométrie UV. Cependant, de par la complexité de la 
matrice et les concentrations de l’ordre du μg/L de certaines substances comme les 
pesticides pouvant être retrouvées dans l’urine humaine, la spectrophotométrie UV peut 
ne pas suffire ce qui nécessite une détection par un système chromatographique. 
 
Dans un premier temps, cette partie s’intéresse à la composition de la matrice et aux 
différents interférents pouvant gêner la détection UV. Puis elle présente les molécules 
sélectionnées dans le cadre de cette étude et les optimisations apportées à la méthode 
MSP2E de manière à la transposer pour une analyse d’urine humaine. 

2. Composition de la matrice urinaire 
L’urine est le résultat de la filtration du sang à travers les reins et est composée à 95 % 
d’eau et de différents déchets (calcium, magnésium, créatinine, acide urique…) de 
l’organisme. Sa composition est cependant très variable d’un individu à l’autre mais 
également pour un même individu, en fonction de son alimentation, de son âge, de son 
sexe, de son activité physique et de la période de la journée (Cameron et al., 2006). 
L’urine est une matrice complexe contenant des substances organiques et minérales, 
susceptibles d’interagir avec les cartouches de la méthode MSP2E et ainsi être à 
l’origine d’interférences lors de la détection de molécules cibles (Taylor et Curhan, 
2006). 
Le Tableau 38 présente des valeurs moyennes retrouvées dans la littérature des 
différents composés de l’urine. 
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Tableau 38 : Composition générale de la matrice urinaire (valeurs moyennes retrouvées dans la littérature) 
 Taylor et Curhan, 

2007 
Taylor et Curhan, 

2007 
Siener et 

Albrecht, 2002  
Cameron et al., 

2006 
Anastasio et al., 

2001 
Lind et al., 

 2001 
pH 6,08 6,19 6,51 6,05 - - 

Volume (L) 2,03 1,79 2,3 2,1 1,3 - 

Sulfate (mmol) 17 14 18,1 18,5 - - 

Potassium (mmol) 64 55 77 60 53,5 - 

Magnésium (mmol) 4,3 3,8 - - - - 

Calcium (mmol) 4,6 3 3,09 - - - 

Bicarbonate (mmol) - - - 4,7 - - 

Ammonium (mmol) - - 25,6 29 - - 

Citrate (mmol) 3,7 3,5 - 3,7 - - 

Urée (mmol) - - - - 351 300 

Acide urique (mmol) 2,7 2,7 2,93 2,9 - - 

Créatinine (mmol) 9,2 10,8 15,32 - - - 
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Notre intérêt s’est porté sur les composés organiques de l’urine à savoir l’urée, l’acide 
urique et la créatinine (Tableau 38). Leur spectre UV a été réalisé dans de l’EUP	  (Figure 
82). L’acquisition des spectres UV a été effectuée à l’aide d’un spectrophotomètre de 
laboratoire dans une cuve en quartz de trajet optique 10 mm (Tableau 20 - Partie 2 
§4.3.2.3.). 
 
Comme le montre la Figure 82, à 5 mg/L, l’urée (A) ne présente pas de spectre 
caractéristique contrairement à l’acide urique (2 pics : 227 et 291 nm) (B) et à la 
créatinine (1 pic à 233 nm) (C).  
Des tests de rétention sur les cartouches Strata-SAX et Oasis-HLB ont été réalisés en 
faisant percoler des solutions de chacune des molécules à 5 mg/L dans de l’EUP sur 
chacune des 2 cartouches. Les spectres UV obtenus avant et après percolation ont alors 
été comparés. Ces tests de rétention ont montré que l’acide urique et la créatinine ne 
sont retenues sur aucune des 2 cartouches. Ces 2 molécules (pKa=4,4 pour l’acide 
urique ; pKa=3,55 pour la créatinine – Annexe 6) ne sont pas anioniques au pH 
considéré (pH 6,2, pH de l’EUP) ce qui explique la non rétention sur la cartouche Strata-
SAX. A noter que ces deux molécules ne sont également pas anioniques dans la matrice 
urinaire dont le pH peut varier entre 6,05 et 6,51 (Tableau 38). La non rétention sur la 
cartouche Oasis-HLB peut s’expliquer par un caractère hydrophile marqué (créatinine : 
log P= -1,76 ; acide urique : log P= -2,66).  
 

Urée Acide urique 

  

Créatinine  

 

 

Figure 82 : Composés de l’urine susceptibles d’interférer 

A" B"

C"
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3. Substances sélectionnées lors de 
l’application de la méthode MSP2E à 
l’urine humaine 

Le nombre d’études s’intéressant à la présence de micropolluants organiques 
(pesticides, produits pharmaceutiques, drogues) dans des matrices biologiques (sang, 
urine) ne cesse de se multiplier (Badoud et al., 2011 ; Feng et al., 2007 ; Boleda et al., 
2007. Diaz et al., 2012 ; Li et al., 2013 ; Samanidou et al., 2013 ; Berman et al., 2013a ; 
Bandzuchova et al., 2013).  
Les micropolluants organiques (pesticides, produits pharmaceutiques, drogues) peuvent 
se retrouver dans les urines humaines suite à deux voies d’exposition (ANSES, 2010) : 

• Exposition indirecte par l’alimentation, la contamination de l'air 
extérieur et intérieur, des sols ou des poussières intérieures (pesticides, 
perturbateurs endocriniens) 

• Exposition directe par ingestion ou injection de produits 
pharmaceutiques ou de drogues (Jimenez Giron et al., 2012 ; Badoud et 
al., 2011). 

Dans le cas de l’exposition indirecte, les concentrations en micropolluants organiques 
retrouvées dans les urines sont de l’ordre du μg/L. Ainsi, une récente étude réalisée aux 
Etats-Unis, montre que les concentrations en pesticides organophosphorés dans les 
urines sont en moyenne de 2 μg/L (Trunnelle et al., 2014). Cette étude précise que la 
principale source de contamination par ces pesticides est le contact avec les nettoyants 
ménagers (Trunnelle et al., 2014). De même, Berman et al. (2013b) ont montré que les 
concentrations dans les urines de certains pesticides organophosphorés avec un contact 
par inhalation sont au maximum de 13 μg/L. La présence de pesticides dans les urines 
est le signe d’une exposition involontaire à ces composés, exposition qui peut avoir des 
effets négligeables sur la santé (Huen et al., 2012). 
Dans le cas d’une exposition directe, comme c’est le cas lors de la prise d’un 
médicament, les concentrations dans les urines dépendent de la quantité excrétée en 
tant que molécule inchangée et sont de quelques μg/L au mg/L. Ainsi, Azzouz et 
Ballesteros (2012) ont réalisé une étude sur la présence de produits pharmaceutiques 
(œstrogènes et anti-inflammatoires non stéroïdiens) et les concentrations de ces 
substances dans les urines sont de quelques μg/L (maximum 4 μg/L). Par contre, une 
autre étude montre que la concentration dans les urines de certains anti-inflammatoires 
non stéroïdiens peut varier entre 100 μg/L pour le diclofénac et 2,5 mg/L pour 
l’ibuprofène (Sarafraz-Yazdi et al., 2012). 
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Comme pour la sélection des molécules pour la matrice eau, les substances 
sélectionnées pour appliquer la méthode MSP2E à l’urine humaine doivent d’une part 
être solubles dans l’urine et être détectables par spectrophotométrie UV. 
 
Huit substances ont été sélectionnées pour leurs caractéristiques physico-chimiques, un 
spectre UV caractéristique et leur présence dans les urines décrite dans la littérature. 
Ainsi, le choix s’est porté sur 6 substances à usage pharmaceutique (la carbamazépine, 
l’acétaminophène, le diclofénac, la caféine, l’hydrochlorothiazide, l’anastrozole), et 2 
pesticides (le diazinon, et le 2,5-dichlorophénol). Parmi les 6 substances 
pharmaceutiques, 3 sont considérées selon l’agence mondiale anti-dopage (AMA) 
comme des substances dopantes et leur usage est soit complètement interdit soit 
contrôlé (AMA, 2011).  

3.1. Choix des pesticides 
Le diazinon (étudié lors du développement de la méthodologie MSP2E dans l’eau) et le 
2,5-dichlorophénol, métabolite principal du paradichlorobenzène, ont été choisis parmi 
les pesticides pour cette étude sur l’urine humaine. 
Le diazinon fait partie des pesticides organophosphorés, catégorie de pesticides très 
largement utilisée en France, dont la principale source d’exposition est par voie orale 
(ingestion d’aliments contaminés) (Fréri et al., 2013). Les concentrations de diazinon 
retrouvées dans les urines sont faibles. Selon une étude réalisée sur des femmes d’une 
région agricole, les concentrations de ce pesticide dans les urines sont inférieures à        
0,5 μg/L (Huen et al., 2012).  
Un métabolite, le 2,5-dichlorophénol, souvent utilisé comme biomarqueur de l’exposition 
aux pesticides organochlorés est employé comme désodorisant, désinfectant et pour 
lutter contre les insectes et les petits rongeurs (utilisation en tant qu’antimite interdit en 
France depuis 2009) (Fréri et al., 2013 ; Yusa et al., 2012). Le 2,5-dichlorophénol est 
utilisé comme biomarqueur car il est rapidement éliminé dans les urines ce qui permet 

de déterminer rapidement la source d’exposition (Mortensen et al., 2014).  
L’exposition au 2,5-dichlorophénol peut se faire par inhalation lorsque le 
paradichlorobenzène est utilisé en tant que désodorisant et antimites et par contact 
cutané et par ingestion lors de contact direct avec les surfaces traités (Fréri et al., 
2013). Fréri et al. (2013) présentent une étude de l’institut de veille sanitaire, réalisée 
en 2006-2007 auprès d’un échantillon représentatif de la population résidant en France 
métropolitaine. Cette étude montre que la concentration urinaire moyenne en             
2,5-dichlorophénol est de 10,6 μg/L (Fréri et al., 2013). De même, une étude réalisée 
aux Etats-Unis où le 2,5-dichlorophénol est fréquemment retrouvé dans des teintures, 
des pesticides, et en tant que métabolite de composés rentrant dans la composition de 
désodorisants, montre que les concentrations dans les urines varient entre 2,5 et         
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20 μg/L (Mortensen et al., 2014). Notre choix s’est porté sur le 2,5-dichlorophénol de 
par son utilisation en tant que biomarqueur et la diversité de ses sources d’exposition. 

3.2. Choix des produits pharmaceutiques 
Le choix des produits pharmaceutiques s’est porté sur un anti-inflammatoire non 
stéroïdien (le diclofénac), un antidouleur (l’acétaminophène), et un antiépileptique, 
prescrit également en tant que régulateur de l’humeur (la carbamazépine). Le choix 
s’est porté sur ces molécules car elles font partie de la liste des molécules étudiées lors 
du développement de la méthode MSP2E dans l’eau. 
De plus, la carbamazépine, l’acétaminophène et le diclofénac font partie des substances 
pharmaceutiques les plus consommées à travers le monde (Zhang et al., 2008 ; Antunes 
et al., 2013). En effet, la consommation annuelle en diclofénac et en carbamazépine est 
estimée respectivement à 940 et 1014 tonnes (Landry et Boyer, 2013 ; Zhang et al., 
2008). En France, la consommation annuelle est de près de 3 000 tonnes pour 
l’acétaminophène, 27 tonnes pour le diclofénac et 33 tonnes pour la carbamazépine 
(Ortiz de Garcia et al., 2013).  
 
Le Tableau 39 présente les substances pharmaceutiques étudiées dans la matrice 
urinaire. La concentration attendue dans les urines humaines a été calculée en se 
basant sur le volume moyen excrété par jour (Tableau 38, entre 1,3 et 2,3 L) et la dose 
journalière habituellement prescrite pour chacune des substances. 

Tableau 39 : Substances pharmaceutiques étudiées dans l’urine avec le % d’extraction et la 
concentration attendue en fonction de la dose journalière ou ponctuelle ingérée (* : la 
concentration attendue a été calculée en fonction du volume d’urine éliminé par jour) 

Substance Dose journalière ou 
ponctuelle (mg) 
(Vidal, 2013) 

% excrété dans les 
urines (Vidal, 2013) 

Concentration 
attendue (mg/L) 

Acétaminophène 500 - 1000 5 10,8 – 38,4 

Carbamazépine 400 – 2000 2 3,5 – 31 

Diclofénac 25 – 100 1 0,1 – 0,8 
 
Le Tableau 39 montre que les concentrations journalières attendues dans les urines sont 
de l’ordre du mg/L.  
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3.3. Choix des molécules dopantes 
La liste des substances dopantes est proposée par l’agence mondiale anti-dopage (AMA). 
Les substances dopantes sont classées en cinq groupes principaux (AMA, 2011) : 

• Les agents anabolisants : stimulent la synthèse des protéines du tissu 
musculaire et de l’os et peuvent être utilisés dans le but d’améliorer 
l’aptitude physique des athlètes 

• Les hormones et substances apparentées : l’érythropoïétine (EPO) 
figure en première position depuis son introduction dans la liste en 1990. 
L’EPO, hormone endogène, favorise la production de globules rouges et 
donc l’oxygénation tissulaire lors d’efforts extrêmes 

• Les β-2 agonistes : sont consommés pour augmenter la masse musculaire 
et améliorent également la capacité d’entraînement (psychostimulants et 
bronchodilatateurs).  

• Les antagonistes et modulateurs hormonaux : sont utilisés dans le 
dopage en accompagnement de la prise de stéroïdes anabolisants 

• Les diurétiques et agents masquant : masquent la prise d’agent dopant 
par dilution des urines ou modification du profil hormonal, ou permettent 
une perte de masse dans les disciplines où le poids est un critère de 
classification  

D’autres substances comme les stimulants, les narcotiques et les cannabinoïdes sont 
également interdites en compétition. Ainsi, la caféine (groupe des stimulants) a été 
étudiée dans l’urine. Cette molécule, marqueur de l’activité anthropique et pouvant être 
présente dans certains médicaments, est également considérée comme un produit 
dopant si sa concentration dans les urines dépasse 12 mg/L. Les résultats des 
laboratoires accrédités par l’agence mondiale de lutte contre le dopage ont été analysés 
pour chacun des groupes afin de sélectionner quelques molécules dopantes selon leur 
fréquence d’utilisation, et leurs caractéristiques physico-chimiques (AMA, 2011). Pour 
des raisons d’autorisation, il est difficile de se procurer la majorité des produits dopants. 
Ainsi, notre choix s’est porté sur le groupe des diurétiques et des agents masquant et le 
groupe des antagonistes et modulateurs hormonaux. En 2011, l’hydrochlorothiazide a 
été le produit masquant ou diurétique le plus retrouvé dans les urines lors de contrôles 
anti-dopage réalisés par l’AMA (AMA, 2011). Lors d’un traitement médical, la dose 
journalière prescrite d’hydrochlorothiazide est de 25 mg et le pourcentage excrété en 
tant que molécule inchangée est de 95% (Vidal, 2013). En considérant que le volume 
d’urine quotidien est compris ente 1,3 et 2,3 L (Tableau 38), la concentration attendue 
dans les urines est comprise entre 10 et 18 mg/L. Les deux premières substances du 
groupe des produits antagonistes et modulateurs hormonaux les plus retrouvées dans 
les urines lors de contrôles anti-dopage sont le tamoxifen et le clomiphène. Mais, ces 
deux dernières substances sont insoluble dans l’eau, pour le clomiphène, ou très 
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faiblement soluble dans l’eau (solubilité dans l’eau du tamoxifen 400 μg/L) (Hu et al., 
2006 ; Vaghasiya et al., 2013).  
Ainsi, l’anastrozole (solubilité dans l’eau : 500 mg/L) placée en troisième position des 
produits antagonistes et modulateurs hormonaux les plus retrouvés lors des contrôles 
anti-dopage a été choisi (Xi et al., 2010). La sélection des molécules dopantes s’est donc 
portée sur la caféine (stimulant), l’hydrochlorothiazide (groupe des diurétiques et des 
agents masquant) et l’anastrozole (inhibiteur de l’aromatase, groupe des antagonistes et 
modulateurs hormonaux). 

3.4. Spectres UV des substances d’intérêt 
Les caractéristiques physico-chimiques des substances d’intérêt pour l’application de la 
méthode MSP2E à la matrice urinaire sont présentées en Annexe 6 et leur spectre UV 
est présenté dans la Figure 83. 
 
En ce qui concerne les pesticides, le diazinon et le 2,5-dichlorophénol présentent des 
spectres UV caractéristiques avec respectivement un pic à 247 nm (Figure 83-A) et un 
épaulement à 224 nm et un pic à 281 nm (Figure 83-B). En ce qui concerne les 
molécules pharmaceutiques, le spectre UV de l’acétaminophène présente un pic à 243 
nm (Figure 83-C), le spectre UV de la carbamazépine présente 2 pics à 221 et 285 nm 
(Figure 83-D) et le spectre UV du diclofénac présente un pic à 276 nm (Figure 83-E). 
Enfin, en ce qui concerne les molécules pharmaceutiques considérées comme des 
produits dopants par l’AMA, le spectre UV de la caféine présente 2 pics à 205 et 273 nm 
(Figure 83-F) et le spectre UV de l’hydrochlorothiazide présente 2 pics à 225 et 271 nm 
(Figure 83-H). L’anastrozole (Figure 83-G) ne présente pas de spectre UV 
caractéristique et ne sera donc pas étudiée dans cette partie. 
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Figure 83 : Spectres UV des molécules d’intérêt (* : molécules pharmaceutiques considérées comme dopantes par l’AMA) 
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4. Optimisation de la méthode MSP2E 
adaptée à la matrice urinaire suivie 
d’une analyse par spectrophotométrie 
UV 

Les étapes de la SPE (conditionnement, percolation, lavage et élution) ont été réalisées 
manuellement à l’aide d’un collecteur d’extraction sous vide. L’urine humaine recueillie 
chaque jour et prétraitée (filtration, centrifugation) est diluée, puis 10 mL sont percolés 
sur les deux cartouches commerciales Strata-SAX (500 mg) et Oasis-HLB (225 mg) selon 
la procédure MSP2E (Figure 84). 	  
 

 

Figure 84 : Procédure MSP2E (Rappel) 

4.1. Dilution de la matrice 
La matrice urinaire brute est trop concentrée en molécules endogènes (urée, créatinine, 
acide urique,…) et doit donc être diluée afin d’éviter d’une part de saturer les phases 
solides et d’autre part de masquer (au niveau du spectre UV) les molécules cibles lors 
des élutions. 

 
Trois dilutions d’urine prétraitée (avant percolation) ont été testées : 10, 20 et 100 afin 
d’évaluer l’effet de la dilution sur la détection UV (Figure 85). Les fractions d’élution 
obtenues lorsque l’urine prétraitée est diluée par 10 présentent des signaux résiduels 
importants (saturation des signaux) nécessitant des dilutions supplémentaires des 
fractions par 3, 5, 20 et même 50 afin d’obtenir un signal non saturé. Les essais réalisés 
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à partir d’une urine prétraitée et diluée par 20, montrent que les fractions obtenues 
doivent également être diluées mais de manière moins importantes (facteur de dilution 
compris entre 2 et 10). Enfin, les signaux UV des fractions obtenues à partir de l’urine 
prétraitée diluée par 100 ne nécessitent pas de dilution supplémentaire.  
Au final, les facteurs de dilution totaux prenant en compte la dilution de l’urine 
prétraitée et la dilution des différentes fractions d’élution sont (Tableau 40) : 

• dans le cas de l’urine prétraitée diluée par 10, compris entre 10 et 500 

• dans le cas de l’urine prétraitée diluée par 20, compris entre 20 et 200 

• dans le cas de l’urine prétraitée diluée par 100, de 100. 

Tableau 40 : Facteur de dilution total pour chacune des fractions d’élution en fonction de la 
dilution initialement réalisée sur l’urine brute (en gras : facteur de dilution total le plus faible) 

 Facteur de dilution total 
 Dilution de l’urine 

brute par 10 
Dilution de l’urine 

brute par 20 
Dilution de l’urine 

brute par 100 
A1 200 200 100 
A2 200 200 100 
E1 500 100 100 
E2 50 20 100 

E3 30 20 100 
E4 10 20 100 

 
D’après le Tableau 40 et la Figure 85, la dilution de l’urine prétraitée par 20 permet de 
diminuer les signaux résiduels dus aux interférents (essentiellement présents dans les 
fractions A1, A2, E1 et E2) tout en limitant le facteur de dilution total.  
Afin de réaliser un compromis entre la diminution des signaux résiduels dus aux 
interférents et l’impact du facteur de dilution total sur la détection des molécules 
d’intérêt, une dilution de l’urine brute par 20 a été choisie. 
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Urine diluée par 10 Urine diluée par 20 Urine diluée par 100 

 
 

 

   

   

Figure 85 : Spectres UV des différentes fractions d’élution en fonction de la dilution de l’urine avant percolation 
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4.2. Intérêt de la cartouche Strata-SAX 
Avec une dilution de l’urine prétraitée par 20, les spectres UV des fractions Strata-SAX 
(Figure 85 – B) nécessitent une dilution supplémentaire d’un facteur 10. Le facteur total 
de dilution est alors important et le signal résiduel masque d’éventuelles molécules. 
Ainsi, l’utilité de la cartouche Strata-SAX a été discutée. L’importance de la cartouche 
Strata-SAX comme cartouche de garde pour une meilleure sensibilité a été montrée en 
comparant les spectres UV des fractions issues de la cartouche Oasis-HLB après 
percolation directe sur cette dernière avec ceux des fractions obtenues après 
percolation sur les deux cartouches en série (Figure 86). 
Quelle que soit la fraction d’élution, les spectres UV obtenus présentent des 
interférences plus importantes (absorbances plus élevées) lors de l’utilisation d’une 
cartouche Oasis-HLB uniquement. Une pré-cartouche Strata-SAX permet de diminuer 
assez fortement l’amplitude des signaux ce qui facilite la détection et l’identification 
d’une molécule d’intérêt retenue sur la phase solide Oasis-HLB.  
A noter que le diclofénac est une molécule anionique et donc retenue et éluée sur la 
cartouche Strata-SAX, elle ne sera donc pas étudiée dans l’urine humaine. 
 

E1 diluée par 5 E2 diluée par 2 

  
E3 E4 

  
Figure 86 : Comparaison des signaux UV obtenus lors de l’utilisation d’une cartouche Oasis-HLB 
précédée ou non d’une cartouche Strata-SAX 

 

A" B"

C" D"



	  
	  

216	  

4.3. Evolution des éluants 
Les éluants déterminés lors du développement de la méthode MSP2E pour la matrice 
eau (ACN/EUP 30/70 (V/V) et ACN/EUP 70/30 (V/V)) sont conservés dans le cas de 
l’urine humaine mais une pré-élution supplémentaire a été définie afin de diminuer 
davantage les interférences présentes lors des élutions E1 et E2 (Figure 85-E et Figure 
86-A et B). Cette pré-élution doit pouvoir diminuer l’impact des interférents sur le signal 
sans pour autant éliminer les molécules d’intérêt.  
Pour cela, une solution (10 mL) d’urine prétraitée, diluée et dopée avec de la caféine a 
été percolée sur les cartouches et un pré-éluant composé d’ACN et d’EUP (composition 
croissante en ACN 2, 3, 4 et 5%) a été évalué. Un volume de 5 mL d’un mélange 
ACN/EUP 4/96 (V/V) permet d’éliminer le maximum d’interférent sans éluer la caféine 
(Figure 87). 

	  

 

Figure 87 : Pré-élution de 5 mL avec un mélange ACN/EUP 4/96 (V/V)	  	  

	  
Actuellement, l’interférent n’a pas été identifié parmi les différents composés de l’urine. 
Mais d’après le pourcentage d’ACN faible nécessaire pour en éliminer une partie, ce 
composé doit être polaire avec un log P inférieur à celui de la caféine (log P=-0,13). 
 
La méthode MSP2E adaptée à l’urine consiste finalement en une étape de 
préconcentration sur une cartouche Oasis-HLB précédée d’une cartouche de garde 
Strata-SAX. La cartouche Oasis-HLB est pré-éluée avec un mélange ACN/EUP 4/96 (V/V) 
avant d’être éluée (Figure 88). 
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Figure 88 : Méthode MSP2E adaptée à la matrice urinaire 

4.4. Optimisation des volumes d’élution 
Après percolation de 10 mL d’urine prétraitée et diluée par un facteur 20 et dopée avec 
une des molécules d’intérêt, des tests d’élution ont été réalisés en triplicat avec une 
série de 10 fractions d’élution successives de 500 µL de l’éluant considéré (ACN/EUP 
30/70 (V/V) et ACN/EUP 70/30 (V/V)) afin de déterminer un volume d’élution permettant 
un pourcentage d’extraction supérieur à 70%. 
Les fractions, qui contiennent une quantité négligeable (< 5%)	  de l’analyte, ne sont pas 
prises en compte pour déterminer le volume d’élution final afin de ne pas diminuer le 
facteur de concentration. Ainsi, une première élution E1 (ACN/EUP 30/70 (V/V)) de 3 mL 
est réalisée afin d’éluer l’acétaminophène et la caféine. La deuxième élution E2 réalisée 
avec le mélange ACN/EUP 70/30 (V/V) avec un volume de 1,5 mL permet d’éluer la 
carbamazépine et l’hydrochlorothiazide. Enfin, une élution contenant uniquement de 
l’ACN (3 mL) permet d’éluer le diazinon et le 2,5-dichlorophénol. 
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4.5. Fractionnement des molécules 
La Figure 89 montre que les molécules sont bien éluées en fonction de leur log P. La 
caféine (log P= -0,13±0,37) et l’acétaminophène (log P= 0,34±0,21) qui sont les plus 
polaires sont éluées dans la fraction d’élution E1. L’hydrochlorothiazide (log P= 
0,84±0,28) est éluée dans les fractions E1 et E2. La carbamazépine (log P=2,67±0, 38) 
est éluée dans la fraction E2. Enfin, le 2,5-dichlorophénol (log P=2,88±0,24) et le 
diazinon ((log P=2,75±0,40) moins polaires, sont élués à la fois dans la fraction d’élution 
E2 et dans la fraction E3.  

