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« Rien ne se perd, rien ne se crée : tout se transforme. »

- Lavoisier (1743-1794) -

il



SOMMAIRE

La présence de produits pharmaceutiques dans les eaux de surface, les eaux souterraines et 1’eau
potable est une problématique d’intérét mondial. En effet, il est connu que de nombreuses
molécules, utilisées a des fins thérapeutiques, possedent une toxicité caractéristique, notamment
pour la santé des €cosystémes aquatiques, ce qui peut entrainer des répercussions non négligeables,
comme |’augmentation ou la diminution de la fécondité chez les poissons ainsi que la résistance
aux antibiotiques chez les bactéries. En plus de la contribution vétérinaire et agricole, ce type de
contaminants est introduit dans les points d’eau par le biais des stations d’épuration municipales,
qui regroupent les effluents domestiques, hospitaliers et industriels. Effectivement, les stations de
traitement actuelles ne permettent pas I’élimination compléte de ces molécules, puisqu’elles n’ont
pas, a ’origine, été congues a cet effet. Il a été constaté précédemment que les eaux usées
d’hdpitaux ont une charge de contaminants plus spécialisée et complexe, en contenant notamment,
des résidus de médicaments et leurs métabolites, des microbes pathogénes, des produits radioactifs,
des métaux lourds, des produits désinfectants ainsi que plusieurs autres. Il serait donc préférable
de traiter plus adéquatement ces effluents avant de les acheminer vers les stations d’épuration

municipales, afin de préserver davantage les écosysteémes aquatiques.

Les procédés d’oxydation avancée (en anglais, Advanced Oxidation Processes, AOP), dont
I’oxydation en voie humide (OVH), sont actuellement parmi les solutions les plus prometteuses en
développement pour I’¢limination des contaminants contenus dans les eaux usées. Ce type de
procédé permet la production d’oxydants puissants, comme le radical hydroxyle (HO®), a partir de
réactifs oxydants primaires (exemples : ozone, peroxyde d’hydrogéne et etc.). L’oxydation en voie
humide (OVH), a I’é¢tude dans ce mémoire, est un procédé d’oxydation avancée qui utilise
seulement I’air comme oxydant et la matrice aqueuse comme milieu réactionnel, sous de hautes
pressions et températures. Il a ét¢ démontré récemment qu’il est possible d’éliminer des composés
pharmaceutiques a un haut rendement (> 90 %) avec ce type de traitement. Cependant, des
augmentations de toxicité pour les effluents traités ont été observées chez le crustacé Daphnia
magna et la bactérie Aliivibro fischeri dans cette précédente étude. La cause de cette toxicité reste
inconnue, puisqu’il y a peu d’informations sur le devenir des composés apres traitement pour ce

type d’échantillon.
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Pour faire suite aux conclusions des précédents travaux, les résultats présentés dans ce mémoire
font partie d’une premicre étape dans la compréhension du devenir des contaminants contenus dans
les effluents hospitaliers aprés un traitement par OVH. En effet, d’un point de vue technico-
économique, il serait erroné d’utiliser des conditions menant a la minéralisation compléte
directement a la sortie des hopitaux. Ceci nécessiterait, notamment, des temps de traitement plus
longs ainsi que des températures plus élevées menant a des cotits plus importants. Néanmoins, il a
été démontré que I’utilisation de ’OVH, dans des conditions acceptables d’un point de vue
technico-économique et ou les composés pharmaceutiques sont rapidement éliminés, reste une
solution tout a fait pertinente dans un contexte de prétraitement en éliminant des molécules

réfractaires aux traitements actuels.

Afin de mieux caractériser le contenu des eaux apres traitement par OVH, le premier objectif de ce
projet est de développer et d’appliquer une méthode quantitative d’acides carboxyliques a courte
chaine pour faire le suivi du carbone non minéralisé. Quatorze acides carboxyliques (Ci-Ce),
identifiés précédemment comme produits lors du traitement par OVH de d’autres types de
contaminants organiques, ont été ciblés. Dans cette présente étude, les acides ont été analysés par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) apres une dérivation avec
I’agent dérivant N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide et le triméthylchlorosilane comme
catalyseur (BSTFA + 1 % TMCS). Les méthodes d’analyse ont préalablement été optimisées et
ensuite validées a partir des valeurs de limites de quantification (LOQ = 0,05 — 4 mg/L), de
précision intra et inter-jour (RSD = 1,7 — 13 %), du recouvrement (31-119 %) et de justesse (biais
relatif = -19 — 3,4 %) déterminées et considérées comme acceptables selon les conditions. Une
preuve de concept a été effectuée en faisant le suivi de ces petits acides lors du traitement d’une
solution concentrée d’acétaminophene dans de I’eau déionisée par OVH. Lors du traitement, 9 des
14 acides ainsi que I’élimination de I’acétaminophéne ont été quantifiés selon le temps de
traitement. La méthode a ensuite été appliquée avec de la matrice réelle, afin de faire le suivi des
produits de transformation lors du traitement d’effluents hospitaliers également par OVH. Dans les
deux cas, les analyses ont permis de démontrer que certains acides, comme les acides acétique,
succinique et glycolique, étaient formés majoritairement parmi les acides quantifiés. La
contribution théorique a la demande chimique en oxygene (DCO) a été également déterminée selon
les concentrations des acides quantifiés par rapport aux valeurs expérimentales mesurées. Ceci a

permis d’identifier de 35 a 46 % de la DCO mesurée et démontre la nécessité d’étudier davantage



les produits formés. Lors du traitement des effluents réels traités, des analyses non ciblées ont été
également effectuées afin d’obtenir davantage d’informations sur les produits. Dans 1’échantillon
non traité, des acides aminés (alanine et glycine), de I'urée, du glycérol et de la créatinine ont été
détectés et identifiés a partir de la banque de données NIST. Apres seulement 10 minutes de
traitement OVH a 290 °C, les composés observés étaient différents, soit I’acide glycolique, la
méthénamine, 1’acide benzoique et 1’acide succinique. Les résultats de cette premiére partie du
projet ont été publiés (Cassandra Guérette et al. (2021) Determination of short-chain carboxilic
acids and non-targeted analysis of water samples treated by wet-air oxidation using gas
chromatography-mass  spectrometry, Journal of Chromatography A, 1652, 462352,
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462352) et sont présentés au chapitre 3.

Considérant I’augmentation de la toxicité observée précédemment et qu’une partie de la charge
organique était encore inconnue a la fin des traitements, le deuxiéme objectif de ce projet est de
faire une étude comparative de composantes organiques et structurelles lors du traitement par OVH
en couplant la méthode GC-MS avec 1’analyse non-ciblée par chromatographie liquide couplée a
la spectrométrie de masse en temps de vol (LC-QToF). Afin d’avoir une sélectivité des produits
issus de la structure et d’éviter les interférences, quatre composé€s modeles aux caractéristiques
différentes, soit la gabapentine, le triméthoprime, le diclofénac et 1’acide acétylsalicylique, ont été
traités dans 1’eau déionisée, soit sans matrice. Dans un premier temps, une méthode de
quantification des composés pharmaceutiques utilisant la désorption thermique par diode-laser
couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LDTD-QqQMS) a été validée. En raison d’une
faible stabilité thermique, I’acide acétylsalicylique a été quantifi¢é par GC-MS selon la méthode
développée précédemment. D’autres composés, soit la benzoquinone, 1’hydroquinone, 1’acide
salicylique et le glycérol ont été également ajoutés a la méthode GC-MS. Dans un deuxiéme temps,
les composés pharmaceutiques ont été traités individuellement. Un suivi a été effectué lors du
chauffage entre 20 a 290°C et lors de I’oxydation entre 7,5 et 60 minutes. Encore une fois, les
composés majoritaires quantifiés étaient les acides acétique et succinique. Afin de recueillir
davantage d’informations, des analyses non ciblées par GC-MS et chromatographie liquide couplée
a la spectrométrie de masse en temps de vol (LC-QToF) ont été effectué¢es. Ces méthodes ont
permis d’identifier d’autres produits de transformation, dont le phénol lors du traitement de 1’acide
acétylsalicylique et d’observer des produits plus pres des molécules traitées, comme 1’ajout d’un

groupement fonctionnel OH sur la structure initiale.
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INTRODUCTION

Les produits pharmaceutiques font 1’objet de préoccupations mondiales croissantes depuis les
derniéres années en raison de leur présence et de leur concentration dans I’environnement. En effet,
plus d’une centaine de composés pharmaceutiques différents ont été détectés dans les eaux de
surface, les eaux souterraines et I’eau potable en Amérique du Nord, a des concentrations de I’ordre
des ng/L jusqu’aux pg/L'73. Les molécules actives des médicaments sont congues pour étre
efficaces a de faibles concentrations et sont continuellement déchargées dans 1’environnement, d
a I’activité humaine, ce qui pourrait avoir un effet direct sur les espéces aquatiques. Plusieurs études
rapportent des effets aigus et chroniques de ces composés a des concentrations environnementales

sur des especes sélectionnées (exemples dans le tableau 1).

Tableau 1. Exemples d’effets de composés pharmaceutiques a concentration environnementale sur
des espéces aquatiques.

Hydrobie des antipodes* Poisson z&bre’ Grenouille 1éopard®
Composé 17a-éthinylestradiol Carbamazépine Fluoxétine
pharmaceutique (Contraceptif) (Anticonvulsivant) (Antidépresseur)
Effots of Production d’ceufs : Diminution de la fécondité  Retard dans la croissance et
trati Stimulation: 1-25 ng/L et augmentation de la le développement des
concentration Inhibition: > 25 ng/L mortalité 4 0,5 pg/L tétards 4 0,1 pg/L

Toutefois, les effets de mélanges a faibles concentrations sont encore tres peu connus. Afin de
réduire leur présence dans les écosystémes aquatiques et de limiter leurs impacts, il est d’intérét de

s’interroger sur les sources d’introduction des composés pharmaceutiques dans I’environnement.