 

Figure 89 : Fractionnement des molécules en fonction de leur polarité 

Malgré l’ajout d’une pré-élution de 5 mL et malgré l’optimisation des volumes d’élution,  
les spectres UV des fractions d’élution de la cartouche Oasis-HLB de l’urine non dopée 
(Figure 90-D, H et L) montrent que la matrice en elle même va plus ou moins interférer 
lors de l’étape de détection. La fraction d’élution E1 (Figure 90-D) présente un spectre 
résiduel (présence d’un pic à 270 nm). Les spectres liés aux fractions d’élution E2 et E3 
(Figure 90-H et L) sont décroissants monotones et vont donc moins gêner la détection 
des molécules d’intérêt. 
L’acétaminophène (Figure 90-A), la caféine (Figure 90-B) et l’hydrochlorothiazide 
(Figure 90-C) sont éluées dans la fraction E1. Le spectre de la caféine est reconnaissable 
(Figure 86) de par notamment un pic à 273 nm (Figure 90-B). La fraction d’élution E1 
obtenue après le dopage de l’urine diluée par de l’acétaminophène (Figure 90-A) 
présente un épaulement à 240 nm, qui doit être lié au pic de l’acétaminophène présent à 
243 nm (Figure 83-C).  
La détection de l’acétaminophène va être facilitée par l’utilisation du logiciel de 
déconvolution. En effet, ce dernier va soustraire au spectre UV de la fraction E1 obtenue 
après le dopage de l’urine (prétraitée et diluée) par de l’acétaminophène le spectre de la 
fraction E1 obtenue sans dopage de l’urine prétraitée et diluée. 
Pour les fractions d’élution E2 et E3, les spectres interférents étant plus faibles, la 
détection et l’identification des composés sont facilitées. Ainsi, le diazinon est 
identifiable (Figure 86 et Figure 90-E) avec un pic caractéristique à 247 nm. De même, 
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l’hydrochlorothiazide est plus facilement identifiable dans l’élution E2 (Figure 90-G et 
Figure 86) que dans l’élution E1 (Figure 90-C). En effet, le spectre UV de la fraction E1 
obtenu après le dopage de l’urine (prétraitée et diluée) avec l’hydrochlorothiazide 
présente un pic à 271 nm pouvant être confondu avec le pic lié à l’interférent présent 
dans cette même fraction d’élution (Figure 90-D). Par contre, le spectre UV de la 
fraction E2 obtenu après le dopage de l’urine (prétraitée et diluée) avec 
l’hydrochlorothiazide présente 2 pics à 225 et 271 nm, pics caractéristiques du spectre 
UV de cette molécule. 
 
ELUTION 1 E1 : 30/70 ACN/EUP (V/V) (3 mL) 

	  
	  

	   	  
ELUTION 2 E2 : 70/30 ACN/EUP (V/V) (1,5 mL)	  

	   	  

	   	  

Figure 90 : Spectres UV des différentes fractions sans et avec dopage (ACE : acétaminophène ; 
DIAZ : diazinon ; CAF : caféine ; CARBA : carbamazépine ; HYDRO : hydrochlorothiazide ; DCP : 
2,5-dichlorophénol) 
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ELUTION 3 E3 : ACN (3 mL)	  

	   	  

	   	  

Figure 90 : Spectres UV des différentes fractions sans et avec dopage (ACE : acétaminophène ; 
DIAZ : diazinon ; CAF : caféine ; CARBA : carbamazépine ; HYDRO : hydrochlorothiazide ; DCP : 
2,5-dichlorophénol) (fin) 

Le schéma d’élution (Figure 91) présente la méthodologie finale MSP2E pour la matrice 
urinaire. 
 

 
Figure 91 : Fractionnement MSP2E adapté à la matrice urinaire (Pe signifie pré-élution) 
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4.6. Pourcentages d’extraction 
Les pourcentages d’extraction ont été estimés à l’aide du logiciel de déconvolution en 
prenant comme base de référence l’urine (prétraitée et diluée) non dopée dans chacune 
des fractions et dans le modèle, chacune des molécules d’intérêt. 
Les pourcentages d’extraction sont estimés sur trois échantillons issus de trois urines 
différentes (même personne, trois jours différents) (Tableau 41). 

Tableau 41 : Pourcentages d’extraction obtenus avec les écart-types (n=3) 
Molécule Pourcentage d’extraction (%) ± écart-type 
 E1 E2 E3 
Caféine  102 ± 1 - - 

Acétaminophène 45 ± 1 - - 
Hydrochlorothiazide 35 ± 4 42 ± 3 - 
Carbamazépine - 70 ± 6 - 
2,5-Dichlorophénol - 10 ± 3 35 ± 10 
Diazinon  10 ± 2 42 ± 4 

 
Pour chacun des triplicats, la concentration finale après dopage et après dilution est de 
300 µg/L pour la carbamazépine, de 500 µg/L pour la caféine, l’acétaminophène et 
l’hydrochlorothiazide, de 1,5 mg/L pour le 2,5-dichlorophénol et enfin de 8 mg/L pour le 
diazinon. Ces concentrations ont été choisies en fonction des caractéristiques spectrales 
de chacune des molécules (coefficient d’extinction molaire – Annexe 6). 
Les pourcentages d’extraction obtenus pour la caféine et la carbamazépine sont assez 
élevés (> 70%) en revanche le pourcentage d’extraction du 2,5-dichlorophénol est faible 
(10%). Le pourcentage d’extraction faible pour cette dernière molécule peut être lié 
d’une part à une élution dans deux fractions et d’autre part à son coefficient d’extinction 
molaire qui est plus faible que pour les autres molécules (Annexe 6) pouvant induire une 
sous-estimation du pourcentage d’extraction.  
Le pourcentage d’extraction obtenu pour l’acétaminophène est inférieur à 50% lors 
d’une concentration initiale de 500 µg/L mais peut atteindre 75% lors d’une 
concentration plus élevée (1,5 mg/L). Ainsi, une sous-estimation de la concentration a pu 
être induit par la matrice et par le manque de sensibilité de la détection UV. 
L’hydrochlorothiazide est éluée dans deux fractions d’élution, ce qui peut altérer la 
détection lors d’une concentration inférieure à 500 µg/L. Cependant, dans les conditions 
opératoires, le pourcentage d’extraction de cette molécule est de près de 77%. 
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4.7. Concentrations dans les urines 
La limite de détection a été définie dans le cas de l’urine comme étant la concentration 
minimale à laquelle le signal de la molécule se distingue. Les limites de détection ainsi 
déterminées sont dans nos conditions opératoires de 1,6 mg/L pour la caféine, de 3 mg/L 
pour la carbamazépine, de 5 mg/L pour l’acétaminophène et l’hydrochlorothiazide, de     
20 mg/L pour le 2,5-dichlorophénol et de 40 mg/L pour le diazinon. Ces concentrations 
sont très supérieures à celles que les systèmes chromatographiques peuvent détecter 
(de 0,02 jusqu’à 500 μg/L selon les molécules) (Tableau 42). Par contre en ce qui 
concerne la caféine, la limite de détection de la méthode MSP2E est inférieure à la 
concentration maximale autorisée (12 mg/L) par l’AMA (AMA, 2011). Ainsi, la méthode 
MSP2E pourrait être utilisée par exemple sur le lieu de certaines compétitions afin de 
détecter certaines substances considérées comme dopantes. Cette méthode serait bien 
évident suivie d’une analyse chromatographique classique. 

Tableau 42 : Comparaison des limites de détection obtenues avec la méthode MSP2E avec celles 
des méthodes analytiques standards 

Molécule	   MSP2E/UV 
(mg/L) 

Limites de détection 
(μg/L) Références 

Hydrochlorothiazide 5 125 Badoud et al., 2011 

Diazinon 40 0,02-0,5 Baker et al., 2000 

2,5-Dichlorophénol 20 0,2; 
10 

0,03 

Casas et al., 2011 
Lai et al., 2006 
Fréri et al., 2013 

Acétaminophène 5 100 Abu-Qare et Abou-Donia, 
2001 

Carbamazépine 3 500 Ambrose et al., 1998 

Caféine 1,6 242 
10 

Ptolemy et al., 2010 
Tuomi et al., 1999 
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5. Conclusion 
La méthode MSP2E présente l’avantage d’être beaucoup moins onéreuse que les 
méthodes classiques chromatographiques et permet d’utiliser les phases solides comme 
un outil de fractionnement dans le cas de l’urine. Cette méthode présente également 
l’avantage de pouvoir être utilisée rapidement sur site. Dans le cas de la matrice 
urinaire, le site en question pourrait être par exemple le lieu de certaines compétitions 
sportives afin de pouvoir détecter de manière rapide certaines molécules dopantes. 
Au vue des limites de détection obtenues (Tableau 42) et des concentrations attendues 
dans les urines selon le mode d’exposition (Tableau 39) :  

• les substances pharmaceutiques étudiées (acétaminophène, 
carbamazépine) et les produits dopants et assimilées (caféine et 
hydrochlorothiazide) peuvent être détectés directement par 
spectrophotométrie UV, 

• une analyse chromatographique est nécessaire pour détecter les 
pesticides étudiés (2,5-dichlorophénol et diazinon) après l’étape de 
fractionnement. 

La méthode mise en place permet de simplifier et de nettoyer l’échantillon à analyser ce 
qui permet de faciliter la détection et l’identification. La méthode MSP2E peut être 
utilisée dans l’eau mais peut également être transposée à d’autres matrices comme 
l’urine humaine dans le cas où le mode d’exposition a été direct (ingestion) comme c’est 
le cas pour les produits pharmaceutiques et les dopants. Dans le cas où les 
concentrations dans l’urine sont trop faibles pour être détectées directement par 
spectrophotométrie UV, le principe de fractionnement se basant sur la superposition de 
2 phases solides SPE et sur les propriétés physico-chimiques (log P, pka) des molécules 
peut toujours être employé. 
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Conclusion générale 
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La présence de micropolluants organiques dans les milieux aquatiques est de plus en 
plus d’actualité. Les lois nationales et européennes (la Loi sur l’Eau et les Milieux 
Aquatiques de 2006 et Directive Cadre sur l’Eau de 2000) visent à l’obtention d’un bon 
état écologique de l’eau ce qui incite la communauté scientifique à développer de 
nouvelles technologies analytiques pouvant détecter ces composés à l’état de traces 
voire d’ultra-traces. Ces molécules peuvent aussi bien être des molécules contrôlées 
(règlementées), comme les pesticides, qu’émergentes comme les produits 
pharmaceutiques et d’hygiène corporelle (PPCP) et les hormones. Dans certaines 
circonstances (évènements climatiques exceptionnels, évènements accidentels ou 
intentionnels), les concentrations retrouvées peuvent atteindre plusieurs dizaines ou 
centaines de μg/L et une réactivité des services sanitaires et de santé est alors 
demandée de manière à prendre toutes les mesures nécessaires afin de protéger les 
populations et l’environnement. Des méthodes sur site, par exemple en ligne, peuvent 
alors être utilisées afin de fournir un pré-diagnostic rapide. Actuellement, certaines 
techniques de ce type se développent mais sont pour la plupart peu spécifiques. 
 
Dans cette optique, ces travaux de thèse ont eu pour objectif de développer un 
analyseur pouvant être utilisé sur site permettant une détection rapide de 
micropolluants organiques dans l’eau (eau de surface, eau de distribution) notamment 
dans le cadre de pollutions accidentelles.  
Plus précisément, une méthode, nommée MSP2E (multiple solide phase double 
extraction), permettant d’identifier rapidement (en moins de 2 heures) une pollution 
organique a été mise en place. Elle repose sur : 

• l’utilisation de multiples phases solides pour séparer les molécules selon 
leurs propriétés physico-chimiques : plus précisément leur charge 
(molécules anioniques) pour la rétention sur la première phase solide 
(Strata-SAX) et leur polarité pour l’élution des molécules neutres et 
cationiques sur la deuxième phase solide (Oasis-HLB), 

• la séparation des molécules retenues sur la phase solide Oasis-HLB via 
l’emploi d’un gradient d’élution consistant en un mélange d’acétonitrile et 
d’eau ultra pure. Ce fractionnement par gradient permet de simplifier les 
spectres UV de chacune des fractions et d’orienter vers une identification, 

• une détection par spectrophotométrie UV couplée à une banque de 
données spectrales permettant une identification en fonction de la fraction 
d’élution.  

 
L’originalité de ce travail repose sur l’utilisation de l’extraction sur phase solide (SPE) 
en tant, qu’outil de préconcentration mais également et surtout en tant qu’outil de 
séparation et de fractionnement. Ce fractionnement permet de simplifier la matrice 
(eau de surface, eau de consommation) et facilite la détection et l’identification d’un 
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composé organique. Dans le cadre de ce projet, cette dernière n’est rendue possible que 
si le système est lié à une banque de données spectrales regroupant d’une part les 
caractéristiques physico-chimiques et spectrales des molécules et d’autre part leur 
capacité de rétention et leur schéma d’élution.  
Si le signal de chacune des fractions ne permet pas une identification, plusieurs 
hypothèses peuvent être émises : 

• la molécule incriminée ne présente pas de spectre UV ce qui va nécessiter 
une analyse chromatographique en laboratoire pour permettre sa 
détection, 

• la concentration de la molécule d’intérêt est trop faible pour pouvoir être 
détectée par spectrophotométrie UV ce qui va également nécessiter 
l’emploi d’un système chromatographique plus sensible, 

• le signal est significatif (présence de pic), mais soit représentatif d’un 
mélange, ce qui implique l’utilisation d’un logiciel de déconvolution pour 
séparer les signaux des molécules, soit la molécule présente n’est pas 
répertoriée dans la banque de données spectrales. Dans ce cas une 
analyse chromatographique en laboratoire est réalisée.  

 
La méthodologie MSP2E a montré que la séparation et le fractionnement des molécules 
organiques peuvent être prédits par leurs propriétés physico-chimiques en particulier 
leur polarité. Cette prédiction a été affinée par l’étude de 44 molécules de manières 
individuelles et validée sur un mélange de pesticides. Au total, près de 85 molécules ont 
été étudiées dans l’eau ultra pure, de l’eau de surface et de l’eau de consommation. 
 
Ce travail a également permis de mettre en évidence une capacité de charge limitée de 
la phase solide Strata-SAX ce qui peut restreindre la rétention des molécules anioniques 
en fonction de la concentration ionique des solutions étudiées. Ce verrou a pu être 
partiellement levé par l’ajout d’une pré-cartouche à base de phase solide Strata-SAX et 
de masse variable : la masse de cette pré-cartouche devant être proportionnelle à la 
conductivité de la solution (concentration ionique).  
 
De plus, l’analyseur automatisé mis en place au cours de ces travaux pourra être 
amélioré par l’ajout d’une pompe péristaltique après l’étape d’élution permettant ainsi 
une homogénéisation de la solution avant l’étape de détection.  
 
L’intérêt de la méthode MSP2E est de concentrer l’échantillon directement en évitant 
les pertes de temps liées au transport. Si les analyses par spectrophotométrie UV 
réalisées sur site ne sont pas suffisantes pour l’identification des composés, les fractions 
d’élution peuvent alors être transportées au laboratoire pour une analyse 
chromatographique. Selon les molécules considérées et la fraction d’élution dans 
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laquelle elles sont éluées, les limites de détection varient entre 0,8 et 120 µg/L. En 
considérant un pourcentage d’extraction d’au moins 75%, 70% des molécules étudiées 
présentent une limite de détection inférieure à 20 µg/L, concentration susceptible d’être 
retrouvée lors d’évènements accidentels ou intentionnels dans les eaux de surface. 
 
Enfin, la méthodologie MSP2E a été transposée et étudiée pour la détermination de 
molécules (pesticides, produits pharmaceutiques et dopants) dans l’urine humaine. Dans 
ce cas, cette méthodologie permet de simplifier fortement la matrice en éliminant des 
interférents. Mais afin d’atteindre certaines concentrations retrouvées dans les urines 
humaines notamment lors d’une exposition aux pesticides (µg/L), des analyses 
chromatographiques de chacune des fractions peuvent être envisagées. Dans le cas de 
l’urine, matrice complexe, la cartouche Strata-SAX sert de pré-cartouche afin d’éliminer 
les interférences. De plus, une pré-élution comportant 4% d’acétonitrile a été rajoutée 
avant l’élution de la cartouche Oasis-HLB afin de s’affranchir d’un résiduel interférent. 
Le même schéma d’élution fractionnée a été mis en évidence en se basant sur un 
gradient d’élution d’acétonitrile et d’eau. Concernant la problématique de la matrice 
urinaire, des essais réalisés sur l’analyseur laissent à penser que des optimisations 
doivent être apportées au niveau des débits de percolation ou d’élution ou lors du 
compactage des phases dans les cartouches afin d’extraire et de séparer de manière 
automatisée les molécules présentes dans les urines. 
 
Afin d’appréhender des problématiques pratiques comme l’ergonomie, le poids, 
l’encombrement, le système de filtration ainsi que la facilité d’utilisation par tout 
opérateur, des tests sur site avec le prototype terrain de l’analyseur devront être 
réalisés (finalisation du projet UV-Trace). 
 
Lors de l’emploi de l’analyseur dans le cas de la détection de micropolluants organiques 
dans l’eau, le matériel a montré certaines limites : 

• Des bulles peuvent apparaître dans le système hydraulique	  ce qui peut soit 
fausser les volumes d’élution soit empêcher la réalisation de ligne de base 
ou du spectre UV interrompant ainsi la séquence d’analyse. 

• Afin de faciliter l’identification des molécules dans les différentes fractions 
d’élution, la comparaison des spectres des fractions avec ceux de la 
banque de données spectrales pourrait être automatisée. De plus, le 
logiciel de déconvolution pourrait être amélioré de manière à créer des 
modèles par type de fractions d’élution et à augmenter le nombre de 
molécules susceptibles de se retrouver dans telle ou telle fraction. 

• Afin d’éluer les molécules les plus apolaires, comme les hydrocarbures 
aromatiques polycycliques, pour lesquelles la force éluante utilisée n’est 
pas suffisante, des modifications du système (par exemple l’ajout d’un 
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spectrofluorimètre, ou la modification de la cuve de mesure) peuvent être 
envisagées pour pouvoir employer d’autres solvants. 

• Des optimisations au niveau des débits de percolation et d’élution peuvent 
être investiguées de manière à retenir et à éluer certaines molécules 
comme l’aténolol (molécule pharmaceutique) qui ont montré un défaut de 
rétention avec l’analyseur. 

 
Par ailleurs, la qualité des cartouches s’est montrée également importante pour la 
robustesse des résultats, en particulier au niveau du compactage. Il est primordial 
d’utiliser des cartouches homogènes avec un taux de compactage élevé afin de limiter 
l’apparition de « chemins préférentiels ».  
 
L’utilisation d’une pré-cartouche à masse variable en fonction de la conductivité de la 
matrice semble être une piste intéressante pour simplifier la matrice et pour augmenter 
la rétention des molécules anioniques sur la cartouche Strata-SAX. Cependant, des tests 
supplémentaires doivent être envisagés afin d’optimiser ce paramètre et des 
modifications devraient être apportées à l’analyseur afin de pouvoir ajouter cette pré-
cartouche. Ces modifications peuvent par exemple être l’ajout d’une dérivation par une 
troisième électrovanne. A court terme, l’analyseur doit être optimisé et compacté de 
manière à obtenir un prototype portable, et utilisable sur le terrain.  
 
La méthodologie développée présente plusieurs perspectives en termes d’application. 
Tout d’abord, comme montré au cours de ce travail, la méthode peut être utilisée dans 
de l’eau (eau de surface, eau de consommation) afin de détecter des micropolluants 
organiques. Elle peut alors soit fournir un pré-diagnostic rapide en cas de pollution 
importante soit permettre un suivi dans le temps de la qualité de l’eau. De plus, cette 
méthode peut être transposée à d’autres matrices telles que la matrice urinaire dont les 
applications envisagées pourraient être la détection de substances illicites ou dopantes 
dans les urines. Mais, elle pourrait également permettre la détection de ces substances 
dans d’autres matrices biologiques comme le sang.  
 
En général, lors d’une pollution accidentelle ou intentionnelle, la procédure classique 
repose sur le prélèvement, et le transport jusqu’au laboratoire afin d’y réaliser les 
analyses. Cette méthodologie MSP2E développée permet donc un gain de temps 
important et permet un pré-diagnostic rapide. 
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This paper proposes a new approach for the on-site detection of micropollutants in water in case of acci-
dental or intentional contamination (characterized by high concentration). The technique is based on the
use of an automatic multiple solid phase extraction step (MSPE) followed by direct or indirect UV spec-
trometry (MSPE/UV) for the detection of organic contaminants in water (such as regulated molecules
(pesticides …) as well as emerging pollutants (pharmaceutical products, endocrine disruptors …)). The
development of the system supposes firstly the choice of the most appropriate sorbent(s) and secondly
conditions for the detection of targeted micropollutants, from several solid phase extraction cartridges
and eluting solvents. Two different extraction sorbents were chosen. These sorbents and several eluting
solvents allow the first separation of the compounds based on the physico-chemical properties of each substance
(pKa, log Kow) and on the specific interactions with the sorbent. Finally, a UV analysis (either at the maximum of
absorbance using a calibration curve or from the whole spectrum using a multicomponent (deconvolution) exploi-
tationmethod) of each fraction allows a determination and a quantification of each compound. Themethod is rapid
(less than 2 h), sensitive enough for an accidental/intentional contamination (between 5 and 40 μg·L−1 according
to the substances) and with a good precision (between 4 and 14%).

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Wastewater sources could be contaminated by a variety of organic
compounds such as pesticides, pharmaceuticals, additives or personal
care products, and other industrial chemicals. Though the concentration
of most of these contaminants is low in environmental waters, ranging
from pg·L−1 to ng·L−1 (micropollutants), they are widely recognized
as a potential risk to aquatic ecosystems and to human health [1].

The concentration of such contaminants can be higher in case of
exceptional events like accidental pollutions. Such events are not rare.
For example in 2010, 236 high and medium severity incidents were
investigated in Northern Ireland [2], 400 were reported in UK and
Wales [3] and 89 in France [4], all associated to water pollution. High
rainy events can also be a source of an increase of micropollutant con-
centration in environmental waters, in particular because of surface
leaching or discharge of untreated water through combined sewer over-
flow. For example, caffeinewas found at the dozen μg·L−1 level in sever-
al studies [5,6] as well as other organic chemicals such as nonylphenols,
cholesterol, tris(2-butoxyethyl)phosphate (TBEP), etc. … [7].

Water contamination is generallymonitored in laboratories by stan-
dard chromatographic methods (after sampling and contaminant
extraction and preconcentration) [8,9]. Such techniques are very
l rights reserved.
efficient for the identification and the quantification of lots of pollutants
but they are time consuming and then not compatible with critical
situations (such as accidental pollution). In this case, the deployment
of field devices is required to identify rapidly the source of the problem,
and the nature of the contaminant(s) and to take the remediation
actions for the protection of the environment and the population.

Although field devices are available to measure water quality
global parameters (COD, TSS …), nutrients, and heavy metals, very
few exist for micropollutant detection.

This work proposes a system based on multiple solid phase
extraction (MSPE) coupled with UV spectrometry for the rapid detec-
tion of micropollutants.

Solid-phase extraction (SPE) is the most popular sample prepara-
tion method [10] used for extraction and preconcentration of sub-
stances from water. Basically, it consists in the retention of the
substance (dissolved in water) into a sorbent followed by its elution
with an adequate eluent. Generally, the elution is performed by
using 100 to 1000 times less volume, resulting in the corresponding
concentration of the substance. In the 90s, many improvements in
formats, automation and phases have enhanced the development of
SPE and currently, a broad range of sorbents is available for the specific
retention of a wide range of chemicals in water. The most common
retention mechanisms are non-polar (based on Van der Waals forces),
polar (based on hydrogen bonding, dipole–dipole or π–π interactions),
ion exchange (based on electrostatic interactions) and mixed mode
(based on combination of non-polar and ion exchange interactions).
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Often used as pretreatment before chromatography analysis, SPE is
used to extract and concentrate the maximum of substances prior to
the speciation/separation by the chromatography column.

In this paper, SPE is used not only for its extraction and pre-
concentration capacity but also, by coupling multiple phases (MSPE),
for its ability onmicropollutant separation. AfterMSPE, several fractions
are obtained, each of them corresponding to the elution volume of a
given sorbent and being characterized (detection/quantification) by
UV analysis.

The method was developed by using substances with different
physico-chemical properties and relevance in water contamination
[11,12], persistence [8,13] and of regulatory interest [14]. These include
some pharmaceuticals (trimethoprim, sulfamethoxazole, ibuprofen,
diclofenac, carbamazepine, 5-fluorouracil and 1,7α-ethynylestradiol),
phytosanitary products (diazinon and atrazine) and a stimulant
(caffeine).