Outre ’'usage des médicaments lors de 1’¢levage en agriculture et I’enfouissement des déchets, les
eaux usées industrielles, hospitalieres et municipales, sont considérées comme une des sources
d’introduction majeures de composés pharmaceutiques dans I’environnement. Effectivement, les
eaux usées provenant des industries pharmaceutiques sont des sources localisées et spécifiques aux
lieux de production. Ce type d’effluent est particulierement préoccupant dans les régions en
développement, puisque de fortes concentrations, de 1’ordre de mg/L, peuvent étre retrouvées dans

les eaux, dii au manque de traitements appropriés’’. Au Canada, le ministére de 1’Environnement



a la responsabilité d’encadrer les rejets d’origine industrielle dans 1’environnement, comme les
eaux usées, afin de préserver les milieux récepteurs. Ces mesures encouragent donc les industries

a se préoccuper de la gestion de leurs déchets®.

Les effluents hospitaliers contiennent aussi une charge importante et spécialisée en composés
actifs, puisque que plusieurs classes y sont utilisées et certains de ces médicaments ne sont
consommeés qu’a ces endroits désignés, comme des traitements contre le cancer ou les anesthésies.
Plusieurs études ont ét¢ menées afin de caractériser les eaux usées d’hdpitaux, soit par leur contenu,
leur toxicité et les risques associés ainsi que d’évaluer leur contribution en contaminants aux
stations d’épuration. Des concentrations de 1’ordre des pg/L pour pres d’une centaine de composé€s
ont été retrouvées, dont certains étaient plus présents selon la saison, le nombre de patients, la
consommation d’eau et le jour d’échantillonnage’!’. Les revues de littérature soulignent la
présence d’une grande variét¢ de composés et la complexité des effluents hospitaliers (ex. :
utilisation de désinfectants, détergents, médicaments, métaux lourds, etc.). Différentes approches,
soit celle considérant la toxicité de chaque composé individuellement et celle considérant la toxicité
des effluents directement, ont été étudiées afin de déterminer I’écotoxicité de ces rejets
hospitaliers''"13. Les résultats soulignent qu’une forte toxicité globale est possible, mais qu’elle est

dépendante de la variation du contenu des effluents.

En plus d’avoir une charge non négligeable de contaminants, les effluents hospitaliers ont
généralement un index de biodégradabilité plus faible, ce qui rend le traitement par les procédés
biologiques actuels plus difficile. Par exemple, les propriétés de certaines molécules
pharmaceutiques, comme 1’hydrophobicité, peuvent affecter leur biodisponibilité et réduire leurs
interactions avec les microorganismes'®. De plus, une des voies de métabolisation est la
conjugaison, soit I’addition de fonctions chimiques, telles que le glutathion, 1’acétate ou le méthyle
sur le principe actif, et peut étre réversible lors du traitement biologique en régénérant la structure
initiale avant métabolisation'>. Par ailleurs, les effluents hospitaliers ne sont généralement pas
traités a la sortie des infrastructures et sont introduits directement dans le réseau municipal. Les
auteurs s’accordent sur le fait que les effluents hospitaliers sont généralement considérés de la
méme nature de pollution que les eaux usées urbaines, mais devraient Etre traités plus
spécifiquement, afin de réduire le caractére potentiellement nocif causé par les substances qu’ils

peuvent contenir. Effectivement, en 2015, 1’ Agence de protection de I’environnement des Etats-



Unis (EPA) a estimé que des centaines de tonnes de médicaments sont éliminées par les éviers et
toilettes chaque année et que les systémes de traitements municipaux actuels n’ont pas été congus
pour retirer ces contaminants'®.Une autre étude a démontré que les eaux usées d’hopitaux
contiennent cinq fois plus de produits chimiques dangereux et de résidus de médicaments que les

effluents urbains, ce qui nécessite une attention particuliére'®.

Les réseaux d’égouts municipaux regroupent les effluents urbains, hospitaliers ainsi que certains
industriels. Cependant, la charge en composés pharmaceutiques est plus diluée et dépend fortement
de I'usage de I’eau des citoyens ainsi que la consommation de médicaments par la population. Ces
derniers effluents sont traités par les stations d’épuration municipales pour étre ensuite retournés
dans les milieux aquatiques. En effet, vers la fin des années 1970, le Programme d’assainissement
des eaux du Québec (PAEQ) a été lancé, ce qui a favorisé la construction de stations d’épuration
et a permis de traiter les eaux usées provenant de 98 % de la population québécoise raccordée a un
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réseau d’égouts municipal'’. Selon un recensement gouvernemental auprés des municipalités en

date de 2015, la majorité des sites d’épuration utilisaient les étangs aérés au Québec (Figure 1).

Physico-chimique Marais artificiels (roseaux)

Disques biologiques . /Autres
3.3% T N 22%

Boues activées
5.9%

Filtratons ~ —

6.8%

Etangs non aérés_r/,,//"""'»’

5.7%

~~__Etangs aéres
72.5%

Figure 1. Types de traitement d’eaux usées au Québec. Adaptée de '®.

Le traitement des eaux usées se fait généralement en plusieurs étapes, soit (1) le dégrillage pour
retirer les déchets grossiers, (2) le dessableur a vortex pour retirer le gravier et le sable au fond de
la cuve ainsi que les graisses et les huiles flottant a la surface, (3) le type de traitement principal
utilisé, par exemple, les étangs aérés en série, ou un bullage maintient la matiére en suspension

pour I’oxygénation et la digestion aérobique des contaminants ainsi que (4) le bassin facultatif pour



traiter les dépdts par digestion anaérobique. Le traitement par étangs aérés nécessite un temps de
rétention de I’ordre de plusieurs jours et les effluents clarifiés sont ensuite écoulés vers les milieux

aquatiques.

Les stations de traitement d’eaux us€es actuelles ont été concues dans le but d’empécher la
propagation de maladies et la contamination des réserves d’eau, de lutter contre I’envasement des
voies navigables ainsi que de garder les eaux assez pures pour assurer la survie du poisson et pour
permettre la baignade!’. L efficacité des traitements d’eau est communément évaluée selon certains
critéres nécessitant peu de manipulations complexes, soit la température; le pH; 1’alcalinité; la
mesure des matiéres solides totales, en suspension et en solution; la demande biochimique en
oxygene, qui est la mesure de la matiére biodégradable (DBOs); la demande chimique en oxygene,
qui est la mesure de matiere oxydable (DCO); la mesure du carbone organique total (de ’anglais
Total Organic Carbon, TOC) ainsi que la mesure de 1’azote et du phosphore. Avec ces mesures,
I’¢élimination peut étre caractérisée de fagon générale. Toutefois, il est difficile de savoir réellement
si les contaminants plus complexes sont réellement éliminés en totalité et de quoi sont composés

les effluents rejetés dans I’environnement apres traitement.

Certaines ¢études ont ét€ menées pour évaluer le taux d’élimination des composés pharmaceutiques
dans les stations d’épuration actuelles?® 3. Un exemple est présenté dans le tableau 2, pour illustrer
une variation typique saisonniere selon le type de composé. Celles-ci ont révélées notamment
qu’une €limination complete était plus difficile pour certaines molécules et que différents facteurs,
comme la température ou la structure méme peuvent influencer grandement 1’efficacité du

traitement.

Tableau 2. Taux d’¢élimination de composés pharmaceutiques selon la saison par étangs aérés situé
a Lakefield, Ontario, Canada®.

Composé Elimination en Elimination en Elimination en
p été automne hiver
Carbamazépine -9,3 % 45,8 % -54,1 %
Sulfaméthoxazole 98,9 % 78,1 % 69,5 %
Triméthoprime 70,8 % 48,5 % 14,0 %
Gemfibrozil -23.9 % -45,7 % -99.,8 %
Ibuproféne 91,5 % 81,1 % 78,3 %




Le type de traitement d’eau principal utilisé est €également important, puisque, contrairement a ce
qui est attendu, certains procédés peuvent regénérer les compos€s actifs initiaux. En effet, certaines
voies de métabolisation, apres la consommation de médicaments, consistent a I’ajout d’une ou
plusieurs fonctions sur le principe actif (conjugaison) avant d’étre excrété par 1’organisme. Ces
métabolites, rejetés dans les effluents, sont alors traités aux stations d’épuration par des traitements
de types biologiques. Ces procédés peuvent causer 1’élimination des groupements fonctionnels
ajoutés précédemment par le métabolisme et regénérent le composé actif initial. Des taux
d’¢limination négatifs sont donc obtenus, comme dans le cas de la carbamazépine et du gemfibrozil

au tableau 2.

La difficulté a éliminer complétement les contaminants n’est pas seulement pour le traitement par
étangs aérés, mais un probléme récurrent et d’échelle mondiale. Méme si différents types de
procédés sont utilisés globalement pour le traitement des eaux, il n’en reste que des concentrations
de composés pharmaceutiques variant de 1 ng/L a 100 pg/L sont retrouvées dans les affluents et
les effluents traités'>. Il est donc important d’étudier de nouvelles alternatives aux traitements
actuels afin de diminuer le risque de régénération et d’introduction de contaminants dans

I’environnement.

Les procédés d’oxydation avancée (en anglais, Advanced Oxidation Processes ou AOP), dont
I’oxydation en voie humide (OVH) étudiée dans ce mémoire, sont parmi les solutions les plus
prometteuses permettant d’¢liminer les contaminants potentiellement toxiques pour les especes
aquatiques, tels que les produits de soins personnels, les composés pharmaceutiques et d’autres
composés organiques. Les AOPs incluent également les procédés de Fenton, d’ozonation, de
photolyse, d’oxydation €lectrochimique avec I’utilisation de catalyseurs ou non, ainsi que plusieurs
autres. Ces techniques utilisent notamment les radicaux hydroxyles (HO®), le peroxyde
d’hydrogene, les radicaux anions superoxydes et 1’ozone comme agents d’oxydation. En utilisant
ces oxydants tres réactifs et non sélectifs, les contaminants organiques contenus dans la solution a
traiter sont transformés généralement en de plus petites molécules, soit en CO», H>O, petits acides
carboxyliques et ions inorganiques. Les différents procédés utilisant 1’oxydation avancée sont donc
prometteurs pour le prétraitement des eaux usées a la source, en simplifiant les effluents avant

d’atteindre les stations d’épuration municipales.