The performances of 11 SPE commercial cartridges: Strata-X
(Phenomenex), Oasis-HLB (Waters), Strata-SAX (Phenomenex), Strata-
PAH (Phenomenex), Strata-X-C (Phenomenex), Oasis-MAX (Waters),
Oasis-MCX (Waters), Sep-Pak (Waters), Lichrolut-EN (Merck), SupelMIP
Triazine and SupelMIP NSAID (Supelco) were compared and a combina-
tion of two of them was developed for the application of MSPE in pure
and real water samples.

2. Experimental

2.1. Instrumentation

UV spectra were obtained with a Xenius spectrofluorometer (Safas,
Monaco) between 200 and 400 nm using an optical quartz cell with a
path length of 10 mm.

SPE was performed by using an in house (HOCER) automatic
concentrator (Fig. 1) controlled by a specific software for the different
SPE steps (conditioning, loading, elution, washing). Solutions (condi-
tioning solvent, sample, eluting solvent(s)) are charged in the system
by valve 3. They are loaded or not to the cartridge by valve 1. Valve 2
allows the collection of the fractions or the elimination of the waste.
Valves 4 and 5 select the cartridge.
Fig. 1. Schematic diagram of the SPE arrangement for aut
2.2. Chemicals

Standards of the targeted pollutants (trimethoprim, sulfameth-
oxazole, ibuprofen, diclofenac, carbamazepine, 5-fluorouracil, 1,7α-
ethynylestradiol, diazinon, atrazine and caffeine) were purchased
from Sigma-Aldrich. All compounds were of >98% purity. They were
selected from their physico-chemical properties, in particular pKa and
log Kow (which range from 0.8 to 13 and from 0.9 to 4 respectively)
and also from their absorptivity in UV spectrophotometry (Table 1).
pKa and log Kow determined their affinities for SPE supports and eluting
solvents, and their behavior during the SPE step (Table 1).

Solvents and reagents are of chromatography quality. They
were purchased from Panreac for acetonitrile, Merck for sulfuric acid,
Fluka for formic acid, AnalaR Normapur for sodium chloride and
Sigma-Aldrich for methanol and dichloromethane.

Ultrapure water was obtained from a PURELAB classic water puri-
fication system (Siemens).

Stock solutions of trimethoprim, sulfamethoxazole, ibuprofen,
diclofenac, carbamazepine, 5-fluorouracil, 1,7α-ethynylestradiol, diazi-
non, atrazine and caffeine (400–600 μg·mL−1) were prepared inmeth-
anol and stored in the dark at 5±3 °C. Working solutions were
prepared daily by dilution of the given stock solutions with ultrapure
water. Prior to the extraction, water samples were spiked with targeted
analyte at the concentration of 2 μg·mL−1.
2.3. Solid-phase extraction

11 commercialized cartridges (Table 2) were tested. These include
universal (retention of a wide range of substances) and more specific
(retention of particular substances or family) sorbents, according to
the description of the manufacturers.

After the conditioning step (Table 3), 10 mL of the water samples
was percolated through the cartridges and secondly eluted with a
specific eluting solvent.

In some cases (SupelMIP Triazine and SupelMIP NSAID cartridges)
a pre-acidification (pH 3 with 1 mol·L−1 sulfuric acid) of the sample
is required (according to supplier's instructions).
omatic sample extraction–separation determination.

260



Table 1
Properties of selected compounds.

Compound pKa log Kow UV absorption (pH 6.2) SPE cartridge used in the literature

Carbamazepine
CAS: 298-46-4
C15H12N2O
236.3 g·mol−1

13.9 [15] 2.5 [16] Oasis HLB [12,17–25]
LiChrolut EN [9,19,26,27]
Oasis MCX [8,28]
RP-C18 [9]
Isolut EN [9]

Trimethoprim
CAS: 738-70-5
C14H18N4O3

290.3 g·mol−1

1.3 [29]; 7.1 [30] 0'.9 [16] Oasis HLB [22,24,25,31,32]
LiChrolut EN [9]
Strata-X [33,34]
Oasis MCX [28]
RP-C18 [28]
Isolut EN [9]
Orpheous DVB-HL [35]

Sulfamethoxazole
CAS: 723-46-6
C10H11N3O3S
253.8 g·mol−1

1.8; 5.6 [36] 0.9 [16] Oasis HLB [18,24,25,32]
LiChrolut EN [9]
Strata-X [33,34]
Oasis MCX [27,28]
RP-C18 [9]
Isolut EN [9]
Orpheous DVB-HL [35]

Diclofenac salt
CAS: 15307-79-6
C4H10Cl2NNaO2

296.2 g·mol−1

4.2 [15] 0.7 [16] Oasis HLB [12,17–22,24,25,37,38]
LiChrolut EN [9,19,39]
Oasis MAX [40]
Strata-X [33]
RP-C18 [9]
Isolut EN [9]

Ibuprofen
CAS: 15687-27-1
C13H18O2

206.3 g·mol−1

4.4 [15] 4.0 [16] Oasis-HLB [12,17–22,24,25,37,38]
LiChrolut-EN [9,19,26,39]
Oasis-MAX [40]
Oasis-MCX [27]
Strata-X [33,34]
RP-C18 [9]
Isolut-EN [9]

5-Fluorouracil
CAS: 51-21-8
C4H3FN2O2

130.1 g·mol−1

8.0; 13.0 [41] −0.9 [42] Isolut-ENV+ [43]

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Compound pKa log Kow UV absorption (pH 6.2) SPE cartridge used in the literature

1,7α-Ethynylestradiol
CAS: 57-63-6
C20H24O2

296.4 g·mol−1

10.4 [30] 3.7 [44] Oasis-HLB [18,19,45,46]
LiChrolut-EN [19]
Oasis-MCX [27]
ODS C18 [47]

Caffeine
CAS: 58-08-2
C8H10N4O2

194.2 g·mol−1

0.8 [15] −0.1 [16] Oasis-HLB [19,21,23,24]
LiChrolut-EN [19,26]
C18 [48]

Diazinon
CAS: 333–415
C12H21N2O3PS
304.4 g·mol−1

2.6 [49] 3.3 [50] Oasis-HLB [51]
C18 [48]
Carbo-Prep 90 [52]

Atrazine
CAS: 1912-24-9
C8H14ClN5

215.7 g·mol−1

1.7; 1.95 [53] 2.6 [16] Oasis-HLB [8,12,13,24,51]
Bond Elut-ENV [54]
C18 [48]
Carbo-Prep 90 [52]
Strata-X [13]
Lichrolut-EN [13]
Isolute SPE C18 [13]
Superclean Envi-Carb [13]
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2.4. UV analyses

Analysis of each extract is performed by UV spectrometry. A spec-
trum (between 200 and 400 nm) of each sample was carried out
before and after percolation through the cartridge. The quantification
is carried out either at the maximum of absorbance using a calibration
curve (for individual substances) or from the whole spectrum using a
multicomponent (deconvolution) exploitation method [55] (for mix-
ture of substances).

The calculation of the spectral contribution is carried out by using
the following relation:

sW ¼
Xp

i¼1

aiREFi � r

where Sw is the sample spectrum, ai is the contribution coefficient of
the ith reference spectrum REFi, p is the number of reference spectra
used and r is the quadratic error.

Bases of reference spectra were constituted for each class of frac-
tion as explained after.
3. Results and discussion

In this work, MSPE is employed not only to extract and pre-
concentrate the analytes of interest but also to separate analytes
in the case of mixtures. In this case, the separation is carried out by
eluting different fractions before UV detection.
3.1. Assessment of SPE cartridge specificity

11 SPE commercial cartridges were considered in this study, the
characteristics of which are presented in Table 2.

10 mL of spiked aqueous solutions of each selectedmolecule at a final
concentration of 2 μg·mL−1 was loaded on each cartridge. At the pH of
the solution (6.2 corresponding to the ultrapure water), the molecules
are under their neutral form except for diclofenac (DIC), ibuprofen
(IBU) and sulfamethoxazole (SMX) that are anionic. The capacity of reten-
tion of the cartridges is evaluated by the difference between the substance
concentrations (measured by UV spectrometry) in the loaded solution
and in the percolate. Results are shown in Table 4. Percentages of reten-
tion are represented by empty, partially full and fully dark circle (white
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Table 2
Different commercialized cartridges and nature of their sorbent.

Name of
cartridge

Structure of the sorbent Instructions of
suppliers

Oasis-HLB
225 mg
(Waters)

Hydrophilic
lipophilic
copolymer for all
compounds (acidic,
neutral and basic)

Oasis-MAX
225 mg
(Waters)

Mixed-mode anion
exchange sorbent
for acidic
compounds

Oasis-MCX
225 mg
(Waters)

Mixed-mode cation
exchange sorbent
for basic
compounds

Sep-Pak Plus PS2
300 mg
(Waters)

Copolymer styrene–divinylbenzene Usually used for
hydrophobic
compounds with
hydrophilic function
(extraction of
pesticides in Japan)

Strata-X
200 mg
(Phenomenex)

Polymeric based
sorbent for acidic,
neutral and basic
compounds

Strata-X-C
200 mg
(Phenomenex)

Mixed-mode
polymeric sorbent,
strong
cation-exchange for
weakly basic
compounds

Strata-SAX
500 mg
(Phenomenex)

Silica based sorbent,
strong-anion ex-
change mechanism
of retention for
weakly acidic
compounds

Strata-PAH
750 mg
(Phenomenex)

Silica-based sorbent (proprietary) For polycyclic
aromatic
hydrocarbons

LiChrolut-EN
200 mg
(Merck)

Ethyl vinyl benzene divinyl benzene
polymer

For polar organic
substances

SupelMIP
Triazine
25 mg
(Supelco)

Molecular imprinted polymer For extraction of
triazine family
compounds

SupelMIP NSAID
25 mg
(Supelco)

Molecular imprinted polymer For extraction of
NSAID family
compounds

Table 3
Conditioning of the cartridges.

Cartridges Conditioning pH

Oasis-HLB, Oasis-MAX,
Oasis-MCX, Sep-Pak
Plus PS2, LiChrolut-EN,
Strata-X, Strata-X-C
and Strata-SAX

6 mL of acetonitrile
10 mL of ultrapure water

Neutral pH (or pH 3 in the
tests where water samples
were acidified)

SupelMIP NSAID 2 mL of acetonitrile
2 mL of methanol
2 mL of acid formic

pH 3

SupelMIP Triazine 2 mL of methanol
2 mL of ultrapure water
2 mL of acid formic

Strata-PAH 10 mL of dichloromethane
10 mL of methanol
10 mL of ultrapure water

Neutral pH
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circle: b25%; one quarter dark circle: between 25 and 50%; three quarter
dark circle: between 51 and 75%; black circle: >75%).

Oasis-HLB, Strata-X, Lichrolut-EN, Sep-Pak Plus PS2, Oasis-MCX
and Strata-X-C present a closed behavior for all molecules, except for
5-fluorouracil (5FU); the retention percentage of which is >75% only
with Lichrolut-EN. These results confirm the ability of Oasis-HLB,
Lichrolut-EN, andSep-Pak Plus PS2 to retain awide range of compounds,
which is already illustrated in a previous comparative study [13] on the
extraction of pesticide (recovery of atrazine was in the range of 94–98%,
72–90%, and 82–86% for Lichrolut-EN, Oasis-HLB and Strata-X respec-
tively). However, they did not follow at all the supplier information
giving SEP-Pak Plus PS2 specific to pesticides and Oasis-MCX and
Strata-X-C recommended for cationic compounds.

Lichrolut-EN and Oasis-MAX are the only ones being able to
adsorb 5FU (>75% and partially b50% respectively), in spite of its
physico-properties being rather close to other ones. The high difficulty
of extraction of this molecule has already been shown by Micoli et al.
without explanation [43]. But the latter also showed a good recovery
with a styrene-divinylbenzene cartridge (ENVI-Chrom P) contrary to
our study with Sep-Pak Plus PS2. Strata-PAH, SupelMIP Triazine and
SupelMIP NSAID cartridges commercialized to be specific of PAH,
triazine and anti-inflammatory respectively, are subjected to interfer-
ences because they are not specific enough for our conditions as they
also retain the other molecules.

The different behaviors of the two anionic exchange sorbents (Strata-
SAX andOasis-MAX) are probably due to their structures. Indeed, in spite
of the ammonium cationic charge, the copolymer base of the second
sorbent confers the possibility to adsorb neutral compounds. Conse-
quently, Oasis-MAX is less specific for anionic compounds than Strata-
SAX which retains only the anionic compounds. The high specificity of
Strata-SAX was confirmed by modifying the pH of the standard solution
of DIC, IBU and SMX. Indeed, at pH 3 (below their pKa), they are present
under their neutral form and do not interact with the sorbent (Table 5).

This comparative study shows a lack of specificity of the SPE
cartridges contrary to the specification of the suppliers. But, when
coupled with chromatographic systems, such drawback appears not
to be crucial for the separation and the detection of the different
compounds performed in the chromatographic column under the
optimal conditions (including elution gradient).

In our development, the specificity of the sorbent is central because of
the simplicity constraint and the choice of the cartridge shall drive the
performance of our results. Consequently, a combination of Strata-SAX
(for anionic compounds) and Oasis-HLB (for neutral or cationic com-
pounds) has been selected for application to simple mixtures. Note
that LiChrolut-EN or SepPak Plus PS2 could also be used.
3.2. Selection of eluting solvents

Once adsorbed onto the cartridge, the substance should be eluted.
Anionic compounds interact on the Strata-SAX sorbent due to electro-
static links. Several eluting solvents have been tested by modifying the
ionic strength or by involving a strong contra-ion. After different trials,
the chosen solution to use was the 4 mL mixture of methanol/
0.1 mol·L−1 sodium chloride (40/60 vol.%) (E1). Experiments demon-
strated a dead volume of 1.0 mL, with no substances eluted.
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Table 4
Capacity of retention of sorbents (pH 6.2, 10 mL at 2 μg·mL−1).

Targeted compounds Oasis-HLB Sep-Pak
Plus PS2

Strata-X Lichrolut-EN Oasis-MAX Oasis-MCX Strata-X-C Strata-SAX Strata-PAH SupelMIP
Triazine

SupelMIP
NSAID

Ac,
neut.,
bas.

Pest Ac, neut.,
bas.

Polar Ac. Bas. Strong
cation

Strong
anion

PAH Triazine NSAID

Diclofenac ● ● ● ● ● ● ● ● ●
Sulfamethoxazole ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
Ibuprofen ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
Caffeine ● ● ● ● ● ● ● ○ ● ○ ●
Trimetoprim ● ● ● ● ○ ● ● ○ ● ●
Carbamazepine ● ● ● ● ● ● ● ○ ● ● ●
Atrazine ● ● ● ● ● ● ● ○ ● ● ●
Diazinon ● ● ● ● ● ● ● ○ ● ● ●
1,7α-Ethynylestradiol ● ● ● ● ● ● ● ○ ○ ● ●

Ac.: acidic, neut.: neutral, bas.: basic, pest.: pesticides.

Table 5
Comparison of capacity of retention of Strata-SAX sorbents at pH 6.2 and at pH 3.

Targeted
compounds

Strata-SAX

pH 6.2 pH 3

Diclofenac ● ○
Sulfamethoxazole ● ○
Ibuprofen ● ○
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Concerning neutral compounds, the interaction strength of each
substance with the sorbent depends not only on its affinity with the
sorbent (due mainly to hydrogen bond and Van der Waals) but also
on the hydrophilic/hydrophobic character of the molecule (log Kow).
Based on these parameters, mixtures of acetonitrile ACN/water, with
Fig. 2. Methodology used for the separation and concentration of 5 micropollutants: E1: me
and ultrapure water (vol.%=0.3 for acetonitrile); E3: acetonitrile and ultrapure water (vo
sorbents with different properties; step 2: a separation of substances based on their physi
(deconvolution) UV analysis of each fraction.
different volumetric percentages have been tested. Results (not
shown) showed the necessity to increase the percentage of acetonitrile
when log Kow increases. Then two mixtures were selected: ACN/water
(30/70 vol.%) for substances with log Kowb1 and ACN/water (70/
30 vol.%) for substances with log Kow>1. Tests on the different
substances allow determining the minimum volume necessary to the
elution of the whole fraction: 1 and 2 mL for E2 and E3 respectively.
For each fraction, a dead volume of 1.0 mL and 0.5 mL respectively
has been determined.

For each fraction, a UV spectrum is acquired and analyzed by
deconvolution. 2 different reference bases are used according to the
fraction. They all include the reference spectra of the water used
and spectra of individual compounds. In addition, the base for fraction
1 (Strata-SAX) includes the spectra of anionic compounds and the
thanol and sodium chloride (0.1 mol·L−1) (vol.%=0.4 for methanol); E2: acetonitrile
l.%=0.7 for acetonitrile). Step 1: a preconcentration of substances by using chemical
co-chemical properties by using different eluting solvents; step 3: a direct or indirect
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Table 6
Average extraction recoveries (R%) for ibuprofen and diclofenac on Strata-SAX, and
caffeine, atrazine and carbamazepine on Oasis-HLB (n=3).

% 
recovery

Anionic compounds

Ibuprofen Diclofenac

104 ± 10 96 ± 10

Neutral compounds

Caffeine Atrazine Carbamazepine

91 ± 2 77 ± 3 98 ± 16
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base for fractions 2 and 3 (Oasis-HLB) includes the spectra of neutral
compounds.
3.3. Applications

3.3.1. Mixture in pure water
A mixture of 5 micropollutants covering a wide range of pKa and

log Kow, was prepared in ultrapure water and analyzed by MSPE/UV.
100 mL of ultrapure water (pH 6.2) spiked with diclofenac (anionic,

pKa 4.2, log Kow 0.7), ibuprofen (anionic, pKa 4.4, log Kow 4), atrazine
(neutral, pKa 1.9 and 1.7, log Kow 2.6), caffeine (neutral, pKa 0.8, log
Kow −0.1) and carbamazepine (neutral, pKa 13.9, log Kow 2.5)
(100 ng·mL−1 each) was percolated successively through the Strata-
SAX and Oasis-HLB sorbent at 10 mL/min by using an automatic
HOCER SPE system. Anionic compounds (ibuprofen and diclofenac)
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Fig. 3. UV spectra of the fractions obtained after elution of Strata-Sax and Oasis HLB
cartridges: dead volume (A) and efficient volume (B). Dead volume and efficient
volume for Strata-SAX were diluted by 10.
and the neutral ones (carbamazepine, caffeine and atrazine) were
adsorbed on the Strata-SAX and Oasis-HLB cartridges respectively.

Notice that these five substances, previously studied individually
with the corresponding cartridges, showed recovery yields (calculated
with 10 replicates) ranging from 78±4% for carbamazepine to 100±
14% for ibuprofen and limit of quantification ranging from 5 μg·L−1

for caffeine to 40 μg·L−1 for ibuprofen (data not shown); LOQ is accept-
able in the context of accidental/intentional contamination.

Eluting solvents determined above were applied to elute the two
cartridges. Three fractions were obtained: 1 from the Strata-SAX car-
tridge and 2 from the Oasis-HLB one.

4 mL of E1 has been used to elute the two anionic compounds
(ibuprofen and diclofenac) retained by Strata-SAX. The fraction was
analyzed by UV spectroscopy using the deconvolution analysis. The
neutral compounds (caffeine, atrazine and carbamazepine) were sep-
arated in the two fractions of Oasis-HLB (1 mL of E2 and 2 mL of E3)
and analyzed by UV spectroscopy (Fig. 2).

The average extraction recoveries (R%) are collected in Table 6. The 5
substances of the mixture were recovered in each expected fraction
with a percentage higher than 75%. Relative standard deviations (RSD)
were calculated from triplicates.

3.3.2. Contamination of river water by one chemical
A second application consisted in testing the procedure on a raw

sample contaminated by one pollutant at high concentration (simulat-
ing an accidental pollution). A river water (15.3±0.7 mg·L−1 of TOC
and 1.8±0.3 mg·L−1of nitrate) has been contaminated by 50 μg·L−1

of diuron, an herbicide with a partition coefficient of 2.87 [56]. Even if
it is banned in several countries, it is always present in the environment
and still sometimes used. 100 mL of the contaminated water was treat-
ed according to the same protocol as mentioned above: percolation
onto the two cartridges and elution of three fractions (1 from Strata-
SAX and 2 from Oasis-HLB). The UV spectra of each fraction are
displayed in Fig. 3. Fig. 3A represents the dead volume of each fraction.
They allow verifying that no chemicals have been eluted. The UV signal
of the first fraction of Strata-SAX is due to nitrate, which is estimated
to be 0.9±0.2 mg·L−1. Fig. 3B corresponds to the UV spectra of the
fractions containing potentially the contaminant. The fraction corre-
sponding to the Strata-SAX elution still contains nitrates (estimated to
be 2.1±2.0 mg·L−1) whereas the first fraction of Oasis-HLB with
30/70 vol.% ACN/water shows no relevant UV signal. The UV spectrum
of the last fraction corresponding to 70/30 vol.% ACN/water eluent
shows an absorbance peak at 250 nm corresponding to the presence
of the contaminant.

The analysis of each UV spectra has been made by deconvolution
with the following bases of reference spectra: river water, nitrates,
ibuprofen, and diclofenac for the Strata-SAX fraction and, river water,
caffeine, carbamazepine, atrazine, and diuron for the Oasis-HLB ones.

Results are shown in Table 7. The average extraction recovery
obtained for diuron was of 78±14% (n=4 replicates).

Further experiments with other contaminants in natural water
give similar results (data not shown).

4. Conclusion

Conventional methods used to detect micropollutants in water are
generally time consuming (approximately 24–48 h) and not appropri-
ate in the case of accidental or intentional contamination (characterized
by concentration in the range of μg·L−1) for which a quick decision
shall be made with respect to human health protection. In this context,
the MSPE/UV method proposed is a first step in giving useful informa-
tion on the presence of suspected substances by its rapid on-site imple-
mentation. This method could also be used for a better knowledge of
micropollutant transfer in case of heavy rain events when concentra-
tions are higher and varying rapidly. The applications in pure and raw
water presented in this work show the potential of the method in
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Table 7
Result of deconvolution (n=4).

Unknown
(u.a.)

Ibuprofen
(μg·L−1)

Diclofenac
(μg·L−1)

NO3

(mg·L−1)

Strata-SAX elutions
Dead volume
(1.1 mL)

0 0 0 0.9±0.2

Efficient volume
(4 mL)

0 0 0 2.1±2.0

Unknown
(u.a.)

Caffeine
(μg·L−1)

Carbamazepine
(μg·L−1)

Atrazine
(μg·L−1)

Diuron
(μg·L−1)

Oasis-HLB 1 (30/70 vol.% ACN/water) elutions
Dead volume (1 mL) 0.004±0.002 0 0 0.1±0.3 0
Efficient volume (1 mL) 0.04±0.01 0 0 0 0

Oasis-HLB 2 (70/30 vol.% ACN/water) elutions
Dead volume
(0.5 mL)

0.004±0.003 0 0 0 0

Efficient volume
(2 mL)

0 0 0 0 39±7
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particular for a simple detection of contamination at the level of μg·L−1,
which is likely to occur during exceptional events that are either natural
(climate change) or accidental/intentional. Further experiments shall be
conducted with other types of water (for example containing humic
substances giving high DOC concentrations) and other chemicals of
interest. Such methodology is not intended to be used for surveillance
and routine monitoring, conventional methods covered by sampling
and laboratory analysis with standard methods. This new approach
shall be considered as complementary and particularly designed
for rapid on-site interventions. Finally, it could be included in field
portable devices for improving the on-site diagnosis of water quality
contamination.
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a b s t r a c t

An inter-laboratory exercise was organized under the PHARMAS EU project, by the Advanced School of

Public Health (EHESP), in order to evaluate the performances of analytical methods for the measure-

ment of antibiotics in waters (surface and tap). This is the first time such an exercise on antibiotics has

been organized in Europe, using different kinds of analytical methods and devices. In this exercise

thirteen laboratories from five countries (Canada, France, Italy, the Netherlands and Portugal)

participated, and a total number of 78 samples were distributed.

During the exercise, 2 testing samples (3 bottles of each) prepared from tap water and river water,

respectively, spiked with antibiotics, were sent to participants and analyzed over a period of

one month.

A final number of 77 (98.7%) testing samples were considered. Depending on substances studied by

each participant, 305 values in duplicate were collected, with the results for each sample being

expressed as the target concentration.

A statistical study was initiated using 611 results. The mean value, standard deviation, coefficient of

variation, standard uncertainty of the mean, median, the minimum and maximum values of each series

as well as the 95% confidence interval were obtained from each participant laboratory.

In this exercise, 36 results (6% of accounted values) were outliers according to the distribution over

the median (box plot). The outlier results were excluded.

In order to establish the stability of testing samples in the course of the exercise, differences between

variances obtained for every type of sample at different intervals were evaluated. The results showed no

representative variations and it can be considered that all samples were stable during the exercise.

The goals of this inter-laboratory study were to assess results variability when analysis is conducted by

different laboratories, to evaluate the influence of different matrix samples, and to determine the rate at

which participating laboratories successfully completed the tests initiated.

& 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

‘Pharmaceuticals in the Environment’ is no longer a new issue
but recently it has become a priority concern, particularly for
politicians and the general public. Indeed, the occurrence of active
pharmaceutical ingredients in water bodies is an undesired side
effect of their normal use. In order for the substances to develop
ll rights reserved.
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: þ33 4 66 27 95 71.
their intended effects in the human body, sufficient intact
molecules must reach the diseased cell before they are broken
down into a multitude of metabolites by the body’s biochemical
processes. In order to achieve this goal, pharmaceuticals are
optimized for stability. This has two consequences: on the one
hand, the active ingredients are not metabolized completely in
the human body but excreted primarily via urine and thus reach
domestic wastewater [1]; on the other hand, the desired stability
of the molecules hinders their biological degradation in conven-
tional sewage treatment plants [2–4].