Une des alternatives étudiées présentement est I’oxydation en voie humide non catalytique (OVH).
Ce type de procédé est avantageux, puisque seulement I’air est nécessaire comme oxydant et aucun
produit chimique doit étre ajouté ou retiré durant le traitement, contrairement a I’ozonation, ou
I’0zone doit étre produit au préalable et les procédés de Fenton, ou du fer et d’autres réactifs doivent
étre ajoutés au départ et retirés a la fin du traitement. Les conditions a de hautes températures et
pressions utilisées avec 1’oxygene et I’eau génerent un milieu riche en radicaux libres, ce qui permet
I’élimination des contaminants organiques. En effet, ’OVH permet la décomposition des composés
d’intérét en de molécules plus simples et peut méme mener a la minéralisation compléte dans les
conditions optimales?*?*. Ce type de traitement est donc similaire a I’incinération, mais dans une
matrice aqueuse. Cependant, les espéces nocives comme les oxydes nitreux (NOx) ne sont pas
générées’*2®. De plus, les conditions utilisées en OVH sont reconnues pour permettre le traitement
des rejets qui sont trop dilués pour étre incinérés, mais trop concentrés ou toxiques pour étre traités

par les procédés biologiques actuels?#2%27

Dans une étude précédente de Boucher et al. (2021)°, les résultats d’élimination, de toxicité et des
analyses technico-économiques ont démontré la possibilité d’appliquer le procédé d’OVH pour
¢liminer les composés pharmaceutiques contenus dans les eaux usées d’hopitaux. En effet, dix
composés pharmaceutiques ont été sélectionnés selon leur fréquence de consommation et leur
degré de risque lors de I’étude. Méme si une diminution de la concentration pour chaque composé
pharmaceutique a été observée entre 95 et 99 %, une augmentation de toxicité des échantillons
apres ’oxydation a été constatée chez deux especes différentes, soit la bactérie marine
bioluminescente A. Fischeri ainsi que le petit crustacé D. magna. Etant donné cette augmentation
de toxicité, il est important de s’intéresser a la cause et d’investiguer sur le devenir des composés
lors du traitement afin de ne pas introduire d’autres types de contaminants qui pourraient tre

encore plus néfastes pour les écosystémes aquatiques.

L’objectif global de ce présent travail est d’étudier le devenir des composés pharmaceutiques en
identifiant et quantifiant les produits de transformation selon la durée du traitement par oxydation
en voie humide. L hypothése principale de ce projet de recherche est que les molécules méres sont
transformées en de plus petites molécules rapidement, puisque le traitement par OVH utilise des
conditions assez agressives et non sélectives. En effet, dans un contexte d’application a la sortie

des hopitaux, il serait irréaliste d’un point de vue technico-économique de considérer des



conditions optimisées pour la minéralisation compléte de ces effluents. Cependant, il est
raisonnable de considérer des conditions permettant I’¢élimination de composés pharmaceutiques
plus résistants aux procédés actuels, tout en limitant le temps de traitement et les colits associés,

comme un prétraitement des effluents avant d’étre introduits dans les réseaux municipaux.

Afin de mieux comprendre le devenir des contaminants et de caractériser les effluents relachés
apres un prétraitement par OVH, des expériences avec un réacteur pilote ont été réalisées et les
eaux ont été analysées. Le premier objectif de ce projet est donc d’étudier le devenir du carbone
non minéralisé en développant et appliquant une méthode analytique visant a quantifier 14 acides
carboxyliques a courte chalne par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS) sur des effluents traités par OVH. Considérant que les conditions utilisées ont été
optimisées dans 1’optique d’éliminer rapidement plusieurs composés pharmaceutiques et que
I’oxydation en voie humide est un procédé¢ assez agressif, de plus petits produits de transformation

étaient donc a privilégier.

Pour faire suite aux précédents résultats de toxicité et de 1’élimination incomplete de la charge
organique a la fin du traitement, le deuxieéme objectif de ce projet est d’effectuer une étude
comparative de composantes organiques et structurelles en analysant quatre composés
pharmaceutiques modeles ayant des caractéristiques différentes. Dans le but d’avoir une sélectivité
des produits issus des différentes structures étudiées et d’éviter tous types d’interférences, les
composés modeles, soit la gabapentine, le triméthoprime, le diclofénac et I’acide acétylsalicylique,
ont ¢été traités dans un milieu exempt de matrice, soit de I’eau déionisée. Dans un premier temps
I’¢limination des composés pharmaceutiques a été déterminée a partir d’une méthode d’analyse
validée utilisant la désorption thermale par diode-laser couplée a la spectrométrie de masse en
tandem (LDTD-QqQMS). Afin d’avoir davantage d’informations sur les produits de
transformation, des analyses non ciblées ont également été effectuées par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse en temps de vol (LC-QToF) en complémentarité a la méthode
de GC-MS.



CHAPITRE 1. NOTIONS SUR L’OXYDATION EN VOIE HUMIDE

1.1 Conditions expérimentales

Les traitements d’oxydation en voie humide d’eaux usées ou de boues sont réalisés a hautes
températures, généralement entre 150 et 325 °C et a hautes pressions d’air ou d’oxygene,
généralement entre 10 et 200 bars, pour une durée de 15 a 120 minutes. Ces conditions permettent
la solubilisation de contaminants insolubles, augmentent la concentration de 1’oxygéne dissous
dans la phase aqueuse et augmentent donc la surface de contact d’oxydation?. Les hautes pressions

limitent également la vaporisation de la phase aqueuse lors du traitement.

A moyennes et hautes températures, le procédé d’OVH peut devenir généralement autonome sur
le plan énergétique avec le caracteére exothermique de I’oxydation, si le taux de matiére organique
le permet (> 10 000 mgo, /L de DCO)**?%, Le procédé d’OVH a donc un grand potentiel de
traitement pour les effluents contenant une grande charge en matiere organique, soit une demande
chimique en oxygéne (DCO) de 10 000 & 100 000 mgo, /L?"?’. Toutefois, une étude a démontré la
faisabilité¢ du traitement de composés pharmaceutiques a faibles concentrations avec une matrice

ayant des valeurs plus basses en DCO, soit 4 573 et 1 400 mgo, /L°.

L’oxydation peut également se dérouler a des conditions au-dessus du point critique de I’eau (221
bar, 374 °C). Ce procédé est donc appelé oxydation en voie humide supercritique. Les températures
et pressions tres élevées (400-650 °C, 250-350 bar) utilisées lors de ’OVH supercritique
permettent I’¢élimination de composés plus réfractaires, comme 1’acide acétique et 1’abaissement
de fagon encore plus significative de la charge oxydable (DCO)***!. Cependant, la polarité de I’eau
supercritique est insuffisante pour les composés ioniques polaires formés durant le traitement, ce
qui cause la précipitation de sels®’*?. Des problémes de corrosion des matériaux composant le
réacteur sont également récurrents dans les conditions supercritiques®'. Puisque ces conditions
nécessitent plus d’énergie que I’OVH sous-critique et causent la précipitation de sels, ce dernier

type de traitement n’a pas €té considéré dans 1’é¢tude d’un prétraitement des eaux usées.

Plusieurs groupes de recherche se sont intéressés a 1’'usage de catalyseur durant le procédé d’OVH.
Bien que ’ajout de catalyseur est optionnel pour le bon fonctionnement de I’OVH, ils peuvent étre

utilisés pour faciliter certaines réactions en abaissant 1’énergie nécessaire et augmentant le taux
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d’élimination des contaminants organiques variés?’>>**. Différents métaux, dont le cuivre, le
magnésium, le cérium, le platine et le ruthénium peuvent étre utilisés pour ce type de traitement?®.
Toutefois, ces catalyseurs peuvent étre parfois coliteux et leur durabilité ainsi que leur stabilité sont
moindres, da a I’origine de son utilisation. En effet, le catalyseur peut facilement se désactiver par
I’encrassement des produits intermédiaires ou I’empoisonnement des sites actifs sur la surface. De
plus, ils doivent étre utilisés avec précautions, puisque si le milieu est en condition acide, le
catalyseur peut étre dissous dans la phase liquide ou corroder le réacteur**. Dans un contexte ot ce
type de procédé serait utilisé pour un prétraitement d’effluents a la sortie des hopitaux, I'usage d’un
catalyseur serait potentiellement moins pertinent puisqu’il aménerait éventuellement de Ia
maintenance, des précautions et des colits supplémentaires. Jusqu’a maintenant, peu d’études ont
été menées sur le traitement de composés pharmaceutiques contenus dans les eaux usées sans

I’'usage de catalyseur. Il est donc encore difficile d’évaluer et justifier la pertinence de leur

utilisation ou non.

1.2 Réactions d’oxydation

Méme si le procédé d’OVH est en développement depuis sa découverte dans les années 1930, le
mécanisme de la génération des radicaux lors d’oxydation reste encore a €tre confirmer et peut
varier selon I’auteur. En effet, il est difficile d’identifier les radicaux libres, dii a leur grande
réactivité, leur temps de demi-vie trés court et leurs courtes distances de migration®>. Plusieurs
facteurs influencent la faisabilité de chaque réaction, notamment la température, la pression ainsi
que la charge organique présente dans le milieu. Cependant, les trois grandes étapes des réactions

radicalaires se produisent durant le procédé, soit I’initiation, la propagation et la terminaison.