Many of the active ingredients studied so far are only partially
removed, whilst others are not removed at all. On reaching
surface water (rivers and lakes), stable molecules can then make
their way into drinking water and finally – via groundwater –
back to humans [5–9].

According to the published literature, it appears that most
pharmaceuticals do not pose a threat to the environment,
although a small number do, and that none appear likely to pose
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Table 1
ILE participant profiles.

Questions Answer

ILE participation Yes: 54% (7/13)

Experience in analysis of ATB in water o2 years: 38.5% (5/13)

46 years: 23% (3/13)

3–5 years: 38.5% (5/13)

Analysis frequency of ATB in participants

laboratories

46% (6/13) several times/week

46% (6/13) at least once every

6 months

8% (1/13) not frequent

Table 2
Analytical performances of participating laboratories.

n LOD distribution (ng/L)

Min Max Mean Median

Erythromycin (ERY) 10 1 500 80.3 10

Trimethoprim (TMP) 10 1 50 16.6 5.5

Sulfamethoxazole (SMX) 9 1 50 13 10

Ciprofloxacin (CIP) 8 1 100 32.13 20.5

Ofloxacin (OFL) 7 1 20 12.2 11
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a significant threat to human health (via environmental exposure)
[10–13]. But this apparent certainty that no human health risk is
posed by the presence of human pharmaceuticals in the environ-
ment is not supported by more in-depth thinking. The real
situation is that, currently, there are many more uncertainties
than certainties, which leaves the public and the press still
unconvinced that drinking water containing a tiny quantity of a
pharmaceutical is completely harmless.

In this context, the Pharmas project (N1 265346, www.pharma
s-eu.org) has been funded under the 7th European framework
programme to significantly advance the science, so that risks to
the environment and public health can be more accurately
defined. More precisely, Pharmas develops a general procedure
taking into account scenarios of exposure to human pharmaceu-
ticals, their effect and impact on organisms, in order to define the
range of possible risks for these populations. In addition, social
and policy considerations are considered in order to, respectively,
inform the public and to support appropriate changes in regula-
tion. The project focuses on the groups of pharmaceuticals
considered most likely to be a threat to the environment and/or
human health, in particular antibiotics, the presence of which has
been reported extensively and that are among the most investi-
gated class of pharmaceuticals in the environment including
drinking water [11–16].

Within the framework of the project, the implementation
of efficient risk assessment procedures requires preliminary
production of reliable data in particular concerning the exposure
data. Thus an intercalibration study was performed in order to
assess and understand the uncertainty of the data produced by
laboratories.

The exercise was conducted among thirteen laboratories
covering different EU countries (þCanada) using their own
analytical protocols. To our knowledge, such an exercise for
antibiotics is the first one performed in these conditions. Other
interlaboratory exercises have been performed for other pharma-
ceutical products (anti-inflammatory in the frame of Norman
network for example, individual antibiotics), but based on same
analytical procedures [17–20].

In this study, 2 samples were analyzed over a period of one
month. The reference samples (homemade and calibrated solu-
tions) correspond to 3 glass bottles of tap water for the first and
3 glass bottles of river water (filtered sample from La Vilaine river
in Brittany, France ) for the second. 5 antibiotics were selected for
the exercise: erythromicyn (ERY), ciprofloxacin (CIP), ofloxacin
(OFL), sulfamethoxazole (SMX) and trimethoprim (TMP). This
choice was dictated taking into account the performances of the
participant laboratories (via a questionnaire) and the organising
laboratory’s ability to produce reference samples.

The principal aims of the inter-laboratory study were to
evaluate the variability of results between different laboratories
and to evaluate the rate at which participating laboratories
successfully completed the exercise.
2. Participant profiles

13 laboratories participated in the exercise. 5 countries were
represented (Canada, France, Italy, The Netherlands, and Portu-
gal). One laboratory used two analytical methods. 14 labs were
then considered. For reasons of anonymity, they have been
randomly numbered from lab1 to lab14.

Participants were offered a questionnaire aimed at assessing
their profiles and analytical performances in terms of analysis of
the five antibiotics (Tables 1 and 2).

Table 2 has considered the limit of quantification of each
laboratory. n is the number of laboratories analysing the
corresponding substances. Min and Max correspond to the lower
and higher value of LOQ among the laboratories. Median and
mean have been calculated, for each substance, from the n value
of LOQ declared by the laboratories.
3. Experimental

3.1. Chemicals and solutions

Acetonitrile (HPLC grade, JT Baker, distributed by Atlantic labo
ICS, Bruges, France), methanol (HPLC grade, JT Baker, distributed
by Atlantic labo ICS, Bruges, France), formic acid (JT Baker,
distributed by Atlantic labo ICS, Bruges, France), NH4OH 25%
(Carlo Erba, Val de Reuil, France), sodium nitrite 99% (ACS Reag.
PhEur, Merck) and ultrapure water were used for the preparation
of standard solutions.

Antibiotics are commercialized in powder form with purity
between 97 and 99.9%. Trimethoprim standard was purchased
from VWR (Fontenay sous Bois, France; certified quality, from Dr.
Ehrenstorfer GmbH, Bgm.-Schlosser-Str. 6 A, 86199 Augsburg,
Germany). Standards of other antibiotics were purchased from
Sigma Aldrich (St Quentin Fallavier, France). Life durations are not
certified by the provider but 3 years of preservation are guaran-
teed by a certificate.

Stock solutions of individual compounds were prepared in
HPLC grade methanol. CIP and OFL solutions were prepared as
0.5 g/L; the others at 1 g/L. CIP solution required the addition of
NaOH 1M to increase solubility of CIP in methanol.

Individual solutions (DS) were prepared at 0.5 mg/L in HPLC
grade acetonitrile by two successive dilutions of the stock solu-
tions and were preserved at �20 1C.

Reference samples were characterized (using stability and
homogeneity tests) by RRLC/MS/MS (rapid resolution liquid
chromatography/mass spectrometry in tandem) using isotopic
internal standards. Internal standard solutions were individually
prepared from: Ofloxacin-d3, Trimethoprim-13C, Ciprofloxacin-
13C-15N, Sulfamethoxazole-13C, Erythromycin-13C purchased
from Sigma Aldrich (St Quentin Fallavier, France).
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Stock solutions of OFL-d3 and SMX-13C were prepared in HPLC
grade methanol (at 1 g/L) followed by dilution in acetonitrile up
to a solution at 10 mg/L. Stock solutions of ERY-13C, TMP-13C,
CIP-13C-15C were prepared directly in acetonitrile (at 12 mg/L).
Finally, a mixture standard solution of all isotopic reference
compounds was prepared at 0.5 mg/L in acetonitrile and pre-
served at �20 1C.

3.2. Reference sample preparation

Two reference samples (sample A and sample B) were pre-
pared corresponding to treated (distributed) water and filtrated
surface water, respectively. Both samples were spiked with the
5 antibiotics in which we are interested. Physico-chemical prop-
erties and content of organic carbon and free residual chlorine for
samples A and B are listed in Table 3. The measurement of all ATB
before spiking shows concentration below the limit of detection.

In order to minimize sources of variation, samples A and B
were collected, homogenized and prepared at EHESP-LERES,
Rennes, France. River water (70 L) was collected and transported
to the laboratory where it was filtered through 0.7 mm glass fibre
filters. Treated water (70 L) was directly collected from the
laboratory tap and free chlorine was removed with sodium nitrite.
Afterwards, waters were spiked, homogenized, and sub-sampled
for homogeneity and stability testing.

Triplicates of samples A and B were prepared for each laboratory
by transferring each sample into 3�1 L amber glass bottles.

3.3. Homogeneity of samples

Homogeneity of the reference solution was tested according to
ISO 13528 guidelines. Treated (sample A) and surface water
(sample B), were sub-sampled after spiking and homogenization.
A total of ten subsamples per sample were taken from different
layers in the container. Two parallels (duplicate) were analyzed
per each sample, in total 20 samples were analyzed per each
sample. The homogeneity was statistically evaluated by using the
comparison of the between-sample standard deviation to the
total standard deviation. According to ISO 13528, the ratio of
between-samples standard deviation to total standard deviation
must be below 0.3.

Between-sample standard deviation has been calculated as
follows:

ss ¼

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
s2

x�
s2

w

2

� �s

where
–

Tab
Cha

P

p

C

T

D

T

Fr
sx ¼

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiP
xi�xð Þ

2

ðn�1Þ

r
is the standard deviation of the mean concen-

tration of n samples.
le 3
racteristics of the matrices used to prepared samples A and B.

arameters Distributed water
(LERES tap)

Raw water after
filtration (0.7 l)

H at 20 1C 7.85 7.95

onductivity at 25 1C

(mS/cm)

697 516

otal organic carbon

(mg/L)

1.3 7.3

issolved organic

carbon (mg/L)

1.3 7.0

otal chlorine (mg/L) 0.2 o0.1

ee chlorine (mg/L) o0.1 o0.1
Tab
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tion
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sw ¼

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiP
w2

i

2n

q
is the standard deviation of the concentration of n

samples. with

–
 n the number of samples,

–
 xi,k are the data (i represents the sample and k the parallel,

k¼2),

–
 xi,¼(xi,1þxi,2)/2 is the mean concentration of the samples,

–
 wi¼9xi,1–xi,29 is the range of duplicate concentration,P

–
 xG ¼ xi=n is the general mean.

Table 4 shows the calculation of the between-sample standard
deviation for each antibiotic in both samples.

The results of the controls showed that the samples for that
homogeneity target are not notably different. It can be concluded
that reference samples A and B may be considered homogeneous;
this means that all the manufactured samples may be considered
homogeneous for a given proficiency test.

Ciprofloxacin in sample A was found problematic to detect in
some of the laboratories involved in its measurement, probably
due to low concentration and the effect of the matrix. Conse-
quently, the number of values obtained was too low to conduct a
statistical analysis.
3.4. Stability of reference samples

Verification of stability was assessed using the same protocol
as for verification of homogeneity. Temperature preservation and
storage time were assessed for evaluation of the stability of the
reference samples.

Three sub-samples of each type of water were randomly
selected during the reference sample preparation. They were
preserved at room temperature (20 1C72) and þ4 1C during
two, seven and ten days (total of 18 samples).

Each antibiotic was analysed in each sub-sample, in duplicate.
The average concentration ðyÞ was compared with the average
concentration of all sub-samples used for the stability and
homogeneity tests ðxÞ. The total standard deviation has been
calculated from the results of the exercise for each antibiotic
(Tables 5 and 6).

The stability of the reference sample is considered acceptable
if 9x�y9r0:3ŝ. Results showed that the reference samples can be
considered as stable, both at room temperature and at þ4 1C.
3.5. Sample distribution

Samples were shipped by express service on dry-ice to the
participant laboratories on October, 5th, 2011. A total of 78
bottles were sent to 13 participants (3 bottles each, of each
sample). The samples arrived at participant laboratories in 24 to
72 h, in frozen state.
le 4
ios between Ss (between-samples standard deviation) and s (standard devia-

of the round calculated from the results of the laboratories) for all the

ogeneity controls.

arget Sample A Sample B

ss s ss/s ss s ss/s

RY 7.1 43.1 0.16 11.7 252.9 0.04

FL 2.7 21.6 0.13 9.6 83.1 0.12

IP ND 11.0 62.4 0.18

X 2.6 6.8 0.38 2.8 26.7 0.1

MP 4.5 12.8 0.35 0.8 33.0 0.02
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3.6. Analytical methods

No standard recommendation was sent to the participants,
either for the sample treatment (extraction, preconcentration) or
for the analytical method. Participants were required to extract
Table 5
Concentration values (ng/L) for verification of stability in treated (distributed)

water.

SAMPLE A: treated water

OFL TMP SMX ERY

x 28.63 43.76 26.81 43.03

s 21.6 12.8 5.7 43.1

y Room T1 Day 2 33.81 40.67 24.29 44.74

Room T1 Day 7 28.43 43.04 24.45 38.04

Room T1 Day 10 30.43 42.36 23.87 41.81

4 1C Day 2 25.86 42.42 25.47 46.97

4 1C Day 7 26.13 43.23 25.19 41.92

4 1C Day 10 20.33 41.8 24.45 41.79

Table 6
Concentration values (ng/L) for verification of stability in surface water.

SAMPLE B: surface water

OFL TMP CIP SMX ERY

x 208.96 121.06 179.35 116.21 164.85

s 83.1 33 62.4 26.7 252.9

Room T1 Day 2 234.2 106 211.44 104.48 162.09

Room T1 Day 7 200.81 120.63 156.5 112.07 171.81

Room T1 Day 10 207.27 117.77 168.3 104.59 162.02

4 1C Day 2 234.65 117.94 215.3 112.41 169.14

4 1C Day 7 205.91 123.7 169.1 119.72 184.86

4 1C Day 10 206.37 120.48 168.24 118.14 178.04

Table 7
Analytical methods used by the different participants.

Participant Pre-treatment Extraction

cartridges

Extraction solvent(s)

1 Before extraction 2.5 mL

EDTA solution

of 2.5 g/L added (pH8), and

pH

changed to 3.2 with 100 uL

formic acid

SPE Oasis HLB n.c

2 None SPE Oasis HLB Methanol/Ethyl

acetate (50/50)

3 None SPE reverse phase n.c

4 None SPE ENVI CHROM-P

250 mg

Methanol

5 Acidification pH2 SPE JTBaker H2O

philic

n.c

6 n.c n.c n.c

7 n.c SPE Oasis HLB Acetone/methanol/

acetonitrile

8 n.c Polymeric reversed

phase

n.c

9 n.c SPE Oasis HLB (pH

7)

Methanol

10 n.c SPE Oasis HLB Acetonitrile

11 Coolingþdark SPE Polymer n.c

12 Coolingþdark SPE polymer n.c

13 pH 6.9570.2 SPE water HLB n.c

14 pH 7 SPE Oasis HLB Methanol

n.c: not communicated; HPLC: high performance liquid chromatography; UPLC: ultra pe

MS: mass spectroscopy; SPE: solid phase extraction.
and analyze samples within a maximum of 2 and 10 day after
receipt, respectively.

In general, antibiotics were extracted from surface and treated
water samples by solid phase extraction and analyzed by liquid
chromatography with mass spectrometry detection.

Table 7 lists the participant laboratories as well as the
main characteristics (where provided) of the analytical methods
used.
4. Evaluation procedure

Statistical evaluation was executed according to ISO 13528
‘‘Statistical methods for use in proficiency testing by inter-
laboratory comparisons’’.

For each series, the mean value (x), the standard deviation (s),
coefficient of variation (CV), standard uncertainty of the mean (u),
median (M), the minimum (Min) and maximum (Max) values of
each series, as well as the 95% confidence interval over the mean
have been calculated (by using StatSoft (2011). STATISTICA (data
analyses software), version 10. www.statsoft.fr) and reported
after exclusion of outlier values.

In this study, uncertainty of the measurement is represented
by the standard uncertainty of the mean (u) because of the lack of
information of the other source of uncertainty in each laboratory.
The uncertainty is then obtained by the ratio: u¼ ðs=

ffiffiffi
n
p
Þ with n

the number of measurement and s the standard deviation. The
uncertainty of the measurement for each substance in all indivi-
dual laboratories has been also assessed.

Outlier values were identified with the interquartile range
test (test representing the distribution of the data toward the
median) by using the graphical representation box plot. This
standardized representation is based on five numbers: minimum,
first quartile, median, third quartile, and maximum. In the
simplest box plot the central rectangle spans the first quartile to
the third quartile. A segment inside the rectangle shows the
Internal standard Separation/

detection

Chromatographic column

Ciprofloxacin 13C3 UPLC-MS–MS Acquity BEH 50�2.1 mm; 1.7 um

Sulfamethoxazole

13C6

13 C compound UPLC-MS/MS Hypersil Gold 1.9 mm-2.1n100 mm

None LC-MS/MS Acquity HSS-T3

Carbamazepine D10 HPLC-MS/MS XBridge C18 3.5 um, 2.1n150 mm

Column

None HPLC-MS–MS Varian Pursuit UPS

(2.1 mm�50 mm�2.4 um)

n.c HPLC-MS/MS Zorbax eclipse plus C18

Yes HPLC-MS/MS Acquity BEH C18, 2.1n150 mm, 1.7 mm

Yes HPLC-MS/MS C18

Yes HPLC-MS/MS Agilent ZORBAX eclipse plus C18

(3,5 um 2,1n100 mm)

Carbamazepine D Polaris

Yes HPLC-MS C18

Yes HPLC-MS/MS C18

13C3-analog HPLC-MS/MS Thermo Betasil, 2.1�100 m

13C compound RRLC-MS/MS Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent)

2.1n100 mm, 1.8 mm

rformance liquid chromatography; RRLC: rapid resolution liquid chromatography;

271

www.statsoft.fr
www.statsoft.fr
www.statsoft.fr
www.statsoft.fr


B. Roig et al. / Talanta 98 (2012) 157–165 161
median, and ‘‘whiskers’’ above and below the box show the
locations of the minimum and maximum values.

Outlier values are identified if:
–

Tab
Ref
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ng
/L

Tab
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T
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T

value o1st Quartile-1,5nInterQuartile Range and

–
 Value 43rd Quartileþ1,5nInterQuartile Range
The interlaboratory variability for each substance was estimated
by calculation of the coefficient of variation (CV). It is expressed, for
each substance, as a % and represents the ratio of the standard
deviation (s) to the mean of all recorded values (x)

CV ¼ 100n
s
x

le 8
erence value for each antibiotic in the two matricesa.

Sample A: treated water Sample B: surface water

ERY OFL SMX TMP ERY CIP OFL SMX TMP

iking level (ng/L) 55 40 30 50 200 180 200 100 150

a Concentration of ATB in the two matrices wasoLOD before spiking.

Sample B (Surface water)

0

200

400

600

800

1000

ERY (B) CIP (B) OFL (B) SMX (B) TMP (B)

Fig. 1. Box plot diagram for the distribution of the value for tr

le 9
istical values corrected after outlier exclusion for each compound in the different typ

r of mean (sM), median (M), minimum value (Min), maximum value (Max).

bstance Matrix Spiking
level (ng/L)

No. of accepted
results

x (ng/L) r (ng/L) CV u (ng

yprofloxacin
urface Water (B) 180 54 135.0 59.0 0.44 8.02

rythromycin
reated water (A) 55 56 53.6 26.7 0.50 3.56

urface water (B) 200 54 247.9 181.2 0.73 24.7

floxacin
reated water (A) 40 54 45.2 21.6 0.48 2.9

urface Water (B) 200 45 198.6 48.7 0.25 7.3

lfamethoxazole
reated water (A) 30 70 20.0 6.4 0.32 0.76

urface water (B) 100 76 87.1 26.7 0.27 3.07

rimetoprim
reated water (A) 50 74 37.3 9.3 0.25 1.08

urface water (B) 150 80 105.8 32.9 0.31 3.67

otal 563
Performances of the participants were assessed by the esti-
mation of the intralaboratory variability (repeatability) and
the bias.

For each laboratory, individual repeatability (CVlab in %) was
calculated, by the comparison of the mean (xlab) of the recorded
values (3 to 6 replicates) for a substance with the standard
deviation (slab) according to the relation:

CV ¼ 100n
slab

xlab

Laboratory biases (D) were estimated for each set of results
(or average of results) reported by each participant. D corresponds
to the difference between the value (or average value) of labora-
tory (xi) with the reference value (X):

D¼ xi2X

According to ISO 13528, the biases were classified into three
categories: DZ3.0s indicating an ‘‘action signal’’, 2.0srDo3.0s
considered as ‘‘warming signal’’ and �2.0s rDo2.0s indicating
‘‘acceptable value’’. The outlier results were excluded from the
calculation of D.
Sample B (Surface water)

ERY (B) CIP (B) OFL (B) SMX (B) TMP (B)
0

200

400

600

800

1000

ng
/L

eated water and surface water (circle represent outliers).

es of water: mean (x), standard deviation (s), coefficient of variation (CV), standard

/L) M (ng/L) Min (ng/L) Max (ng/L) 95% confidence interval No. of
outliers

From To

134.4 22.6 273.6 118.9 151.1 1

44.8 13.7 136.9 46.4 60.7 4

165.5 54.7 790.0 198.4 297.4 4

40.4 6.3 93.1 39.3 51.1 0

196.6 103.4 315.5 184.0 213.2 9

19.83 5.6 30.5 18.5 21.5 6

89.3 26.9 127.1 81.0 93.2 0

38.6 18.9 64 37.2 39.5 10

110.7 30 178 98.5 113.1 2

36
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5. Results

A total number of 13 participants took part in this study,
using methods detailed in Table 7. One participant used
two analytical methods. We have considered 14 series of
data. Each participant received 3 bottles of sample A (spiked
treated water) and 3 bottles of sample B (spiked surface
water). Statistical analysis was performed by considering the
Fig. 2. Results obtained for each participant for ERY, OFL, SMX, TMP and CIP
spiking value as the reference value of the antibiotic concerned
(Table 8).

5.1. Accepted values and outliers

The different antibiotics were not measured by all labora-
tories: ERY, CIP, OFL, SMX and TMP gave 11, 9, 9, 13 and 14 series
of data, respectively. A total number of 611 results were collected.
expressed in ng/L in the different samples, and mean values of results.
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A first selection was operated by considering the LOQ of
each laboratory compared to the spiking values and data from
laboratories with LOQ4spiking level was excluded. 1 series of
ERY in sample A and 1 series of ERY in sample B were excluded.

In a second time, the normality of each series has been tested
by using the Kolmogorov–Smirnov test. Excepted for ERY (in both
A), a normal distribution was observed. Consequently, and in
order to be homogeneous, the interquartile range test (non
parametric) has been used to exclude outlier values.

Fig. 1 shows the distribution of the values for each series and
highlight the outliers: in sample A, 4, 6 and 10 outliers for ERY (60
values), SMX (76 values) and TMP (84 values) series, respectively
and in sample B, 4, 1, 9 and 2 outliers for ERY (58 values), CIP (55
values), OFL (54 values) and TMP (82 values) series, respectively.

Finally, the calculation gave 36 outliers (6% of the total number
of results, see Table 9). The outliers were not distributed evenly
across all labs, but only in 4 of them.

According to the difference between the analytical protocols
used and the number of produced value (600), the number of
outliers obtained in this exercise can be considered low. The highest
number of outliers was determined for treated water, probably due
to the lower concentration levels and the limitation in analytical
performances. Such results have been also shown in the two inter-
laboratory exercises on anti-inflammatory drugs [9,17].

The outlier values were excluded for the final data treatment
and the statistical parameters (mean values, standard deviation,
variance, coefficient of variation) were calculated. Table 9 shows
the corrected statistical values (after outlier exclusion) obtained
for each compound in the different samples.
5.2. Results by molecules and matrices

Results from the different laboratories, mean between labora-
tories and reference values of each antibiotics in the two matrices
are plotted in Fig. 2.

Except for ERY in sample A and OFL in sample B, the mean of
all values is below than the reference value for each substance.

The deviation between the two values (calculated by the ratio
between the observed mean concentration and the reference one)
is important for SMX in surface water (33%) and TMP in treated
water (29%). It corresponds to 2.6%, 13% 25%, 25.4% in surface
water for ERY, OFL, TMP, CIP, respectively and to 23.5%, 0.7%, 13%
in treated water for ERY, OFL, SMX.

This difference can be considered as representative in the case
of SMX in treated water and TMP in surface water because the
value is higher than the standard deviation (Table 9).
5.3. Interlaboratory variability

A comparison of the CV values (Fig. 3) in both matrices (surface
and treated water) for all laboratories resulted in a slight
difference. The highest CV was observed for erythromycin in both
matrices. It is particularly high in surface water (highest concen-
tration). In addition the highest uncertainty was found in the
determination of ERY in surface water (Table 9).

The lowest CV was observed for sulfamethoxazole and tri-
methoprim and is very closed in the two matrices in spite of a
difference in the spiked concentration. It corresponds also to the
lowest uncertainty values.

According to the heterogeneity of the methods employed, we
can consider the CV relatively low for the targets except for
erythromycin.
5.4. Laboratory performances

Intralaboratory repeatability has been evaluated for each
substance in the two matrices and for each laboratory by the
calculation of the internal coefficient of variation (Fig. 4).

Good intralaboratory repeatability has been observed. CV

varies from 0.5 to 25.5% (median 6.8%) and to 0.2 to 19.8%
(median 5.0%) for sample A and B, respectively. This result
illustrates the high potential of the different laboratories in
producing representative data. This was confirmed by the calcu-
lation of the uncertainties of the measurement: range from 0.17
to 10.4% (median 3%) and from 0.14 to 8.1% (median 2.19%) for
the individual lab in the analyses of the substances in sample A
and B, respectively.

On the other hand, the difference between the values pro-
duced by each laboratory and the reference value was estimated
by calculation of the bias.

By considering all values, the ISO 13528 classification of the
laboratory biases resulted in 85% of acceptable values (falling
outside the range �2.0soDo2.0s), 11% of values to be mon-
itored and 4% of unacceptable values (�3.0soDo3.0s), as
reported in Table 10.

Of the 14 participating laboratories, 5 showed excellent
performance (all using internal standards), never reaching the
range outside �2.0soDo2.0s, and only 2 laboratories having
the warning signals.

Half of the signals (warming and action) come only from
2 laboratories, the analysis of antibiotic of which is very recent
(below than two years) and with a frequency of analysis relatively
low (at least once every 6 month).

Considering the ILE conditions (no analytical procedure
recommendation) and the profile of the participant laboratories,
the exercise can be considered as very positive. Indeed, around
40% of the laboratories have only 2 years of experience in the
analysis of ATB and less than half of them analyses ATB routinely.
Moreover, they show very interesting internal performances and
an acceptable variability among them. However, some improve-
ments are required for some of them to be very effective in the
measurement of ATB. A second exercise, by using the same
analytical protocol would be useful for a better comparison
between the participants.
6. Conclusion

Pharmas Project is an FP7 European project dealing
with human and ecological risk assessment for a selection of
antibiotics and anticancer drugs. To perform it, accurate
exposure data are necessary. Within the framework of the
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Fig. 4. Intra-laboratory repeatability in samples A (tap water) and B (surface water).

Table 10
Laboratory biases for each value reported by participant laboratories in the two

matrices (surface (SW) and treated (TW) water). 0, 1 and 2 correspond to

acceptable values, warning signal and action signal, respectively (grey boxes

correspond to non produced data).

ERY CIP OFL TMP SMX

TW SW SW TW SW TW SW TW SW

Lab 1 0 2 0 0 0 0 0 0

Lab 2 0 0 0 0 0 0

Lab 3 0 0 0 0 0

Lab 4 0 0 1 0

Lab 5 0 0 0 0 0 0 1 0

Lab 6 0 0 0 0 0 1 0 0 0

Lab 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Lab 8 0 0 0 0 2 2 2 1

Lab 9 1 1 0 0 0 1 0 0 0

Lab 10 1 1 0 0 0

Lab 11 0 0 0 0 1 1

Lab 12 0 0 0 0 1 0

Lab 13 0 0 0 0 0 0 0 0

Lab 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0

B. Roig et al. / Talanta 98 (2012) 157–165164
project an inter-laboratory exercise was proposed to evaluate
performance in the analysis of antibiotics in resource and tap
(treated) water.

Thirteen participants from five different countries participated
in the exercise. 77 reference samples were analyzed to determine
concentration of selected antibiotics and 611 results (including
parallels, excluding oLOQ) were collected for data evaluation.
The final number of 563 values was pooled out for further data
analysis, where 36 of them (6%) were determined to be outliers,
according to the interquartile range test (box plot).

The sample matrix yielding the highest number of outliers was
treated water (55%).

Finally, according to the scheme of the exercise (each labora-
tory implementing its own analyses), most of the participant
show results in close agreement with the expected ones and the
variability between them can be considered acceptable. However,
it is difficult, from this study, to identify the limiting factors in the
analysis of ATB and a second exercise, based on the same
analytical protocol, would be necessary.
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[8] E. Vulliet, C. Cren-Olivé, M.F. Grenier-Loustalot, Environ. Chem. Lett. 9 (2009)
103–114.

[9] A.J. Watkinson, E.J. Murby, D.W. Kolpin, S.D. Costanzo., Sci. Total Environ. 407

(2009) 2711–2723.
[10] V.L. Cunningham, S.P. Binks, M.J. Olson, Regul. Toxicol. Pharmacol. 53 (2009)

39–45.
[11] K.A. Strauch, AAOHN J. 59 (2011) 525–532.
[12] E. Touraud, B. Roig, J.P. Sumpter, C. Coetsier, Int. J. Hyg. Environ. Health 214

(2011) 437–441.
[13] H. Sanderson, Water Sci. Technol. 63 (2011) 2143–2148.
[14] Z. Ye, H.S. Weinberg., Anal. Chem. 79 (2007) 1135–1144.
[15] M.J. Focazio, D.W. Kolpin, K.K. Barnes, E.T. Furlong, M.T. Meyer, S.D. Zaugg,

L.B. Barber, M.E. Thurman., Sci. Total Environ. 402 (2008) 201–216.
[16] M.J. Benotti, R.A. Trenholm, B.J. Vanderford, J.C. Holady, B.D. Stanford,

S.A. Snyder, Environ. Sci. Technol. 43 (2009) 597–603.
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Abstract 19	  

A simple, fast, and fully automated SIA-MSP2E (sequential injection analysis- multiple solid 20	  
phase extraction) method with UV spectrophotometric detection has been developed for the 21	  
detection of environmental contaminants in water. This paper proposes a new procedure for 22	  
the fractionation, preconcentration and pre-identification of organic micropollutants in water 23	  
in case of accidental or intentional contamination.  24	  
 25	  

 26	  

27	  
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1. Introduction   28	  
The number of automated systems for water quality analysis and other monitoring 29	  
applications keeps increasing thanks to progress in electronics and ICT. In this perspective, 30	  
analytical flow techniques have been launched in order to simplify sample preparative 31	  
procedures and to limit samples handling. Among them, FIA (Flow Injection Analysis) and 32	  
SIA (Sequential Injection analysis) are widely used. While most FIA procedures employ 33	  
continuous, uni-directional pumping of carrier and reagent solutions, SIA procedures are 34	  
based on using programmable, bi-directional, discontinuous flow, precisely controlled by 35	  
computer [1]. Moreover, in conventional FIA systems, the sample volume is injected and 36	  
mixed on line with reagents, whereas SIA works with the sequential aspiration of precise 37	  
volumes of sample and reagents. SIA system is based on the use of a multi-position valve to 38	  
handle sample and reagents through a syringe pump, and a detector [2]. 39	  
In addition, these flow approaches can be coupled to diverse detection systems such as 40	  
spectrophotometry for example, for monitoring environmental parameters (inorganic anions: 41	  
sulfate, nitrite and nitrate; and cations: Cu(II), Fe(II) and Fe(III)), fluorimetry, 42	  
electrochemistry or chemiluminescence [3] [4] with various degrees of sensitivity, selectivity 43	  
and precision. Solid Phase Extraction (SPE) can be included in these systems as a 44	  
concentration step and matrix simplification. For instance, automated procedures of SPE 45	  
coupled with UV detection was used to preconcentrate and determinate penicillins in milk and 46	  
pharmaceutical formulations [5]. Moreover, SPE automated procedures combined with 47	  
HPLC, are used for the analysis of pharmaceuticals, giving better results than manual 48	  
techniques and several advantages (reduction of sample manipulation, reduction in analysis 49	  
time…) [6].  50	  
In 2004, López Roldán et al. proposed a procedure based on on-line and on site SPE followed 51	  
by a laboratory analysis by LC-APCI-MS for the simultaneous determination of selected 52	  
pesticides, phenols and phthalates in water [7].  53	  
The main objective of the present paper was the development of monitoring tools in particular 54	  
in case of accidental or intentional pollution of water. The association of SIA technique for 55	  
MSPE (multiple solid phase extraction) and UV spectrophotometry can be useful for field 56	  
deployed measurement systems. In the area of environmental analysis, an analytical system 57	  
must allow a sensitive and selective quantification of a given compound. In this context, a 58	  
good selectivity is often difficult to achieve especially in complex environmental matrix. 59	  
The development of the proposed analytical approach aimed at increasing selectivity by using 60	  
(i) a MSP2E step to allow a selective extraction of family of substances (retention and elution) 61	  
and (ii) a UV pre-screening of each fraction for a pre-identification of the extracted 62	  
substances. The fractionation methodology was based on the difference of retention, due to 63	  
charge of contaminants, between two SPE cartridges and on the polarity of the contaminants. 64	  
It is known that resin fractionation can be used to investigate various properties of dissolved 65	  
organic materials (DOM) in water. A system of non-ionic and ionic resins can be applied to 66	  
characterize and separate the different types of DOM in water based on the partition between 67	  
hydrophobic and hydrophilic materials [8]. An on site procedure is proposed for 68	  
preconcentration of organic micropollutants (pesticides, PPCP and PAH…) in contaminated 69	  
surface water using resin fractionation and UV detection after elution. If micropollutant 70	  
concentrations are too low to be detected by direct UV spectrophotometry, the different 71	  
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fractions can be later analyzed by laboratory techniques such as HPLC. This on site analyzer 72	  
could also be used in case of exceptional events such as accidental or intentional pollutions 73	  
when the concentration of micropollutants can reach µg/L. In this case a quick information is 74	  
needed for the implementation of remediation actions. This analyzer was based on system 75	  
developed by HOCER [9] and MSP2E method presented previously [10]. 76	  
 77	  
2. Experimental 78	  
2.1 Reagents and chemicals for analyses of individual compounds (MSP2E-UV) 79	  
All targeted pollutants (Table 1) were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) 80	  
except for clofibric acid and sodium diatrizoate VWR (Radnor, PA, USA). 81	  
All 44 compounds were greater than 97% of purity.  82	  
 83	  
Table 1: Individual compounds studied  84	  
Compound CAS number Compound CAS number 
Pesticides (21 compounds) 
2,4 D 94-75-7 Hexazinone 51235-04-2 
2-nitrophenol  88-75-5 Isoproturon 34123-59-6 
Alachlore 15972-60-8 Linuron 330-55-2 
Atrazine 1912-24-9 Metazachlor 67129-08-2 
Carbaryl 63-25-2 Metolachlor 51218-45-2 
Chlortoluron 15545-48-9 Paraquat 1910-42-5 
Diazinon 333-41-5 Parathion 56-38-2 
Dichlorprop 120-36-5 Simazine 122-34-9 
Dinoterb 1420-07-1 Terbutylazine 5915-41-3 
Diquat 85-00-7 Terbutryn 886-50-0 
Diuron 330-54-1   
Pharmaceutical and personal care products (PPCP) (14 compounds) 
1,7α-ethynylestradiol 57-63-6 Diatrizoate 737-31-5 
Acetaminophene 103-90-2 Diclofenac 15307-79-6 
Clofibric acid  882-09-7 Ibuprofen 15687-27-1 
Atenolol 29122-68-7 methyl-paraben 99-76-3 
Caffeine 58-08-2 Sulfamethoxazole 723-46-6 
Carbamazepine 298-46-4 Trimethoprim 738-70-5 
Ciprofloxacine 85721-33-1 Warfarin 81-81-2 
Others (9 compounds) 
4,4’- diaminophenylmethane 101-77-9 Bis-2-ethyl-hexylphtalate  117-81-7 
4- nonylphenol 104-40-5 Fluorene 86-73-7 
Acenaphtene 83-32-9 m-Toluidine 108-44-1 
Bisphenol-A 80-05-7 Naphtalene 91-20-3 
Dibutylphtalate 84-74-2   
 85	  
Solvents and reagents are of chromatography quality. They were purchased from VWR 86	  
(Radnor, PA, USA) for acetonitrile and for sodium chloride, and Sigma-Aldrich for methanol 87	  
(St Louis, MO, USA). Ultrapure water was obtained from a Pure lab classic water purification 88	  
system (Siemens, Alpharetta, GA, USA). 89	  
 90	  
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Stock solutions of pollutants (400-600 µg/mL) were prepared in methanol or in ultrapure 91	  
water and stored in the dark at 5 ± 3°C. Working solutions were prepared daily by dilution of 92	  
given stock solutions with ultrapure water. Prior to the extraction, water samples were spiked 93	  
with targeted analyte at the concentration of 50 ng/mL. 94	  
 95	  
2.2 Reagents and chemicals for analysis of pesticides mixture (HPLC/MS) 96	  
A mixture of pesticides was prepared by an other unit of the laboratory as described below. 97	  
This mixture of 44 pesticides (Table 2) was prepared in acetonitrile. Ultra-pure water was 98	  
prepared using a Milli-Q® Gradient system (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, 99	  
USA). Acetone for pesticide residue analysis, and acetonitrile and methanol for HPLC were 100	  
purchased from VWR International S.A.S. (Fontenay-sous-Bois, France). Formic acid 99% 101	  
for analysis was purchased from Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, France). All 44 certified 102	  
standards were purchased from Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Germany) except for 103	  
mesotrione (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Purity of certified standards was above 104	  
96%. Individual standard stock solutions (1 g/L) were prepared in acetone, acetonitrile or 105	  
methanol depending on the compounds by accurately weighing 25 mg (± 0.1 mg) of certified 106	  
standards into 25 mL volumetric flasks, and then stored at -18°C. Calibration solutions were 107	  
prepared by appropriate dilution of individual standard stock solutions in mobile phase at 108	  
initial conditions. Prior to the extraction, water samples were spiked with targeted analyte at 109	  
the concentration of 40 ng/mL. 110	  
 111	  

2.3 Mutilple Solid-phase extraction (MSP2E) 112	  
MSP2E method was carried out as described previously [10] by using:  113	  

- Two SPE cartridges: Strata-SAX (Phenomenex, Torrance, CA, USA) and Oasis-HLB 114	  
(Waters, Milford, MA, USA) containing respectively 200.1 ± 0.5 mg and 300.2 ± 0.5 115	  
mg of sorbent, 116	  

- Three different eluting solvents, regarding physico-chemical properties (pKa and log 117	  
Kow), of the contaminants and the characteristics of the two cartridges: S1: 118	  
(methanol/sodium chloride 0.1 mol/L) = 0.4%V for anionic compounds from the 119	  
Strata-SAX cartridge, S2: (acetonitrile/ ultrapure water) = 0.3%V and S3: 120	  
(acetonitrile/ ultrapure water) =0.7%V for more or less hydrophobic compounds 121	  
retained on Oasis-HLB cartridge. 122	  

	  123	  
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2.4 UV analysis 124	  
A spectrum (between 200 and 400 nm) of each eluting fraction was obtained by UV 125	  
spectrophotometry. The pre-screening of each fraction is carried out for substances 126	  
identification either at the maximum of absorbance using a calibration curve (for individual 127	  
substances) or from the whole spectrum using a multicomponent (deconvolution) exploitation 128	  
method [11] (for mixture of substances). 129	  
 130	  
2.5 HPLC/MS analysis 131	  
Analyses were performed using a Waters Alliance 2695 separations module coupled to a 132	  
Waters Micromass ZQ mass spectrometer (Waters, St Quentin en Yvelines, France) equipped 133	  
with a Z-Spray™ electrospray ionization (ESI) source. Chromatographic separation was 134	  
performed at a flow rate of 0.2 mL/min on a Waters XTerra® MS C18 column (150 mm 135	  
length x 2.1 mm I.D., 3.5 µm particle size) maintained at a constant temperature of 35°C. The 136	  
binary mobile phase was composed of ultra-pure water (solvent A) and acetonitrile (solvent 137	  
B), both acidified with 0.1% formic acid. The sample injection volume was 10 µL. Samples 138	  
were dissolved in mobile phase at initial conditions (82% A) prior to injection. The gradient 139	  
elution program was as follows: 0-10 min, 82-70% A; 10-20 min, 70-50% A; 20-35 min, 50-140	  
20% A; 35-40 min, 20% A; 40-40.1 min, 20-82% A (return to initial conditions); 40.1-50 141	  
min, 82% A (equilibration). The ESI parameters were as follows: capillary voltage, 2.0 kV for 142	  
negative ion mode and 3.0 kV for positive ion mode; extractor voltage, 3 V; source and 143	  
desolvatation temperature, 100 and 350°C, respectively; cone and desolvatation gas (nitrogen, 144	  
Air Liquide) flow, 150 and 500 L/h, respectively. The mass spectrometer was operated in the 145	  
Single Ion Recording (SIR) mode. The two most sensitive and specific ions were monitored 146	  
for each compound using ESI positive or negative ion mode depending on the compounds. 147	  
Dwell times ranged between 100 and 1000 ms in 16 acquisition windows (9 in the ESI 148	  
positive ion mode and 7 in the ESI negative ion mode) containing 1 to 14 compounds (1 to 28 149	  
ions). Inter-scan and inter-channel delays were fixed to 0.3 and 0.02 s, respectively. 150	  
Analytical characteristics of measured compounds (monitored ions and cone voltages) are 151	  
summarized in Table 2. MassLynx (4.1) software was used for instrument control, data 152	  
acquisition and quantification. 153	  
Limits of quantification (LOQ) were defined as the lowest concentration of a compound for 154	  
which the Relative Standard deviation (RSD) of replicate injections was lower than 20% and 155	  
the signal-to-noise ratio (S/N) greater than 10. Instrumental LOQs were 20 µg/L for all 156	  
pesticides. Quadratic calibration curves were established for each compound by analyzing at 157	  
least five calibration solutions from the LOQ (20 µg/L) to 200 µg/L. 158	  
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Table 2: Analytical characteristics of measured compounds (monitored ions and cone voltages) 158	  

Compound CAS number Ion 1 Ion 2 
Cone voltage (V) 
ion 1/ion 2 

Ion mode 
ion 1/ion 2 

Anilinopyrimidines      
Cyprodinil 121552-61-2 226.3 227.3 60/60 ES+/ES+ 
Benzamides      
Tebutam 35256-85-0 192.3 234.4 50/15 ES+/ES+ 
Isoxaben 82558-50-7 165.1 333.1 50/25 ES+/ES+ 
Benzoic acids      
Dicamba 1918-00-9 219.1 221.1 15/15 ES-/ES- 
Benzothiadiazinones      
Bentazone 25057-89-0 197.1 239.1 60/45 ES-/ES- 
Carbamates      
Carbofuran 1563-66-2 123.1 165.2 60/45 ES+/ES+ 
Carboxamides      
Boscalid 188425-85-6 140.0 342.8 55/30 ES+/ES+ 
Chloroacetamides      
Alachlor 15972-60-8 162.3 238.2 60/25 ES+/ES+ 
Acetochlor 34256-82-1 148.0 224.0 45/25 ES+/ES+ 
Dimethenamid 87674-68-8 168.2 276.1 60/25 ES+/ES+ 
Metolachlor 51218-45-2 176.3 284.2 60/25 ES+/ES+ 
Metazachlor 67129-08-2 210.0 278.0 25/25 ES+/ES+ 
Propachlor 1918-16-7 105.9 212.2 62/25 ES+/ES+ 
Dinitroanilines      
Pendimethaline 40487-42-1 212.2 282.2 25/25 ES+/ES+ 
Hydroxybenzonitriles      
Bromoxynil 1689-84-5 273.9 276.0 60/60 ES-/ES- 
Ioxynil 1689-83-4 126.9 369.9 60/15 ES-/ES- 
Imidazoles      
Prochloraz 67747-09-5 375.8 377.8 15/15 ES+/ES+ 
	  159	  
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Compound CAS number Ion 1 Ion 2 
Cone voltage (V) 
ion 1/ion 2 

Ion mode 
ion 1/ion 2 

Imidazolinones      
Imazamethabenz-methyl 81405-85-8 257.2 289.2 45/25 ES+/ES+ 
Isoxazoles      
Isoxaflutol 141112-29-0 250.9 357.9 50/25 ES+/ES- 
Oxadiazoles      
Oxadiazon 19666-30-9 220.1 303.2 60/45 ES+/ES+ 
Oxyacetamides      
Fluthiamide 142459-58-3 152.2 364.1 45/25 ES+/ES+ 
Phenylamides      
Oxadixyl 77732-09-3 219.0 279.0 30/15 ES+/ES+ 
Phenoxy carboxylic acids      
2,4 D 94-75-7 160.9 219.1 47/25 ES-/ES- 
MCPA 94-74-6 141.2 199.2 45/25 ES-/ES- 
Dichlorprop 120-36-5 161.0 233.1 45/25 ES-/ES- 
Mecoprop 7085-19-0 141.1 143.1 45/60 ES-/ES- 
Pyridinecarboxamide      
Diflufenican 83164-33-4 266.2 395.2 60/25 ES+/ES+ 
Pyridine carboxylic acids      
Trichlopyr 55335-06-3 196.0 256.0 40/15 ES-/ES- 
Fluroxypyr 69377-81-7 180.9 208.8 50/40 ES+/ES+ 
Triketones      
Mesotrione 104206-82-8 290.9 337.9 40/18 ES-/ES- 
Sulcotrione 99105-77-8 139.0 328.9 60/45 ES+/ES+ 
Triazolopyrimidines      
Metosulam 139528-85-1 175.2 418.2 60/45 ES+/ES+ 
Strobilurins      
Azoxystrobin 131860-33-8 344.1 372.1 60/45 ES+/ES+ 
	  160	  
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Compound CAS number Ion 1 Ion 2 
Cone voltage (V) 
ion 1/ion 2 

Ion mode 
ion 1/ion 2 

Substituted ureas      
Chlortoluron 15545-48-9 213.2 215.1 25/25 ES+/ES+ 
Diuron 330-54-1 231.1 233.1 25/25 ES-/ES- 
Isoproturon 34123-59-6 165.2 207.3 50/25 ES+/ES+ 
Linuron 330-55-2 160.1 251.1 60/25 ES+/ES+ 
Sulfonylureas      
Nicosulfuron 111991-09-4 182.3 411.2 60/25 ES+/ES+ 
Triazines      
Simazine 122-34-9 104.0 202.2 60/45 ES+/ES+ 
Terbutylazine 5915-41-3 230.0 232.0 25/25 ES+/ES+ 
Terbumeton 33693-04-8 226.1 227.1 25/25 ES+/ES+ 
Triazoles      
Epoxiconazole 133855-98-8 329.9 331.8 15/15 ES+/ES+ 
Tetraconazole 112281-77-3 159.2 372.1 60/45 ES+/ES+ 
Tebuconazole 107534-96-3 308.3 310.3 25/25 ES+/ES+ 
	  161	  
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	  162	  
3. Results and discussion 163	  
In this work, SIA-MSP2E is used not only to extract and to preconcentrate the analytes of 164	  
interest but also to separate analytes and, coupled with an UV detection, for a prescreening of 165	  
the compounds according to their physico-chemical properties (pKa and log Kow). 166	  
 167	  
3.1 Retention and elution of each targeted substance  168	  
The targeted micropollutants were selected from their physico-chemical properties, in 169	  
particular pKa and log Kow (which range from 0.1 to 14, and from -4.6 to 7.6 respectively). 170	  
They include in majority phytosanitary products but also some pharmaceuticals, some 171	  
preservatives, detergents and PAHs (Table 1). 172	  
Based on their physico-chemical properties, a prediction of fractionation has been proposed 173	  
and verified. According to the method described previously [10], anionic compounds are 174	  
retained on Strata-SAX cartridge and neutral or cationic species on Oasis-HLB cartridge.  175	  
Then, by using the SIA-MSP2E-UV system, several eluting fractions have been determined 176	  
for individual compounds (Table 3 and Table 4).  177	  
 178	  

Table 3: Capacity of elution of Strata-SAX for individual targeted micropollutants.  179	  

  
 

 
Eluting volume (mL)  

0 ----------- 1.1 -----------> 5 

 

Compound Log Kow pKa 
λmax 

(nm) E1  E2  

Diclofenac 0.7 [12] 4.2 [13] 276   0.7 

Sodium diatrizoate 1.8 [14] 3.4 [15] 238    

Clofibric acid 2.6 [16] 3.2 [17] 227 ; 
279 

   

Warfarin 2.7 [18] 5.0 [19] 204 ; 
284 ; 
305 

   

2,4D 2.7 – 2.8 
[20] 

2.6 – 3.3 
[20] 

229 ; 
284 

   

Dichlorprop 3.4 [20] 
2.9 – 3.5 

[20] 
229 ; 
284   

 

Ibuprofen 4.0 [13] 4.4 [13] 221   4.0 

 180	  

  181	  
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Table 4: Capacity of elution of Oasis-HLB for individual targeted micropollutants. 182	  

    S2 --------------------------> S3  

   
 Eluting volume (mL)  

0 -------------- 1 ----------> 2 

Eluting volume (mL)  

 0 ------------ 2.5 --------> 2 

 

Compound Log Kow pKa λmax (nm) E1 E2 E3 E4  

Caffeine -0.07 [13] 0.8 [21]  205; 273     -0.07 
Acetaminophen 0.5 [13] 9.3 [13] 243      

Ciprofloxacine 0.3-1.3 
[22]  

5.9 ; 8.9 
[22] 

207; 277; 
316 

     

Trimethoprim 0.9 [13] 7.1 [13] 204; 272      
Sulfamethoxazole pH 8 0.9 [13] 6.0 [13] 265      
Hexazinone 1.4 [23] Na 246      
M-toluidine 1.4 [24] 4.7 [25] 204; 233; 

281 
     

4-4’Diaminophenylmethane 1.6 [26] NA 241 ; 286      
Methyl-paraben 1.7 [27] 8.4 [28] 255      
2-Nitrophenol 2.0 [29]a  7.2 [30] 209 ; 279 ; 

349 
     

Metazachlor  2.11 [17] 1.3 [17] -      
Isoproturon 2.3 [17] 0.9 [17] 203 ; 239      

Simazine 1.5 – 2.3 
[31] 

1.6 [32] 221 ; 263      

Carbaryl 2.4 [33] 10.4 [33] 220 ; 279      
Carbamazepine 2.5 [13] 14 [13] 211 ; 286      

Chlortoluron 2.5 [34] 0.1 ; 14.4 
[34] 

210 ; 242      

Atrazine 2.6 [13] 1.7 [13] 222 ; 264      
Diuron 2.8 [17] 3.6 [17] 210 ; 248      
Terbutylazine 3.04 [35] 2.0 [36] 224      

Metolachlor 3.13 [13] NA -      

Linuron 3.2 [18] 12.1 [37] 211 ; 247      
Naphthalene 3.3 [13] Na 220 ; 268 ; 

276 ; 283 
     

Diazinon 3.3 [38] 2.6 [39] 248      

Bisphenol A 3.3 [40] 9.9 – 10.0 
[41] 