1.2.1 Etape d’initiation

L’initiation, soit la formation des radicaux, est I’étape limitante du processus puisqu’elle nécessite
davantage d’énergie et des conditions optimales. Lors du procédé non catalytique, 1’initiation est
possible lorsque le milieu aqueux est soumis a de hautes températures et hautes pressions en
I’absence d’initiateur. Selon plusieurs auteurs, la formation des radicaux s’effectue a la suite de la
réaction entre I’oxygene et le lien C-H le plus faible contenu dans la matiére organique comme
25,29,36.

représenté dans 1’équation suivante

R-H+ 0, — R® + HO,® [1.1]



ou R représente le groupe fonctionnel du composé organique ou pharmaceutique dans cette
présente étude. La possibilité de générer des radicaux par d’autres réactions, comme celles entre

’eau et I’oxygeéne, est également rapportée dans la littérature?®->+36-37,

H>0O + O — HO2* + HO*® [1.2]
H,O + O, — H,0,+ O° [1.3]

Une fois que les premiers radicaux sont formés, plusieurs espéces radicalaires se retrouvent en

solution et I’étape de propagation a lieu, ce qui mene a 1’étape de transformation des composés.

1.2.2 Etape de propagation

Lors de I’étape de propagation, plusieurs réactions sont possibles, puisque les radicaux formés sont
non sélectifs et trés réactifs (HO®, HO»®, R® et etc.). Par exemple, le radical formé a [1.1] et [1.2]
(HO:®) peut réagir avec une autre molécule organique afin de former le peroxyde
29,3436 .

d’hydrogene
RH + HO;* — R* + H,0, [1.4]

Les peroxydes formés sont tres instables a hautes températures, soit les conditions utilisées en
OVH. Conséquemment, ils sont rapidement décomposés thermiquement, formant ainsi de plus
petites molécules, comme des alcools, des cétones et des aldéhydes. Par exemple, le peroxyde
d’hydrogene en lui-méme (H>O>) peut étre généré lors de 1’étape de propagation et peut regénérer
des radicaux hydroxyles (HO®) lors de la dégradation thermique, ce qui contribue au maintien des

especes oxydantes durant le traitement.

1.2.3 Etape de terminaison

A la fin du traitement, les radicaux encore en solution peuvent réagir ensemble afin de réaliser les

différentes étapes de terminaison?’, par exemple :

2 ROO®* — ROOR + O, [1.5]
HO2* + HO®* — H,O + O2 [1.6]
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La fin de I’oxydation peut étre facilement contrélée en abaissant la température et la pression de la
solution dans le réacteur. Selon les composés a traiter et les conditions de traitement utilisées,

plusieurs produits de transformation peuvent étre formés a la suite de I’oxydation.

1.3 Efficacité d’élimination

Jusqu’a présent, trés peu d’études ont porté sur I’oxydation en voie humide sans catalyseur pour le
traitement des composés pharmaceutiques dans les eaux usées. La performance du traitement par
OVH a toutefois été¢ évaluée pour d’autres types de composés, généralement démontrée par
I’¢élimination de la DCO ainsi que par la diminution du carbone organique total (en anglais, Total
Organic Carbon, TOC). Par exemple, 1’élimination du phénol, un composé étudié fréquemment
dans la littérature, a été observée par une diminution de 90% de la DCO apres 30 minutes de
traitement par OVH a une température de 230 °C et 6,9 bar d’oxygéne®®. Le traitement d’eaux
usées par OVH a également été caractérisé a quelques reprises avec un taux d’efficacité
d’¢limination de DCO entre 70 et 90 % aprés une heure de traitement a 255 °C et 10 bar

d’oxygene®.

Dans une étude récente de Boucher et al. (2021)°, le procédé OVH a I’échelle pilote a été optimisé
pour I’élimination de 10 composés pharmaceutiques sélectionnés. L’élimination de ceux-ci a été
caractérisée par la diminution de la DCO ainsi que 1’évolution de la concentration de ces composés.
Plusieurs facteurs ont été étudiés afin d’optimiser le procédé tout en considérant le colit et I’énergie
nécessaire reli¢ au traitement. Les parametres optimaux sélectionnés étaient a une température de
290 °C et un temps de résidence (oxydation) de 20 minutes avec un exces d’oxygeéne. La
performance du traitement peut étre traduite par 1’élimination de composés plus résistants, soit la
carbamazépine a > 93 % et le triméthoprime a > 97 %, alors que leur élimination est de 0 a 30 %
et de 0 2 69 % lors de procédés biologiques*® et 78 % et 70 % lors d’un autre procédé d’oxydation
avancé (UV/H20,)*!. Les résultats démontrent également une diminution de la charge oxydable de
80 % et ce, méme si la charge organique initiale est plutot faible (1 400 mgo./L). Le procédé est
donc trés prometteur pour le traitement des effluents hospitaliers ayant une charge en composés
pharmaceutiques. Cependant, méme s’il a été déterminé que les composés pharmaceutiques ont été
¢liminés rapidement en quasi-totalité et que la charge organique a diminuée de fagon considérable
avec ’OVH?, une augmentation de toxicité a également été observée pour les échantillons traités.