225 ; 277      

Alachlor 3.5 [18] 0.6 [33] -      
Terbutryn 3.7 [42] 4.4 [36] 224      
1,7α-ethynylestradiol 3.7 [13] 10.2 [13] 237 ; 279      
Parathion-ethyl 3.8 [33] Na 277      
Acenaphtene 4.2 [32] Na 226 ; 290      
Fluorene 4.2 [13] Na 209 ; 263 ; 

288 ; 299 
     

4-Nonylphenol 4.5 [40] 10.3 [43] 222 ; 278      
Dibutylphtalate 5.4 [44] NA 276      

Dinoterb 5.6 [45] 3.5 [45] 214 ; 269 ; 
275 

     

DEHP 7.6 [40] Na 204     7.6 

Log	  Kow	  
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The whole analytical procedure (preconcentration and detection) was tested on 44 substances 183	  
(37 neutral or cationic and 7 anionic) individually. 184	  
100% of retention on Strata-SAX was observed for the 7 anionic compounds and 92% for 185	  
neutral or cationic compounds on Oasis-HLB. Three of the 37 substances were not retained on 186	  
cartridges: Diquat, Paraquat and Atenolol, explained for the two first ones by their high 187	  
hydrophilic properties (log Kow= -4.6 [46] and -4.5 [47] respectively).  188	  
Among retained substances on Oasis-HLB, only 4 were not eluted in our operational 189	  
conditions: 4-nonylphenol, dinoterb, acenaphthene and DEHP, the log Kow of which requiring 190	  
a more hydrophobic solvent to be eluted. Indeed, according to the literature on this cartridge, 191	  
phthalates can be eluted with a mixture of dichloromethane and methanol (1:1) [48], 192	  
acenaphthene by using a mixture of dichloromethane and hexane or a mixture of 193	  
dichloromethane and acetone [49], and 4-nonylphenol with methanol (weak recovery of 194	  
28%), a mixture of dichloromethane and hexane [50] or a mixture of dichloromethane and 195	  
methanol (9:1)[51]. 196	  
As a summary, elution of compounds retained on Oasis-HLB was predicted considering their 197	  
polarity and those of the eluting solvents  (Figure 1). 198	  
 199	  
Eluting solvent S2 eluted substances with log Kow between -0.07 and 1.7. A co-elution was 200	  
observed between the second fraction of eluting solvent S2 and the first fraction of eluting 201	  
solvent S3 for substances with log Kow between 0.9 and 1.7. The majority of substances were 202	  
eluted with eluting solvent S3 with log Kow between 0.9 and 4.6. 203	  

 204	  
Figure 1: elution depending on polarity of eluting solvents and substances 205	  
 206	  
3.2. Validation of fractionation strategy on a mixture of 44 pesticides 207	  
The fractionation strategy was investigated by using a mixture of 44 pesticides (Table 5) at 40	  208	  
µg/L, 11 of which being previously individually tested as described above.  209	  
The 6 eluting fractions and the 3 samples (first before the 2 cartridges, one after Srtrata-SAX 210	  
and the last one after Oasis-HLB) were analyzed by HPLC/MS. The results are shown Table 211	  
6.  212	  
As predicted, 100% of the compounds were retained on the cartridges: anionic compounds in 213	  
Strata-SAX and the others on Oasis-HLB. 214	  
Only 2 substances were not retrieved in predicted eluting fraction (imazamethabenz-methyl 215	  
and oxadixyl) due to the difficulties to find an actual log Kow value  in literature. As example, 216	  
imazamethabenz-methyl with a log Kow between 1.54 and 1.82 can retained either in S2 217	  
(fully) or S2 and S3 (partly), regarding our operational conditions. 218	  
However, 93% of predicted elutions have been satisfied. Moreover, the effect of the 219	  
complexity of the solution, marked by a mixture of 44 pesticides, seems to not alter the 220	  
performance of the method. Indeed, we didn’t observe a difference of elution behavior of the 221	  
11 compounds studied previously individually  222	  

E4
S3

Log Kow
E1 S2

E2 S2

E3 S3

-0.1 0.46 0.9 1.66 3.8 4.6
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Table 5: physico-chemical properties of the 44 pesticides of mixture (na: not available) 223	  
Compound Log Kow pKa 
Bentazone 2.34 [20] 3.3 [52] 
Bromoxynil 2.8 [53] 3.9 [54] 
Dicamba 2.2 [20] 1.9 [20] 

Ioxynil 3.94 [55] 4.5 [55] 
2,4 D 2.7 – 2.8 [20] 2.6 – 3.3 [20] 
MCPA 3.2  [20] 3.1 [20] 

Dichlorprop 3.4 [20] 2.9 – 3.5 [20] 
Mecoprop 3.1 – 3.6 [20] 3.1 – 3.7 [20] 
Trichlopyr -0.45  [56] 2.7 [57] 

Mesotrione 0.11 [58] 3.12 [59] 
Metosulam 2.39 [60] 5.34 [60] 

Nicosulfuron -0.35 [61] 4.78 ; 7.58 [57] 
Sulcotrione -1.7  [62] 3.1 [63] 
Fluroxypyr 1.74 [60] 2.94 [60] 

Imazamethabenz-methyl 1.54 -1.82 [64]   na 
Simazine 1.5 – 2.3 [31] 1.6 [32] 

Terbutylazine 3.04 [35] 2.0 [36] 
Terbumeton 2.7 [65] 4.7 [65] 
Chlortoluron 2.5 [34] 0.1 ; 14.4 [34] 

Diuron 2.8 [17] 3.6 [17] 
Isoproturon 2.3 [17] 0.9 [17] 

Linuron 3.2 [18] 12.1 [37] 
Epoxiconazole 3.44 [53] na 

Prochloraz 3.53 [33] 3.8 [33] 
Tetraconazole 3.56 [40] 4.95 [66] 
Tebuconazole 3.7 [40] 3.4 ; 13.7 [67] 

Alachlor 3.52 [18] 0.6 [33] 
Acetochlor 4.14 [68] na 

Dimethenamid 2.47 [69] na 
Oxadixyl 0.7 [70] na 

Metolachlor 3.13 [13] na 
Metazachlor 2.11 [17] 1.3 [17] 
Propachlor 2.41 [71] 2.8 [72] 
Tebutam 3 [73] na 

Azoxystrobin 5.13 [67] 0.67 [67] 
Boscalid 2.96 [74] na 

Carbofuran 2.32 [42] na 
Cyprodinil 4 [75] 4.4 [75] 

Diflufenican 4.9 [76] na 
Fluthiamide 3.2 [77] na 

isoxaben 2.64 [78] 1.3 [79] 
isoxaflutol 2.19 [80] na 
Oxadiazon 4.09 [81] na 

Pendimethaline 5.18 [81] na 
 224	  

 225	  
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Table 6: prediction and HPLC results concerning elution of Strata-SAX and Oasis-HLB for a mixture of 44 pesticides (compounds highlighted: 11 common 226	  
pesticides on both lists)  227	  

 228	  

Bentazone Oxadixyl Imazamethabenz-methyl Prochloraz Metolachlor
Bromoxynil Simazine Metazachlor
Dicamba Terbutylazine Propachlor
Ioxynil Terbumeton Tebutam
2,4 D Chlortoluron Azoxystrobin
MCPA Diuron Boscalid

Dichlorprop Isoproturon Carbofuran
Mecoprop Linuron Cyprodinil
Triclopyr Epoxiconazole Diflufenican

Fluoroxypyr Tetraconazole Fluthiamide
Mesotrione Tebuconazole isoxaben
Metosulam Alachlor isoxaflutol

Nicosulfuron Acetochlor Oxadiazon
Sulcotrione Dimethenamid pendimethaline

Bentazone Imazamethabenz-methyl Oxadixyl Simazine Metolachlor
Bromoxynil Terbutylazine Metazachlor
Dicamba Terbumeton Propachlor
Ioxynil Chlortoluron Tebutam
2,4 D Diuron Azoxystrobin
MCPA Isoproturon Boscalid

Dichlorprop Linuron Carbofuran
Mecoprop Epoxiconazole Cyprodinil
Triclopyr Prochloraz Diflufenican

Fluoroxypyr Tetraconazole Fluthiamide
Mesotrione Tebuconazole isoxaben
Metosulam Alachlor isoxaflutol

Nicosulfuron Acetochlor Oxadiazon
Sulcotrione Dimethenamid pendimethaline

Prediction

HPLC results

S2 S2 and S3 S3 

Strata-SAX Oasis-HLB 

Mixture of 44 micropollutants 

S1 
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3.3. Application: Contamination of river water with mixture of pesticides 229	  
A river water (2.7 mg/L of TOC and 22.1 mg/L of nitrate) has been spiked by 40 µg/L of the 230	  
mixture of the 44 pesticides previously presented. 100 mL of the solution was treated 231	  
according to the protocol mentioned above: percolation onto the two cartridges, elution with 3 232	  
eluting solvents (1 for Strata-SAX and 2 for Oasis-HLB) and collection of 6 eluting fractions 233	  
and samples before and after each cartridge for analysis by HPLC/MS. 234	  
The results showed that 83% of the prediction for cationic or neutral compounds was satisfied 235	  
in this operational conditions. 236	  
Concerning anionic compounds, we observed a matrix effect leading to a non retention of the 237	  
anionic substances. The anionic capacity of Strata-SAX calculated as 0.9 meq/g of sorbent is 238	  
rapidly saturated by the presence of anionic species from a real matrix. The increase of the 239	  
mass of sorbent or the addition of a guard cartridge could decrease the matrix effect. Indeed, a 240	  
preliminary study showed that a guard cartridge of 500 or 700 mg Strata-SAX phase can 241	  
overcome a conductivity of 300-500 µS/cm (representative an average mineralization of a raw 242	  
water) (data not shown). 243	  
 244	  
3.4 UV pre-identification 245	  
As described above, the MSP2E-SIA system can be used for an onsite fractionation in view of 246	  
laboratory analyses but can also be coupled with a UV detection in a MSP2E-SIA-UV global 247	  
system. The UV pre-screening performed on each fraction obtained by MSP2E-SIA aims to 248	  
(i) pre-identify (if possible) the contaminant(s) involved, and/or (ii) simplify the analysis of an 249	  
unknown contamination. Indeed, the UV signature of one or several fractions could allow to 250	  
guide the analysis toward a limited list of substances rather than to launch a blind analysis of 251	  
any micropollutants.  252	  
The UV pre screening can be carried out by comparison of the fraction’s UV spectra with a 253	  
spectra database by using a multicomponent method (deconvolution) [9].  254	  
Figure 2 shows a simple example of the potential of the method. A 100 ml mixture of 3 255	  
neutral substances, atrazine, diuron and parathion at 20 µg/L each was percolated onto the two 256	  
cartridges and 6 elution fractions were collected and analysed by UV. 257	  

 258	  
Figure 2: UV spectra of the fractions obtained after elution of Strata-Sax and Oasis HLB 259	  
cartridges 260	  
 261	  
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Compared to the other fractions, one fraction (E3 HLB) shows a significant UV signal 262	  
indicating that the main contaminants of the sample are non anionic substances with log Kow 263	  
higher than 2. In this example, only this fraction could be send for laboratory analysis. The 264	  
approach thus targets a minimum number of possible contaminants.  265	  
The use of the deconvolution method is currently investigated for a pre-identification of the 266	  
composition of the contaminated fractions.  267	  
 268	  
4. Conclusion 269	  
The automatic SIA-MSP2E system offers a solution for a direct and on-site fractionation of a 270	  
water sample particularly suitable for intentional or accidental contamination of water 271	  
resources. The procedure produces 6 different fractions characteristic of particular classes of 272	  
compounds (2 with anionic substances + 4 with neutral compounds separated by their 273	  
logKow). The simple UV signature of each fraction gives information about the nature of the 274	  
contamination.  275	  
A semi-quantitative UV analysis using a deconvolution method from a spectra database 276	  
should be performed for a pre-identification of the contamination.  277	  
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Annexe 5 : Avantages et inconvénients des appareils répertoriés pour l’analyse des 
paramètres physico-chimiques et de la toxicité (liste non exhaustive) 

Appareil Fournisseur Avantages Inconvénients 
BioMonitor LAR En ligne Mesure uniquement de la DBO 

  
Rapide (30s) 

 
  

Mesure toutes les 3 - 4 min 
 

  
Enregistrement des données 

 RODTOX 2000 KELMA En ligne Température du réacteur constante 

  
Rapide (quelques min) Mesure uniquement de la DBO 

  
Enregistrement des données 

 Biox 1010 Endress + Hauser En ligne Mesure uniquement de la DBO 

  
Rapide (3 - 15 min) 

 
  

Enregistrement des données 
 

  
Pas de réactif requis 

 MB-DBO Biosensores SL En ligne Mesure uniquement de la DBO 

  
Rapide (quelques s) 

 
  

Enregistrement des données 
 

  
Faible coût d'analyse (1 euro) 

 Optilis  LAC Instruments et systèmes En ligne Paramètres globaux uniquement 

  
Rapide (quelques s) 

 
  

Calibration automatique 
 

  
Sans filtration 

 
  

Pas de réactif requis 
 

  
Enregistrement des données 

 
  

Multiparamètres 
 Pastel UV SECOMAM Rapide (quelques s) Hors ligne 

  
Enregistrement des données Calibration manuelle 

  
Pas de réactif requis Spectrophotométrie 

  
Multiparamètres Paramètres globaux uniquement 
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Appareil Fournisseur Avantages Inconvénients 
Spectroly ::ser S ::can Rapide (quelques s) In situ 

  
Pas de réactif requis Calibration manuelle 

  
Simple d’utilisation Paramètres globaux uniquement 

  
Multiparamètres 

 AquapodLight HOCER En ligne Filtration nécessaire 

  
Rapide (quelques s) Paramètres globaux  

  
Pas de réactif requis Quelques pesticides et HAP 

  
Simple d’utilisation Spectrophotométrie 

  
Faible coût d’analyse  

 
  

Enregistrement des données 
 AquapodSPE HOCER En ligne Réactifs 

  
Rapide (quelques s) Spectrophotométrie 

  
Autonomie de 3 semaines Paramètres globaux  

  
Enregistrement des données Quelques pesticides et HAP 

  
Programmation des analyses 

 QuickCODultra LAR En ligne Mesure uniquement de la DCO 

  
Rapide (1 – 2 min) 

 
  

Sans filtration 
 

  
Pas de réactif requis 

 
  

Faible coût d’analyse  
 

  
Insensible au chlore 

 
  

Enregistrement des données 
 Elox 100 LAR En ligne Mesure uniquement de la DCO 

  
Rapide (3 – 4 min) 

 
  

Temps de maintenance faible 
 

  
Enregistrement des données 
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Appareil Fournisseur Avantages Inconvénients 
COD on-line analyzer AWA instrument En ligne Mesure uniquement de la DCO 

  
Rapide (quelques s) 

 
  

Calibration automatique 
 

  
Enregistrement des données 

 QuickTOC LAR En ligne Mesure uniquement du COT 

  
Rapide (2 - 3 min) Réactifs 

  
Sans filtration 

 
  

Enregistrement des données 
 Biotector HACH En ligne Mesure uniquement du COT 

  
Rapide (6 min) 

 
  

Enregistrement des données 
 

  
Faible coût d'analyse  

 
  

Sans filtration 
 RDO Pro Aqualyse Rapide (quelques s) Mesure uniquement de l'oxygène dissous 

  
Insensible au chlore In situ 

   
Calibration manuelle 

6-Series LAC Instruments et systèmes Rapide (quelques s) In situ 

  
Multiparamètres Paramètres globaux uniquement 

   
Calibration manuelle 

HI 9142 HANNA Instruments Rapide (quelques s) In situ 

   
Mesure uniquement de l'oxygène dissous 

   
Calibration manuelle 

Hydrolab MS5 HACH Rapide (quelques s) In situ 

  
Multiparamètres Calibration manuelle 

   
Paramètres globaux uniquement 
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Appareil Fournisseur Avantages Inconvénients 
pHmètre Cypberscan 510 VWR Rapide (quelques s) Hors ligne 

   
Calibration manuelle 

   
Mesure uniquement du pH 

MC 226 Mettler Toledo Rapide (quelques s) Hors ligne 

   
Calibration manuelle 

   
Mesure uniquement de la conductivité 

OBS3+  Campbell Scientific Rapide (quelques s) In situ 

   
Calibration manuelle 

   
Mesure uniquement de la turbidité 

DS5X Hydrolab Rapide (quelques s) In situ 

  
Enregistrement des données Calibration manuelle 

  
Temps de maintenance faible Paramètres globaux uniquement 

2100Q Portable HACH Rapide (quelques s) Hors ligne 

  
Enregistrement des données Calibration manuelle 

   
Mesure uniquement de la turbidité 

   
Réactifs 

Oakton T-100 Cole Parmer Rapide (quelques s) Hors ligne 

  
Enregistrement des données Calibration manuelle 

   
Mesure uniquement de la turbidité 

   
Réactifs 

MicroTOL Online HACH En ligne Mesure uniquement de la turbidité 

  
Rapide (quelques s) 

 
  

Enregistrement des données 
 

  
Calibration automatique 

 
  

Enregistrement des données 
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Appareil Fournisseur Avantages Inconvénients 
Analyseur Azote total ANAEL En ligne Mesure uniquement de l'azote total 

  
Rapide (2 - 4 min) 

 
  

Calibration automatique 
 

4110 Shimadzu En ligne 
Mesure uniquement de l'azote total et du 

phosphore total 

  
Rapide (quelques min) 

 
  

Calibration automatique 
 

  
Enregistrement des données 

 
  

Temps de maintenance faible 
 

PowerMon S Bran + Luebbe En ligne 
Mesure uniquement de l'azote total et du 

phosphore total 

  
Rapide (quelques min) Réactifs 

  
Calibration automatique 

 
  

Enregistrement des données 
 

  
Temps de maintenance faible 

 Microtox Modern Water En ligne Non spécifique 

  
Rapide (quelques s) 

 
  

Détermination toxicité 
 

  
Autonomie de 4 semaines 

 
  

Enregistrement des données 
 

  
Simple d'utilisation 

 DeltaTOX Modern Water En ligne Hors ligne 

  
Rapide (quelques min) Non spécifique 

  
Faible coût d'analyse  Réactifs 

  
Enregistrement des données 

 
  

Détermination toxicité 
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Appareil Fournisseur Avantages Inconvénients 
TOXControl MicroLAN En ligne Non spécifique 

  
Rapide (quelques min) 

 
  

Faible coût d'analyse  
 

  
Enregistrement des données 

 
  

Simple d'utilisation 
 

  
Détermination toxicité 

 VibrioTOX AppliTEK En ligne Non spécifique 

  
Rapide (quelques min) 

 
  

Faible coût d'analyse  
 

  
Enregistrement des données 

 
  

Simple d'utilisation 
 

  
Calibration automatique 

 
  

Détermination toxicité 
 Toximètre algues BBE En ligne Non spécifique 

  
Rapide (quelques min) 

 
  

Autonomie d'au moins 7 jours 
 

  
Détermination toxicité 

 Mosselmonitor Mosselmonitor En ligne/ in situ Non spécifique 

  
Rapide (quelques min) 

 
  

Détermination toxicité 
 Daphtox II BBE En ligne Non spécifique 

  
Rapide (quelques min) 

 
  

Traitement de l'échantillon intégré 
 

  
Détermination toxicité 
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Appareil Fournisseur Avantages Inconvénients 
Truitel TruitoSEM CIFEC En ligne Non spécifique 

  
Rapide (quelques min) 

 
  

Insensible au chlore 
 

  
Faible coût d'analyse  

 
  

Enregistrement des données 
 

  
Diminution des faux positifs 

 
  

Détermination toxicité 
 Gymnotox ER Ingenierie En ligne Non spécifique 

  
Rapide (quelques min) Température du réacteur à 25°C 

  
Insensible aux interférences électriques 

 
  

Enregistrement des données 
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Annexe 6 : Molécules testées avec leurs caractéristiques physico-chimiques et spectrales  
Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge  
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Pesticides 

2,4-D* 
(CAS : 94-75-7)  

2,8 (b; c) 2,58±0,36 3,0 (b) 
2,73 (c) 

-1 1. 229 
2. 284 

1. (6,9 ± 0,3) × 103 
2. (1,7 ± 0,1) × 103 

2,5-dichlorophénol 
(CAS : 582-78-8)  

3,06 (jjj) 2,88±0,24 7,5 (kkk) 0 1. 224 
2. 281 

1. (1,1 ± 0,1) × 104 
2. (2,8 ± 0,1) × 103 

2,4-MCPA* 
(CAS : 94-74-6)  

3,25 (a) 2,49±0,27 3,12 (a) -1 na na 

2-nitrophénol 
(CAS : 88-75-5) 

 

1,96 (k) 1,71±0,23 7,2 (l) 0 1. 209 
2. 279 
3.349 

1. (9,43 ± 0,02) × 103 
2. (4,15 ± 0,02) × 103 
3. (1,78 ± 0,02) × 103 

Acétochlore* 
(CAS : 34256-82-1)  

4,14 (ii) 2,92±0,41 na 0 na na 

Alachlore* 
(CAS : 15972-60-8) 

 

3,5 (b) 
3,09 (c) 

2,92±0,41 1,2 (b) 
0,62 (c)  

0 - - 

Atrazine* 
(CAS : 1912-24-9) 

 

2,61 (d) 
2,82 (n) 
2,2-2,75 (r) 

2,63±0,21 1,7 (d; n) 
 

0 1. 222 
2. 264 

1. (3,73 ± 0,06) × 104 
2. (3,5 ± 0,1) × 103 

Azoxystrobine* 
(CAS : 131860-33-8)  

5,13 (rr) 6,17±0,71 0,67 (rr) 0 na na 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Pesticides 

Bentazone* 
(CAS : 25057-89-0)  

2,34 ; 2,80 
(a) 

2,80±0,21 3,3 (pp) -1 na na 

Boscalid* 
(CAS : 188425-85-6) 

 

2,96 (tt) 4,31±0,41 na 0 na na 

Bromoxynil* 
(CAS : 1689-84-5)  

2,8 (nn) 2,95±0,53 3,9 (oo) -1 na na 

Carbaryl 
(CAS : 63-25-2) 

 

2,36(c) 
 

2,40±0,19 10,4 (c) 0 1. 220 
2. 279 

1. (6,8 ± 0,1) × 104 
2. (4,89 ± 0,07) × 103 

Carbofuran* 
(CAS : 1563-66-2)  

2,32 (f) 
1,8 (cc) 

1,76±0,26 Na 
 

0 na na 

Chlorpyrifos 
(CAS : 2921-88-2)  

4,66 (n) 
5 (f) 

4,77±0,40 Na 0 1. 228 
2. 288 

1. (1,11 ± 0,07) × 103 
2. (5,8 ± 0,4) × 102 

Chlortoluron* 
(CAS : 15545-48-9)  

2,5 (b) 
2,29 (o) 

2,46±0,31 0,1 ; 14,4 
(b) 

0 1. 210 
2. 241 

1. (2,94 ± 0,05) × 104 
2. (1,41 ± 0,02) × 104 

Cyprodinil* 
(CAS : 121552-61-2)  

4 (fff) 4,00±0,59 4,4 (fff) 0 na na 

Diazinon 
(CAS : 333-41-5) 

 

3,81 (f) 
3,69 (c) 

2,75±0,40 2,6 (c) 
 

0 1. 247 1. (3,7 ± 0,4) × 103 

Dicamba* 
(CAS : 1918-00-9)  

2,2 (a) 
 

2,75±0,40 1,9 (a) 
 

-1 na na 

Dichlorprop* 
(CAS : 120-36-5)  

2,86-3,5 (a) 2,93±0,37 3,43 (a) -1 1. 229 
2. 284 

1. (7,1 ± 0,2) × 103 
2. (1,52 ± 0,04) × 103 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Pesticides 

Diflufénican* 
(CAS : 83164-33-4) 

 

4,9 (uu) 3,65±0,64 na 0 na na 

Diméthénamide* 
(CAS : 87674-68-8)  

2,47 (jj) 2,15±0,82 na 0 na na 

Diméthoate 
(CAS : 60-51-5) 

 

0,7 (c ; m) 
0,78 (f) 

0,48±0,40 Na +1 - - 

Dinoterbe 
(CAS : 1420-07-1) 

 

5,55 (t) 3,42±0,26 3,51 (t) 0 1. 214 
2. 270 
3. 373 

1. (9,0 ± 0,2) × 103 
2. (6,95 ± 0,08) × 103 
3. (7,5 ± 0,1) × 103 

Diquat 
(CAS : 85-00-7)  

-4,6 (i) -4,71±0,60 Na +2 1.309 1. (1,81 ± 0,04) × 104 

Diuron* 
(CAS : 330-54-1)  

2,87 (c) 
2,68 (f) 

2,78±0,33 13,6 (h) 0 1. 211 
2. 248 
3. 284 

1. (2,41 ± 0,05) × 104 
2. (1,46 ± 0,03) × 104 
3. (9,9 ± 0,2) × 102 

Epoxyconazole* 
(CAS : 133855-98-8)  

3,44 (nn) 
3,3 (c) 

3,44±0,70 na 0 na na 

Fenpropidine* 
(CAS : 67306-00-7)  

2,59 (gg) 5,87±0,27 10,1 (vv) 0 na na 

Fluroxypyr* 
(CAS : 69377-81-7) 

 

1,74 (ww) 
2,2 ; 2,7 (bb) 

3,16±0,77 2,94 (ww, 
bb) 
 

-1 na na 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Pesticides 

Fluthiamide* 
(CAS : 142459-58-3)  

3,2 (ggg) 3,98±1,07 na 0 na na 

Hexazinone 
(CAS : 51235-04-2)  

1,36 (q) 1,85±0,40 Na 0 1. 246 1. (1,64 ± 0,04) × 104 

Imazaméthabenz-
méthyl* 
(CAS : 81405-85-8)  

1,54-1,82 
(xx) 
 

3,86±0,36 na 0 na na 

Ioxynil* 
(CAS : 1689-83-4) 

 

3,9 (pp) 3,60±0,50 4,5 (pp) -1 na na 

Isoproturon* 
(CAS : 34123-59-6)  

2,9 (b) 
2,5 (o) 

2,32±0,29 0,9 (h) 
 

0 1. 202 
2. 239 

1. (2,36 ± 0,07) × 104 
2. (1,31 ± 0,05) × 104 

Isoxaben* 
(CAS : 82558-50-7)  

2,64 (yy) 3,25±0,46 1,3 (ww) 0 na na 

Isoxaflutole* 
(CAS : 141112-29-0)  

2,19 (zz) 1,67±1,44 na 0 na na 

Linuron* 
(CAS : 330-55-2)  

3,2 (f) 
 

3,20±0,67 12,1 (p) 0 1. 210 
2. 246 
3. 283 

1. (2,65 ± 0,01) × 104 
2. (1,58 ± 0,01) × 104 
3. (9,9 ± 0,3) × 102 

Malathion 
(CAS : 121-75-5) 

 

2,4 (b) 
2,75 (c) 
2,36 (f) 

2,93±0,35 Na 0 - - 

Mécoprop* 
(CAS : 7085-19-0)  

3,1 ; 3,22 ; 
3,6 (a) 

2,83±0,27 3,1 ; 
3,18 ;3,7 
(a) 

-1 na na 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Pesticides 

Mésotrione* 
(CAS : 104206-82-8)  

0,11 (aaa) -0,70±0,61 3,12 (bbb) -1 na na 

Métazachlore* 
(CAS : 67129-08-2)  

2,11 (h) 2,11±0,48 1,3 (h) 0 - - 

Métolachlore* 
(CAS : 51218-45-2)  

3,13 (d; e ;f) 
3,4 (c) 

3,00±0,41 1,4 (g) 0 - - 

Métosulam* 
(CAS : 139528-85-1)  

2,39 (ww) 2,35±1,18 5,34 (ww) -1 na na 

Nicosulfuron* 
(CAS : 111991-09-4)  

-0,35 (ccc) 0,05±1,11 4,78 ; 7,58 
(hh) 

-1 na na 

Oxadiazon* 
(CAS : 19666-30-9)  

4,09 (ddd) 4,54±0,97 na 0 na na 

Oxadixyl* 
(CAS : 77732-09-3)  

0,7 (eee) 0,68±0,67 na 0 na na 

Paraquat 
(CAS : 1910-42-5) 

 -4,5 (j) -4,58±0,71 na +2 1.257 1. (1,54 ± 0,02) × 104 

Parathion 
(CAS : 56-38-2)  

3,83 (c; f)  3,84±0,32 na 0 1. 277 1. (7,3 ± 0,8) × 103 

Pendiméthaline* 
(CAS : 40487-42-1)  

5,18 (f) 5,56±0,30 2,8 (lll) 0 na na 

Prochloraze* 
(CAS : 67747-09-5)  

4,38 (yy) ; 
3,53 (c) 

3,98±0,67 3,8 (c) 0 na na 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Pesticides 

Propachlore* 
(CAS : 1918-16-7)  

2,41 (kk) 
2,18 (f) 

2,28±0,34 2,8 (g) 0 na na 

Simazine* 
(CAS : 122-34-9) 

 

2,18 (b; f ; q) 
2,4 (n) 
2,3 (c) 
2,2-2,75 (r) 

2,28±0,20 1,62 (c) 
 

0 1. 222 
2. 263 

1. (2,58 ± 0,07) × 104 
2. (2,21 ± 0,03) × 103 

Sulcotrione* 
(CAS : 99105-77-8)  

-1,7 (hhh) 0,21±0,56 3,1 (iii) -1 na na 

Tébuconazole* 
(CAS : 107534-96-3)  

3,7 (m) 
3,7 (c) 

3,58±0,66 3,4 ; 13,7 
(rr) 

0 na na 

Tébutame* 
(CAS : 35256-85-0) 

 

3 (ll) 3,14±0,28 na 0 na na 

Terbuméton* 
(CAS : 33693-04-8)  

2,7 (qq) 2,91±0,24 4,7 (qq) 0 na na 

Terbuthylazine* 
(CAS : 5915-41-3)  

3,02_3,74 (r) 2,98±0,22 1,95 (s) 0 1. 224 
2. 261 

1. (3,35 ± 0,07) × 104 
2. (2,7 ± 0,1) × 103 

Terbutryne 
(CAS : 886-50-0)  

3,38 (q) 
3,74 (f) 

3,44±0,23 4,38 (s) 0 1. 224 1. (3,2 ± 0,1) × 104 

Tétraconazole* 
(CAS : 112281-77-3)  

3,56 (m) 3,19±0,85 5 (ss) 0 na na 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Pesticides 

Triclopyr* 
(CAS : 55335-06-3)  

-0,45 (gg) 2,98±0,42  2,7 (hh) -1 na na 

Produits pharmaceutiques et d’hygiène corporelle (PPCP) 

1,7α-éthinylestradiol 
(CAS : 57-63-6)  

3,67 (e) 4,04±0,31 10,4 (e) 0 1. 278 1. (1,9 ± 0,1) × 103 

Acétaminophène 
(CAS : 103-90-2)  

0,46 (d; e) 
0,34 (h) 
0,5-0,9 (u) 
1,7 (v) 

0,34±0,21 9,38 (d) 
 

0 1. 243 1. (1,02 ± 0,01) × 104 

Acide clofibrique 
(CAS : 882-09-7)  

2,57-2,84 (v)  
 

2,72±0,27 3,2 (h) -1 1. 227 
2. 279 

1. (9,1 ± 0,2) × 103 
2. (9,3 ± 0,9) × 102 

Anastrozole 
(CAS :120511-73-1) 

 

2,31 (d) 0,97±0,56 2,25 (d) 0 - - 

Aténolol 
(CAS : 29122-68-7)  

0,1 (h ; v) 
0,2-0,5 (u) 

0,10±0,28 9,16 ; 
13,88 (v) 

+1 1. 224 
2. 274 

1. (7,2 ± 0,2) × 103 
2. (1,3 ± 0,1) × 103 

Caféine 
(CAS : 58-08-2)  

-0,07 (d; e)  
-0,13 (h ; v) 

-0,13±0,37 0,73 (v) 
 

0 1. 205 
2. 273 

1. (2,43 ± 0,02) × 104 
2. (8,96 ± 0,09) × 103 

Carbamazépine 
(CAS : 298-46-4)  

2,45 (d) 
2,25-2,45 (v) 

2,67±0,38 13,9 (v) 0 1. 221 
2. 285 

1. (2,87 ± 0,06) × 104 
2. (1,17 ± 0,01) × 104 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Produits pharmaceutiques et d’hygiène corporelle (PPCP) 

Ciprofloxacine 
(CAS : 85721-33-1) 

 

0,4 (v) 0,65±1,44 6,38 (v) 0 1. 207 
2. 277 
3. 315 
4. 328 

1. (1,58 ± 0,02) × 104 
2. (3,99 ± 0,01) × 104 
3. (1,23 ± 0,02) × 104 
4. (1,10 ± 0,02) × 104 

Cyclophosphamide 
(CAS : 6055-19-2)  

0,3 (w) 
 

0,23±0,36 4,5-6,5 (w) 0 - - 

Diatrizoate de sodium 
(CAS : 737-31-5)  

1,8 (y) 0,45±0,95 3,4 (z) -1 1. 238 1. (2,53 ± 0,03) × 104 

Diclofénac 
(CAS : 15307-79-6) 

 

4,51 (d) 
0,7 (e) 
4,06 (h) 

4,06±0,41 4,15 (d) -1 1. 276  1. (1,05 ± 0,02) × 104 

Erythromycine 
(CAS : 59319-72-1) 

 

3,1 (d) 
 

2,83±0,78 8,2 ; 13,1 
(d) 
 

+1 - - 

Hydrochlorothiazide 
(CAS : 58-93-5)  

-0,07 (mmm) 0,84 ±0,28 9,0 (mmm)  0 1. 225 
2. 271 

1. (3,8 ± 0,1) × 104 
2. (2,1 ± 0,1) × 104 

Ibuprofène 
(CAS : 15687-27-1)  

3,97 (d) 
3,79-3,97 (v) 

3,72±0,23 4,4 (v) -1 1. 221 1. (8,7 ± 0,4) × 103 

Méthylparaben 
(CAS : 99-76-3)  

1,66 (x) 
 

1,86±0,22 8,4 (l) 0 1. 255 1. (1,38 ± 0,06) × 104 

Sulfaméthoxazole 
(CAS : 723-46-6)  

0,89 (d; e; h) 
0,48 (v) 

0,89±0,42 5,8 ; 1,4 
(h) 
 

-1 1. 265 1. (1,52 ± 0,05) × 104 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Produits pharmaceutiques et d’hygiène corporelle (PPCP) 

Triméthoprime 
(CAS : 738-70-5)  

0,91 (d; e) 
0,79 (h) 
0,8-1,4 (u) 

0,79±0,38 7,12 (d) +1 1. 203 
2. 273 

1. (4,85 ± 0,04) × 104 
2. (5,09 ± 0,06) × 103 

Warfarine 
(CAS : 81-81-2)  

2,7-2,89 (aa) 
 

3,42±0,50 5,1 (l) -1 1. 204 
2. 284 
3. 305 

1. (3,79 ± 0,09) × 104 
2. (1,00 ± 0,01) × 104 
3. (1,13 ± 0,01) × 104 

Divers 

4,4’-
diaminophénylméthane 
(CAS : 101-77-9) 

 
1,6 (dd) 1,64±0,22 Na 0 1. 241 

2. 286 
1. (1,41 ± 0,08) × 104 
2. (2,2 ± 0,1) × 103 

4-nonylphénol 
(CAS : 104-40-5)  

4,0- 5,0 (m) 
5,99 (n) 

5,64±0,21 10,3 (n) 0 1. 220 
2. 278 

1. (5,07 ± 0,05) × 103 
2. (2,20 ± 0,08) × 103 

Acide urique 
(CAS : 69-93-2) 

 

-2,66 (rrr) -1,08±1,00 4,4 (sss) 0 1. 228 
2. 290 

1. (1,23 ± 0,04) × 104 
2. (1,48 ± 0,06) × 104 

Acénaphtène 
(CAS : 83-32-9)  

4,15 (n) 4,19±0,20 na 0 1. 226 
2. 290 

1. (2,24 ± 0,01) × 104 
2. (1,8 ± 0,1) × 103 

Benzylbutylphtalate 
(CAS : 85-68-7)  

4,84 (ff) 5,00±0,27 na 0 - - 

Bisphénol A 
(CAS : 80-05-7)  

3,32 (d) 
3,43 (ee) 

3,43±0,23 9,73 (ee) 0 1. 225 
2. 276 

1. (1,44 ± 0,07) × 104 
2. (3,4 ± 0,1) × 103 

Créatinine 
(CAS : 60-27-5) 

 

-1,76 (ttt) -1,83±0,62 3,55 (sss) 0 1. 234 
 

1. (7,3 ± 0,1) × 103 
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Nom 
CAS 

Structure Log P Log P 
calculé1 

pKa Charge 
(pH 6) 

λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

Divers 

Dibutylphtalate 
(CAS : 84-74-2)  

4,61 (ff) 4,83±0,25 na 0 1. 224 
2. 276 

1. (3,7 ± 0,1) × 103 
2. (6,3 ± 0,2) × 102 

DEHP 
(CAS : 117-81-7)  

7,6 (m) 
8,39 (ff) 

8,71±0,26 na 0 1. 204 1. (2,5 ± 0,1) × 104 

Fluorène 
(CAS : 86-73-7)  

4,18 (d) 
4,02 (n) 

4,16±0,25 na 0 1. 204 
2. 262 
3. 288 
4. 298 

1. (4,11 ± 0,09) × 104 
2. (1,77 ± 0,06) × 104 
3. (5,8 ± 0,5) × 103 
4. (7,7 ± 0,5) × 103 

m-Toluidine 
(CAS : 108-44-1)  

1,4 (bb) 1,40±0,19 4,7 (cc) 0 1. 232 
2. 282 

1. (6,9 ± 0,3) × 103 
2. (1,38 ± 0,05) × 103 

Naphtalène 
(CAS : 91-20-3)  

3,3 (d)  3,45±0,16 na 0 1. 219 
2. 276 

1. (2,74 ± 0,05) × 104 
2. (1,52 ± 0,03) × 103 

Urée 
(CAS : 57-13-6) 

 -1,59 (ppp) -2,11±0,19 0,2 (qqq) 0 - - 

* : molécules faisant parties du mélange de pesticides 
na : non applicable 
1 : log P calculé avec le logiciel libre ChemSketch 
a : Wells et Yu, 2000 ; b : Moral et al., 2008 ; c : Mnif et al., 2011 ; d : Trenholm et al., 2006 ; e : Snyder et al., 2007 ; f : Gramatica et al., 2002 ; g : Schröder et al., 2008 ; h : Nödler et al, 2010 ; i : 
Ducrot et al., 2010 ; j : Azejjel et al, 2009 ; k : Millard et al, 2002 ;l : Thompson et Dawidow, 2004 ; m : Baugros et al., 2008 ; n : Tölgyessy et al., 2011 ; o : Chefetz et al., 2004 ; p : Chicharro et al., 
2008 ;q : Liu et Quian, 1995 ; r : Gferer et al, 2002 ; s : Frias-Garcia et al., 2004 ; t : Lezamiz et Jönsson, 2007 ; u : Kaspryk-Hordern et al, 2007 ; v : Pavlovic et al, 2007 ; w : Wang et al.,2009 ; x : 
Tavares et al., 2009 ; y : Lang et Kohidai, 2012 ; z : Frost et al., 2010 ; aa : Ran et al., 2002 ; bb : Cai et al., 2010 ; cc : Heinisch et Rocca, 2004 ; dd : Do Luu et Hutter, 2000 ; ee : Sambe et al., 
2006 ; ff : Serodio et Nogueira, 2006 ; gg : Barcelo, 1997 ; hh : Petty et al., 2003 ; ii : Hiller et al., 2008 ; jj : Hladik et al., 2008 ; kk : Lambropoulou et al., 2002 ; ll : Bolanos et al., 2008 ; mm : Liu 
et al., 2011 ; nn : Papa et al., 2004 ; oo : Hogendoorn et al. 2001 ; pp : Argese et al., 2005 ; qq : Conrad et al., 2006 ; rr : Carpinteiro et al., 2010 ; ss : Pan et Ho, 2004 ; tt : González-Rodríguez et 
al., 2009 ; uu : Carabias Martıńez et al., 2000 ; vv : European Food Safety Authority, 2007 : ww : Gluck et al., 1996 ; xx : Izadi-Darbandi et al., 2013 ; yy : Brudenell et al., 1995 ; zz : Pallett et al., 
2001 ; aaa : Wittmer et al., 2010 ; bbb : Ter Halle et al., 2010 ; ccc : Satchivi et al., 2001 ; ddd : Klotz et al., 2001 ; eee : Kouzayha et al., 2012 ; fff : Pose-Juan et al. ; 2011 ; ggg : Fohrer et al., 
2013 ; hhh : Wagheu et al. 2013 ; iii : Freitas et al., 2008 ; jjj : Hansch et al., 1995; kkk: Knutsson et al., 1996; lll: European Food Safety Authority, 2003 ; mmm : Magner et al., 2009; nnn: Song et 
al., 2001; ooo: Breda et Barattè, 2010; ppp: OECD, 1996; qqq: Polo et Chow, 1976; rrr: Machatha et Yalkowsky, 2005; sss: Jen-Fon et al., 2002; ttt: Huang et al., 2012 
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Annexe 7 : Pureté des composés étudiés au cours de l’étude 
Composé Pureté (%) Composé Pureté (%) Composé Pureté (%) Composé Pureté (%) 

Pesticides   Dicamba ≥98,5 Linuron ≥99,9 Tébutame ≥98 

2-Nitrophénol ≥99 Diflufénican ≥98 Malathion ≥97,2 Terbuméton ≥99 

2,4-D ≥99,8 Dichlorprop ≥99,4 Mécoprop ≥99,6 Terbuthylazine ≥98,8 

2,4-MCPA ≥97 Diméthénamide ≥98 Mésotrione ≥99,9 Terbutryne ≥99,3 

2,5-dichlorophénol ≥98 Diméthoate ≥99,6 Métazachlore ≥99,7 Tétraconazole ≥98,9 

Acétochlore ≥99 Dinoterbe ≥99,9 Métolachlore ≥97,6 Triclopyr ≥99,9 

Alachlore ≥99,2 Diquat ≥99,9 Métosulam ≥98,5   

Atrazine ≥98,8 Diuron ≥99,5 Nicosulfuron ≥99,5   

Azoxytrobine ≥98 Epoxyconazole ≥99 Oxadiazon ≥99,9   

Bentazone ≥99,7 Fenpropidine ≥96,5 Oxadixyl ≥99,9   

Boscalid ≥99 Fluroxypyr ≥98,5 Paraquat ≥99,9   

Bromoxynil ≥99,5 Fluthiamide ≥99,8 Parathion ≥99,7   

Carbaryl ≥99,8 Hexazinone ≥99,9 Pendiméthaline ≥98,5   

Carbofuran ≥99,1 Imazaméthabenz-méthyl ≥97 Prochloraze ≥99,5   

Chlorpyrifos ≥99,9 Ioxynil ≥99 Propachlore ≥99,8   

Chlortoluron ≥99,6 Isoproturon ≥99,9 Simazine ≥99,9   

Cyprodinil ≥99,9 Isoxaben ≥97,6 Sulcotrione ≥98,7   

Diazinon ≥98,3 Isoxaflutole ≥99,7 Tébuconazole ≥99   
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Composé Pureté (%) Composé Pureté (%) 

HAP  Ibuprofène ≥99,9% 

Acénaphtène ≥99,9 Méthyl paraben ≥99,9% 

Fluorène ≥98 Sulfaméthoxazole ≥99,9% 

Naphtalène ≥99,8 Trimethoprime ≥99,5% 

PPCP  Ibuprofène ≥99,9% 

1,7α-éthinylestradiol ≥99,3 Méthyl paraben ≥99,9% 

Acétaminophène ≥98 Sulfaméthoxazole ≥99,9% 

Acide clofibrique ≥98 Trimethoprime ≥99,5% 

Aténolol ≥98 Warfarin ≥99,9% 

Cyclophosphamide ≥99 Autres  

Diatrizoate de sodium ≥98 4-Nonylphénol ≥99,9% 

Caféine ≥99,6 4,4’-Diaminodiphénylméthane ≥97,5% 

Carbamazépine ≥97 Benzylbutylphtalate ≥98,7% 

Ciprofloxacine ≥99 Bisphénol A ≥99% 

Diclofénac ≥99 DEHP ≥99,7% 

Erythromycine ≥95,5 Dibutylphtalate ≥99,6% 

Hydrochlorothiazide ≥99,7% m-Toluidine ≥99,7% 
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Annexe 8 : Détermination des volumes minimaux 
d’élution sur le concentrateur 

Des solutions de 100 µg/L de chacune des 5 molécules modèles (M1 : diclofénac, M2 : 
ibuprofène, M3 : caféine, M4 : carbamazépine, M5 : atrazine) sont percolées sur une 
cartouche Strata-SAX puis sur une cartouche Oasis-HLB.  
La cartouche Strata-SAX est éluée avec l’éluant 1 (40/60 MeOH/NaCl 0,1M (V/V)) avec 
12 fractions d’élutions successives de 500 µL.  
La cartouche Oasis-HLB est éluée soit avec l’éluant 2 (30/70 ACN/EUP (V/V)) soit avec 
l’éluant 3 (70/30 ACN/EUP (V/V)) avec 12 fractions d’élutions successives de 500 µL. 
Les fractions collectées sont analysées par spectrophotométrie UV afin de déterminer 
quelles sont les fractions dans lesquelles l’une des 5 molécules modèle est éluée. Les 
bornes d’élution ont alors été affinées grâce à des volumes d’élution de plus en plus 
important jusqu’à déterminer le volume d’élution permettant une élution optimale de 
chacune des molécules. Le volume d’élution minimal de la cartouche Oasis-HLB a été 
dans un premier temps déterminé avec l’éluant 30/70 ACN/EUP (V/V) pour la molécule 
M3. Il a alors été vérifié que les molécules M4 et M5 n’étaient pas éluées dans cette 
fraction avant de procéder à leur élution avec l’éluant 70/30 ACN/EUP (V/V) (Figure A). 

 

Figure A : Volume d’élution minimaux 

Plusieurs fractions d’élutions sont récoltées : 

• A1 et A2 pour la cartouche Strata-SAX : A1=1,1 mL ; A2= 4mL de l’éluant 40/60 
MeOH/NaCl 0,1 M (V/V) 

• E1 et E2 pour la cartouche Oasis-HLB de l’éluant 2 (30/70 ACN/EUP (V/V)) : 
E1=E2=1mL 

• E3 et E4 pour la cartouche Oasis-HLB de l’éluant 3 (70/30 ACN/EUP (V/V)) :  
E3= 0,5 mL et E4= 2 mL  

M2 

M1 

M3 

M4 

M5 

40/60 MeOH/NaCl 0,1M 30/70 ACN/EUP 70/30 ACN/EUP 
0 

1 

2 

3 

4 

5 

Volume  
(mL) 

Rétention sur Strata-SAX Rétention sur Oasis-HLB 
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Annexe 9 : Du concentrateur à l’analyseur (schémas 
détaillés des séquences) 

Cette annexe présente en détail les différentes étapes d’une séquence. L’intérêt est dans 
un premiers temps porté sur le concentrateur (conditionnement, percolation de 
l’échantillon, lavage et élution). Puis, les étapes de l’analyseur (conditionnement, 
percolation de l’échantillon, lavage et élution, acquisition de blancs et de spectres UV) 
sont détaillées et schématisées. 
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Concentrateur  
Les changements de voies pour une séquence type, c’est-à-dire la percolation d’un 
échantillon à travers la cartouche Strata-SAX puis à travers la cartouche Oasis-HLB sont 
représentés dans les Figure A à Figure H. La récupération manuelle des élutions est 
effectuée en sortie du système.  
 
La séquence complète (préconcentration et séparation des molécules) comporte 8 
étapes principales.  
Au démarrage, afin de sélectionner la cartouche Strata-SAX, la voie 1 des vannes V4 et 
V5 est placée en position 1. 
 
Etape 1 : Conditionnement de la cartouche Strata-SAX : 6 mL d’ACN suivis de 10 mL 
d’EUP passent dans le circuit et percolent à travers la cartouche Strata-SAX à 5 mL/min 
en actionnant la voie 1 puis 2 de la vanne V3 et en plaçant la vanne V1 en position 1. 
L’ACN et l’EUP sont ensuite transférés dans le récipient des déchets en plaçant la vanne 
V2 en position 1 (Figure A).  
 
Percolation de 6 mL ACN à 5mL/min 

	  
 

Percolation de 10 mL EUP à 5mL/min 
 

Figure A : Schémas hydrauliques lors de l’étape 1 du concentrateur 
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Etape 2 : Concentration de l’échantillon préalablement filtré sur la cartouche Strata-
SAX : un échantillon de 102 mL est percolé sur la cartouche Strata-SAX à 10 mL/min en 
actionnant la voie 3 de la vanne V3 et en plaçant la vanne V1 en position 1. L’échantillon 
est ensuite récupéré en sortie du système en plaçant la vanne V2 en position 2. 
L’échantillon est placé manuellement à la place de l’échantillon initial c’est-à-dire au 
niveau de la voie 3 de la vanne V3 (Figure B). 
 

Percolation de 102 mL d’échantillon après filtration à 10 mL/min 

 

Figure B : Schéma hydraulique lors de l’étape 2 du concentrateur 

 
Etape 3 : Rinçage de la cartouche Strata-SAX : la cartouche est lavée avec 20 mL d’EUP 
à 5 mL/min en plaçant les vannes V3 et V1 respectivement en position 2 et 1. L’eau de 
lavage est récupérée en sortie en plaçant la vanne V2 en position 2 (Figure C). 
 

Percolation de 20mL d’EUP à 5 mL/min 

 

Figure C : Schéma hydraulique lors de l’étape 3 du concentrateur 
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Etape 4 : Elution de la cartouche Strata-SAX : la cartouche est éluée avec 1,1 mL puis 
avec 4 mL de l’éluant 1 (40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V)) à 1 mL/min en plaçant les 
vannes V3 et V1 respectivement en position 4 et 1. Les 2 élutions sont récupérées en 
sortie en plaçant la vanne V2 en position 2 (Figure D). 
 

Percolation de 1,1 mL et de 4 mL 40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V) à 1 mL/min 

 

Figure D : Schéma hydraulique lors de l’étape 4 du concentrateur 

	   	  



	  
	  

321	  

Etape 5 : Conditionnement de la cartouche Oasis-HLB : désormais, les vannes V4 et V5 
sont placées en position 2. 6 mL d’ACN suivis de 10 mL d’EUP circulent dans le circuit 
et percolent à travers la cartouche Oasis-HLB à 5 mL/min en actionnant la voie 1 puis 2 
de la vanne V3 et en plaçant la vanne V1 en position 1. L’ACN et l’EUP sont ensuite 
transférés dans le récipient des déchets en plaçant la vanne V2 en position 1 (Figure E). 
 
Percolation de 6 mL ACN à 5mL/min 

 

Percolation de 10 mL EUP à 5mL/min 
 

Figure E : Schémas hydrauliques lors de l’étape 5 du concentrateur 
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Etape 6 : Concentration de l’échantillon, après percolation sur la cartouche Strata-SAX, 
sur la cartouche Oasis-HLB : 100 mL de cet échantillon sont percolés sur la cartouche 
Oasis-HLB à 10 mL/min en actionnant la voie 3 de la vanne V3 et en plaçant la vanne V1 
en position 1. L’échantillon est ensuite récupéré en sortie du système en plaçant la 
vanne V2 en position 2 (Figure F). 
 
Percolation de 100 mL d’échantillon à 10 mL/min 

 

Figure F: Schéma hydraulique lors de l’étape 6 du concentrateur 

Etape 7 : Rinçage de la cartouche Oasis-HLB : la cartouche est lavée avec 20 mL d’EUP 
à 5 mL/min en plaçant les vannes V3 et V1 respectivement en position 2 et 1. L’eau de 
lavage est récupérée en sortie en plaçant la vanne V2 en position 2 (Figure G). 
 

Percolation de 20mL d’EUP à 5 mL/min 

 

Figure G : Schéma hydraulique lors de l’étape 7 du concentrateur 
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Etape 8 : Elution de la cartouche Oasis-HLB. La cartouche est éluée avec 2*1 mL de 
l’éluant 2 (30/70 ACN/EUP (V/V)) puis avec 0,5 mL et 2 mL de l’éluant 3 (70/30 
ACN/EUP (V/V)) à 1 mL/min en plaçant la vanne V1 en position 1 et la vanne V3 en 
position 5 puis en position 6. Les 4 élutions sont récupérées en sortie en plaçant la 
vanne V2 en position 2 (Figure H). 
 

Percolation	  de	  1	  mL	  et	  de	  1	  mL	  30/70	  ACN/EUP	  (V/V)	  à	  1	  mL/min	  
	  

Percolation	  de	  0,5	  mL	  et	  de	  2	  mL	  70/30	  ACN/EUP	  (V/V)	  à	  1	  mL/min	  
	  

Figure H : Schémas hydrauliques lors de l’étape 8 du concentrateur 
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Analyseur 
Avec l’analyseur, la procédure analytique est réalisée en 9 étapes principales. La 
procédure inclut des étapes d’acquisition de blancs et de spectres UV. L’ensemble de la 
procédure analytique est présenté de la Figure I à Figure R. 
 
Elle consiste: 
Etape 1 : Acquisition du spectre de l’échantillon après filtration : de l’EUP est prélevée 
par la voie 5 et est poussée vers la cuve de récupération 2 par la voie 6 de la pompe 
seringue. Ce volume d’EUP est alors transporté jusqu’à la cuve de mesure du 
spectrophotomètre UV à l’aide de la pompe péristaltique afin de réaliser le blanc. 2 mL 
d’échantillon sont prélevés par la voie 5 et sont poussés vers la cuve 2 par la voie 6 de la 
pompe seringue puis sont pompés jusque dans la cuve de mesure afin de réaliser un 
spectre UV de l’échantillon entre 200 et 400 nm (Figure I). 
 

Acquisition	  du	  blanc	  avec	  EUP	  

	  
Acquisition	  du	  spectre	  de	  l’échantillon	  

	  
Figure I : Schémas hydrauliques lors de l’étape 1 de l’analyseur 
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Etape 2 : Conditionnement de la cartouche Strata-SAX : 6 mL d’ACN sont aspirés par la 
voie 4 et poussés à travers la cartouche Strata-SAX par la voie 8. Le solvant est alors 
aspiré de la cuve de récupération 2 grâce à la pompe péristaltique vers le récipient des 
déchets solvant. Puis 10 mL d’EUP sont aspirés par la voie 5 et poussés à travers la 
cartouche puis sont aspirés de la cuve 2 vers le récipient des déchets solvant par la 
pompe péristaltique (Figure J). 
 

Percolation	  de	  6	  mL	  d’ACN	  à	  5	  mL/min	  

	  
Percolation	  de	  10	  mL	  d’EUP	  à	  5	  mL/min	  

	  
Figure J : Schémas hydrauliques lors de l’étape 2 de l’analyseur 
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Etape 3 : Percolation de l’échantillon : 10×10 mL puis 5 mL d’échantillon sont aspirés 
par la voie 1, percolés sur la Strata-SAX (voie 8) à 10 mL/min puis récupérés dans la 
cuve 1 (Figure K). 
 

Percolation	  de	  105	  mL	  d’échantillon	  à	  10	  mL/min	  

	  
Figure K : Schéma hydraulique lors de l’étape 3 de l’analyseur 

 
Etape 4 : Lavage de la cartouche Strata-SAX : avec 2×10 mL d’EUP sont aspirés par la 
voie 5 puis injectés dans le système par la voie 8 à 4 mL/min. L’eau est envoyée dans le 
récipient des déchets en activant la pompe péristaltique (Figure L). 
 

Percolation	  de	  20	  mL	  d’EUP	  à	  4	  mL/min	  

	  
Figure L : Schéma hydraulique lors de l’étape 4 de l’analyseur 
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Etape 5 : Elution de la cartouche Strata-SAX : avec 2 fractions de 1,1 et de 4 mL de 
l’éluant 1, mélange 40/60 MeOH/NaCl 0,1 M (V/V) prélevés par la voie 3 et poussés à 
travers la cartouche (voie 8) à 1 mL/min.  
Acquisition des spectres des élutions : réalisation d’un blanc avec l’éluant 1 en le 
prélevant par la voie 3 puis après chaque élution, le volume récupéré dans la cuve est 
amené vers la cuve de mesure grâce la pompe péristaltique afin d’y réaliser un spectre 
(Figure M). 

Acquisition	  du	  blanc	  avec	  40/60	  MeOH/NaCl	  0,1	  M	  (V/V)	  

	  
Percolation	  de	  1,1	  et	  de	  4	  mL	  40/60	  MeOH/NaCl	  0,1	  M	  (V/V)	  à	  1	  mL/min	  

	  
Acquisition	  du	  spectre	  de	  l’élution	  

	  
Figure M : Schémas hydrauliques lors de l’étape 5 de l’analyseur  
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Etape 6 : Conditionnement de la cartouche Oasis-HLB : 6 mL d’ACN sont aspirés par la 
voie 4 et poussés à travers la cartouche Oasis-HLB par la voie 7. Le solvant est alors 
aspiré de la cuve de récupération 2 grâce à la pompe péristaltique. Puis 10 mL d’EUP 
sont aspirés par la voie 5 et poussés à travers la cartouche puis sont aspirés de la cuve 2 
vers le récipient des déchets par la pompe péristaltique (Figure N). 
 

Percolation	  de	  6	  mL	  d’ACN	  à	  5	  mL/min	  

	  
Percolation	  de	  10	  mL	  d’EUP	  à	  5	  mL/min	  

	  
Figure N : Schémas hydrauliques lors de l’étape 6 de l’analyseur 
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Etape 7 : Percolation de l’échantillon : 10×10 mL d’échantillon sont aspirés par la voie 
2, percolés sur la cartouche Oasis-HLB (voie 7) à 10 mL/min puis récupérés dans le 
récipient des déchets aqueux (Figure O). 
 

Percolation	  de	  100	  mL	  d’échantillon	  à	  10	  mL/min	  

	  
Figure O : Schéma hydraulique lors de l’étape 7 de l’analyseur 

	  
Etape 8 : Lavage de la cartouche Oasis-HLB : avec 2×10 mL d’EUP sont aspirés par la 
voie 5 puis injectés dans le système par la voie 7 à 4 mL/min. L’eau est envoyée dans le 
récipient des déchets aqueux (Figure P). 
 

Percolation	  de	  20	  mL	  d’EUP	  à	  4	  mL/min	  

	  
Figure P : Schéma hydraulique lors de l’étape 8 de l’analyseur 
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Etape 9 : Elutions de la cartouche Oasis-HLB :  
Eluant 2 : 2 élutions de 1 et 1,9 mL (voie 7) avec l’éluant 2, mélange 30/70 ACN/EUP 
(V/V) à 1 mL/min  
Acquisition des spectres des élutions: le blanc est réalisé avec l’éluant 2, en prélevant 
par les voies 4 et 5. Puis après chaque élution, le volume récupéré dans la cuve est 
amené vers la cuve de mesure par l’activation de la pompe péristaltique afin de réaliser 
un spectre (Figure Q). 

Acquisition	  du	  blanc	  avec	  30/70	  ACN/EUP	  (V/V)	  

	  
Percolation	  de	  1	  mL	  et	  de	  1,9	  mL	  30/70	  ACN/EUP	  (V/V)	  à	  1	  mL/min	  

	  
Acquisition	  du	  spectre	  des	  élutions	  

	  
Figure Q : Schémas hydrauliques lors de l’étape 9 avec l’éluant 30/70 ACN/EUP (V/V) de 
l’analyseur 
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Eluant 3 : 2 élutions de 2,5 et 2 mL (Voie 7) avec l’éluant 3, mélange 70/30 ACN/EUP 
(V/V) à 1 mL/min  
Acquisition des spectres des élutions: Le blanc est réalisé avec l’éluant 3, en prélevant 
par les voies 4 et 5. Puis après chaque élution, le volume récupéré dans la cuve est 
amené vers la cuve de mesure par l’activation de la pompe péristaltique afin de réaliser 
un spectre (Figure R). 

Acquisition	  du	  blanc	  avec	  70/30	  ACN/EUP	  (V/V)	  

	  
Percolation	  de	  2,5	  mL	  et	  de	  2	  mL	  70/30	  ACN/EUP	  (V/V)	  à	  1	  mL/min	  

	  
Acquisition	  du	  spectre	  des	  élutions	  

	  
Figure R: Schémas hydrauliques lors de l’étape 9 avec l’éluant 70/30 ACN/EUP (V/V) de 
l’analyseur 
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% Mesures  
% Lampe P 0 0  
% Pompe UV P 0 1 
% Pompe pesée port 0 
2 
% Vanne pesée P 0 3 
(OFF :rejet, ON:cuve)  
% POMPE PCM 1 0  
% VANNE1 1 1  
% VANNE2   1 2 
% VANNE3   1 3  
% VANNE4 1 4  
% VANNE5 1 5  
% POMPE CHL 1 6  
% Lampe UV P 2 6 
Conditionnement  
Strata-SAX 
%ETP CONDI SAX 
% cond1 ACN, 6ml, 
sortie waste  
VA1 2 
VA2 2 
VA3 1 

VA4 1 
VA5 1 
POM @1 
POM 1)0050 
POM 1+0040 
POM 1L 
POM 1S0125 
POM 1J 
POM 1U0150 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
AA+ 
%cond2   
eau,10ml,sortie waste 
VA3 2 
VA1 2 
VA2 2 
VA4 1 
VA5 1 

POM 1S0125 
POM 1J 
POM 1U0250 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%rinc2  EUP, 2,4ml, 
sortie waste 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U0030 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%rinc3   EUP, 1ml, 
sortie cuve 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%ETP DRAWOFF 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0050 
POM 1K 
POM 1U0005 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%elut   
EUP,1,3mlsortie waste 
%fraction  waste 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 1 

VA5 1 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U00016 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Concentration  
Strata-SAX 
ETP WASH TUBE 
VA3 3 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0250 
POM 1J 
CHA 1U0250 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%ETP CONC SAX 
VA3 3 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 1 
VA5 1 
POM 1S0250 
POM 1J 
CHA 1U2550 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Rinçage Strata-
SAX 
%rinc2   
EUP,2,4mlsortie waste 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U0030 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%rinc3 EUP, 1ml, 
sortie cuve 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETP DRAWOFF 
AVANT WASH 
%drawoff tube 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0050 
POM 1K 
POM 1U0005 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%elut EUP,1,3mlsortie 
waste 
%fraction  waste 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 1 
VA5 1 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U00016 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%ETP WASH Sax 
EUP 
VA3 2 
VA1 1 

VA2 2 
VA4 1 
VA5 1 

POM 1S0125 
POM 1J 
POM 1U00500 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Elution Strata-
SAX 
%rinc2 MeOH/NaCl 
1M 40/60, 2,4ml, sortie 
waste 
VA3 4 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U0030 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%rinc3 MeOH/NaCl 
1M 40/60, 1mlsortie 
cuve 
VA3 4 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETP DRAWOFF 
AVANT ELUTION 
40/60 MeOH/NaCl 1M 
VA3 4 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0050 
POM 1K 
POM 1U0005 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%elut 
MeOH/NaCl 1M 40/60, 
1,3ml, sortie 
waste 
%fraction  waste  
VA3 4 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 1 
VA5 1 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U00016 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETP ELUTION 1 SAX 
VA3 4 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 1 
VA5 1 

POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0032 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Récupération 
manuelle 
%ETP ELUTION 2 
SAX 
VA3 4 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 1 
VA5 1 

POM 1S0025 
POM 1J 

POM 1U0100 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Récupération 
manuelle + 
Déplacement 
échantillon en 
entréee 
Conditionnement  
Oasis-HLB 
%ETP CONDI  HLB 
VA1 2 
VA2 2 
VA3 1 

VA4 2 
VA5 2 
POM @1 
POM 1)0050 
POM 1+0040 
POM 1L 
POM 1S0125 
POM 1J 
POM 1U0150 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
AA+ 
VA3 2 
VA1 2 
VA2 2 
VA4 2 
VA5 2 

POM 1S0125 
POM 1J 
POM 1U0250 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Concentration 
Oasis-HLB 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U0030 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%rinc3 
EUP, 1ml, sortie cuve 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%ETP DRAWOFF  
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0050 
POM 1K 
POM 1U0005 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%elut EUP,1,3mlsortie 
waste 
%Fraction  waste  
VA3 2 
VA1 1 
VA2. 1 
VA4 2 
VA5 2 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U00016 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 

POM 1I 
ETP WASH TUYAU 
VA3 3 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0250 
POM 1J 
CHA 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%ETP CONC HLB 
VA3 3 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 2 
VA5 2 

POM 1S0250 
POM 1J 
CHA 1U2500 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Rinçage Oasis-
HLB 
%rinc2 EUP, 2,4ml, 
sortie waste 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U0030 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%rinc3 
EUP, 1ml, sortie cuve 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETP DRAWOFF 
AVANT RINCAGE 
%drawoff tuyau  
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0050 
POM 1K 
POM 1U0005 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%elut EUP,1,3mlsortie 
waste 
%Fraction waste  
VA3 2 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 2 
VA5 2 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U00016 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%ETP WASH HLB 
EUP 
VA3 2 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 2 
VA5 2 

POM 1S0125 
POM 1J 
POM 1U00500 
POM 1O 
POM 1H 

POM 1E 
POM 1I 
Elution Oasis-
HLB ACN/ EUP 
30/70 
%rinc2 ACN/EUP 
30/70, 2,4ml, sortie 
waste 
VA3 5 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U0030 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%rinc3 ACN/EUP 
30/70, 1ml, sortie cuve 
VA3 5 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETP DRAWOFF 
AVANT ELUTION 
30/70 ACN/EUP  
VA3 5 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0050 
POM 1K 
POM 1U0005 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
VA3 5 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 2 
VA5 2 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U00016 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETP ELUTION 1 HLB 
VA3 5 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 2 
VA5 2 

POM 1S0030 
POM 1J 
POM 1U0030 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Récupération 
manuelle 
%ETP ELUTION 2 
HLB 
VA3 5 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 2 
VA5 2 

POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Récupération 
manuelle 
%ETP WASH HLB 
VA3 6 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 6 
VA5 6 

POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U0030 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Elution Oasis-
HLB ACN/ EUP 
70/30 
%rinc3 ACN/EUP 
70/30, 1ml, sortie cuve 
VA3 6 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0025 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETP DRAWOFF 
AVANT ELUTION 
70/30 ACN/EUP 
VA3 6 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 6 
VA5 6 
POM 1S0050 
POM 1K 
POM 1U0005 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
VA3 6 
VA1 1 
VA2 1 
VA4 2 
VA5 2 
POM 1S0012 
POM 1J 
POM 1U00016 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
ETP ELUTION 3 HLB 
VA3 6 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 2 
VA5 2 

POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0017 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
%ETP 
Récupération 
manuelle 
ELUTION 4 HLB 
VA3 6 
VA1 1 
VA2 2 
VA4 2 
VA5 2 

POM 1S0025 
POM 1J 
POM 1U0050 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
Récupération 
manuelle 
%ETP FIN  
VA3 2 
VA1 2 
VA2 2 
VA4 2 
VA5 2 
POM 1S0062 
POM 1J 
POM 1U0012 
POM 1O 
POM 1H 
POM 1E 
POM 1I 
#FIN 

Figure A: Séquence détaillée pour le pilotage du concentrateur (encadré vert : sélection des 
solvants et échantillons ; encadré rouge : sélection de cartouche ; encadré bleu : débit et volume) 

Annexe 10 : Séquences détaillées pour le pilotage du 
concentrateur et de l’analyseur 
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MOD	  NM	  
INI	  
SLO	  1	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
POR	  0	  0	  ON	  //	  Lampe	  	  
//********************	  
AMORCAGE 
MOD	  NM	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2000	  
VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2000	  
VLV	  IN	  3	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2000	  
VLV	  IN	  2	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2000	  
VLV	  IN	  1	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
//********************	  
Acquisition 
spectre de 
l’échantillon 
VLV	  IN	  5	  //	  Lav	  Ser	  	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
VLV	  IN	  5	  //	  Rinc	  Cuve	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  15000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  15000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  6	  //	  LB	  EUP	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  7000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  L//	  Blanc	  EUP	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  4000	  
//******	  
ETP	  Spectre	  Ech	  
VLV	  IN	  1	  //Rinc	  Cuve	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  5000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  15000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  1500	  

POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  15000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //Spectre	  1	  Ech	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  1000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //Spectre	  2	  Ech	  
VLV	  IN	  5	  //	  Lav	  Ser	  
EUP	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
VLV	  IN	  4	  //	  Lav	  Ser	  
ACN	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
//********************	  
Conditionnement 
Strata-SAX 
ETP	  COND_	  SAX	  
MOD	  NM	  
POR	  1	  2	  ON	  //	  ACN	  
POR	  0	  5	  ON	  
VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  6000	  	  
VLV	  OUT	  8	  

STS	  5000	  
PES	  5000	  
CUS	  5000	  
DIS	  6000	  	  

VLV	  IN	  5	  //	  EUP	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  8	  

STS	  5000	  
PES	  5000	  
CUS	  5000	  
DIS	  10000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  IN	  1	  //Rinc	  Ser	  	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
VLV	  IN	  5	  //	  Rinc	  Cuve	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  4000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  4000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  20000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
POR	  1	  2	  OFF	  
//********************	  
Concentration 
Strata-SAX 
MOD	  NM	  
ETP	  CONC	  SAX	  	  
BLP	  10	  
VLV	  IN	  1	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  8	  

STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  10000	  

ELP	  
VLV	  IN	  1	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  5000	  
VLV	  OUT	  8	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  5000	  
VLV	  IN	  5	  //	  Rinc	  Ser	  
EUP	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	   	  
DIS	  10000	  
//********************	  
Rinçage Strata-
SAX 
ETP	  RINCAGE	  SAX	  
POR	  1	  2	  ON	  
POR	  0	  5	  ON	  
BLP	  2	  
MOD	  NM	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
MOD	  MS	  
VLV	  OUT	  8	  

STS	  4000	  
PES	  4000	  
CUS	  4000	  
DIS	  10000	  
ELP	  
MOD	  NM	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
//********************	  
Elution Strata-
SAX 
ETP	  ELUTIONS	  SAX	  	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  IN	  3	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  4000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  4000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  15000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  IN	  3	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  9560	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  1500	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  9000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  6	  //LB	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  1500	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  7000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  L//	  Blc	  ELuant	  1	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
POR	  1	  2	  ON	  //	  
Vidange	  
MOD	  MS	  
//******	  
VLV	  OUT	  8	  
STS	  1000	  
PES	  1000	  
CUS	  1000	  
DIS	  1460	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  10000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
MOD	  MS	  

VLV	  OUT	  8	  

STS	  1000	  
PES	  1000	  
CUS	  1000	  
DIS	  1100	  	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  

POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //	  Spectre	  1	  A1	  
DEL	  60000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  1000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //	  Spectre	  2	  A1	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  10000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  8	  

STS	  1000	  
PES	  1000	  
CUS	  1000	  
DIS	  4000	  	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //	  Spectre	  1	  A2	  
DEL	  60000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  1000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //	  Spectre	  2	  A2	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  10000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
MOD	  NM	  
POR	  0	  5	  ON	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2500	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2500	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  IN	  5	  //	  Rinc	  Ser	  	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
VLV	  IN	  5	  //	  Rinc	  Cuve	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  14000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
//********************	  
Conditionnement 
Oasis-HLB 
ETP	  COND_HLB	  
MOD	  NM	  
POR	  0	  5	  ON	  //	  ACN	  
VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  6000	  	  
VLV	  OUT	  7	  

STS	  5000	  
PES	  5000	  
CUS	  5000	  
DIS	  6000	  	  

VLV	  IN	  5	  //EUP	  

STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  

VLV	  OUT	  7	  
STS	  5000	  
PES	  5000	  
CUS	  5000	  
DIS	  10000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
MOD	  NM	  
POR	  1	  4	  ON	  
//********************	  
Concentration 
Oasis-HLB 
ETP	  CONC	  HLB	  
100mL	  
BLP	  10	  
VLV	  IN	  2	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  7	  

STS	  10000	  

PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  10000	  
ELP	  
VLV	  IN	  5	  //	  Rinc	  Ser	  	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
//********************	  
Rinçage Oasis-
HLB 
ETP	  RINC	  HLB	  
BLP	  2	  
MOD	  NM	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
MOD	  MS	  
VLV	  OUT	  7	  

STS	  4000	  
PES	  4000	  
CUS	  4000	  
DIS	  10000	  
ELP	  
MOD	  NM	  
//********************	  
Elution Oasis-
HLB ACN/ EUP 
30/70 
ETP	  ELU	  HLB	  03	  	  
VLV	  IN	  4	  //	  Rinc	  	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  3000	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  7000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  3000	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  7000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  4000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  20000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  4000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  20000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  2000	  
VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  3000	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  7000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  8000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  6//LB	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  7000	  
POR	  0	  5	  OFF	  

SPB	  L//	  Blc	  ELuant	  2	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
POR	  1	  4	  OFF	  
//******	  
MOD	  MS	  
VLV	  OUT	  7	  
STS	  1000	  
PES	  1000	  
CUS	  1000	  
DIS	  1870	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  10000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  7	  

STS	  1000	  
PES	  1000	  
CUS	  1000	  
DIS	  1000	  	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S//Spectre	  1	  E1	  	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  1000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S//Spectre	  2	  E1	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
MOD	  NM	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  3130	  
VLV	  IN	  5	  //Rinc	  	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  3000	  
VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  7000	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  1500	  
VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  3500	  
MOD	  MS	  

VLV	  OUT	  7	  

STS	  1000	  
PES	  1000	  
CUS	  1000	  
DIS	  1870	  
MOD	  NM	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //Spectre	  1	  E2	  	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  1000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //Spectre	  2	  E2	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  3130	  
POR	  0	  5	  ON	  	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  2500	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2500	  
POR	  0	  5	  OFF	  
Elution Oasis-
HLB ACN/ EUP 
70/30 
//********************	  
ETP	  ELUT	  HLB	  07	  	  
VLV	  IN	  5	  //Rinc	  	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  3000	  

VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  7000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  4000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  20000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  4000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  20000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  2000	  
VLV	  IN	  5	  //LB	  	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  3000	  
VLV	  IN	  4	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  7000	  
VLV	  OUT	  6	  
STS	  10000	  
PES	  10000	  
CUS	  10000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  7000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  L//	  Blc	  Eluant	  3	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
//******	  
MOD	  MS	  

VLV	  OUT	  7	  

STS	  1000	  
PES	  1000	  
CUS	  1000	  
DIS	  2500	  	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //	  Spectre	  1	  E3	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  1000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //	  Spectre	  2	  E3	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
VLV	  OUT	  7	  

STS	  1000	  
PES	  1000	  
CUS	  1000	  
DIS	  2000	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  6000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //	  Spectre	  1	  E4	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  1000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
SPB	  S	  //	  Spectre	  2	  E4	  
POR	  0	  5	  ON	  
DEL	  20000	  
POR	  0	  5	  OFF	  
MOD	  NM	  
VLV	  OUT	  9	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  3500	  
POR	  1	  2	  OFF	  
//********************	  
BLP	  2	  //	  Rinc	  Tuy	  SAX	  
VLV	  IN	  5	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
ASP	  10000	  
VLV	  OUT	  8	  
STS	  50000	  
PES	  50000	  
CUS	  50000	  
DIS	  10000	  
ELP	  
POR	  0	  0	  OFF	  //	  Lampe	  	  
#FIN	  

Figure B: Séquence détaillée pour le pilotage de l’analyseur (encadré vert : sélection des solvants 
et échantillons ; encadré rouge : sélection de cartouche ; encadré bleu : débit et volume ; encadré 
noir : réalisation des blancs et acquisition des spectres 