Pour les deux espéces étudiées, le petit crustacé Daphnia magna et la bactérie Aliivibrio fischeri,
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une augmentation de toxicité a été observée dans les échantillons traités. Cette variation était plus
prononcée dans le cas du crustacé, comparativement & la bactérie Aliivibrio fischeri. Etant donné
que le procédé d’OVH est étudié dans 1’optique d’un prétraitement des eaux avant d’étre traitées
aux stations municipales, la bactérie Aliivibrio fischeri serait donc le modele a privilégier puisque
le comportement de cette espéce pourrait possiblement suggérer les effets possibles sur les
bactéries dans les boues activées des stations d’épuration. Par soucis de bien caractériser les
effluents traités rejetés apres le prétraitement, il est d’intérét de s’intéresser au devenir de ces

composés apres traitement afin de mieux comprendre cette toxicité.

1.4 Produits de transformation retrouvés la littérature

Selon les conditions d’oxydation utilisées et les contaminants contenus initialement, les produits
de transformation formés sont généralement simples; soit du CO,, des vapeurs d’eau, de
I’ammoniaque, du nitrate, du sulfate, des acides halogénés ainsi que des acides organiques a courte
chaine biodégradables. Les intermédiaires, comme les hydroperoxydes, les alcools, les cétones et

les aldéhydes (Figure 2) peuvent étre également formés durant le traitement.

Alcools Minéralisation,
o R_OH COz, Hzo
Matieére HO . Hvd d
organique ﬂ» ydroperoxydes HO* HO*
(Pharmaceutiques) R\ /OH HOO* HOOQO*
CH,0, ... 0
) . Acides
Cétones, aldéhydes -
0 é carboxyliques
A I
R R R H R/I\OH

Figure 2. Schéma simplifié des réactions d’oxydation. Adaptée de 2°-364>44,

Contrairement a d’autres procédés thermiques, ’OVH ne produit pas de composés nuisibles
comme les NOy, le SO», le HCI, les dioxines et les furanes?®. Cependant, il se peut que les réactions
ne soient pas complétes pour certains composés plus résistants, ce qui mene a d’autres produits de
transformation. Trés peu d’études ont été€ portées sur 1’¢limination des composé€s pharmaceutiques
par OVH, encore moins sur le devenir et les produits de ceux-ci. Afin de mieux cibler les produits

de transformation les plus fréquents, le devenir de plusieurs types de molécules apres traitement
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par procédés d’oxydation avancée avec génération de radicaux hydroxyles a été recensé (tableau
3). Certaines ¢études de transformation ont été effectué¢es pour des composés modeles simples,
comme le phénol. Il a été déterminé précédemment que les produits sont caractérisés, notamment,
par I’ouverture du cycle aromatique avec la formation d’acides carboxyliques a courte chaine. Dans
le cas de I’étude du devenir des composés pharmaceutiques, la transformation du phénol est
d’intérét, puisqu’un grand nombre de molécules actives posseédent un ou plusieurs composés

aromatiques dans leur structure.

Tableau 3. Produits de transformation de divers composés traités par des AOPs.

OH o OH HO on o NH, NHy (l‘.HJ
O\J\ o N7 T °
OH o |
St e
, s, HO o OH
Composé traité oH o O on,

Phénol#546 salﬁ;l(iigueﬂ Hémlczllulose Carbamazépine® Trlmétgoprlme
Produit de (OVH)  (OVH) (OVH) (UV/H,05)  (Electro-Fenton)
transformation
Acide acétique X X X X
Acide formique X X X
Acide fumarique X X X
Acide glycolique X
Acide
glyoxylique X X
Acide lactique X
Acide maléique X X X X
Acide malique X X
Acide malonique X X X
Acide muconique X X
Acide oxalique X X X X
Acide x
propionique
Acide salicylique X X
Acide succinique X X X X
Acide tartique X
Benzoquinone X X
Hydroquinone X X
Phénol X
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Pour des plus petites molécules, comme le phénol et 1’acide salicylique, les produits de
transformation sont I’oxydation de la molécule meére avec 1’ajout de groupements fonctionnels OH,
comme la formation d’hydroquinone et de catéchol ainsi que de petits acides carboxyliques, da a
I’ouverture du cycle aromatique. Dans le cas de composés non aromatiques, comme
I’hémicellulose, les petits acides carboxyliques sont également observés. Pour les composés plus
complexes, comme la carbamazépine et le triméthoprime, peu d’études ont ét¢ menées sur leur
traitement par OVH. Cependant, lors de traitement par d’autres AOPs, des variations de la molécule
meére ont été observées dans un premier temps avec 1’ajout de groupements fonctionnels OH ou a
la suite de la fragmentation de ceux-ci selon les conditions utilisées. Au cours du traitement, ces
produits sont ensuite retransformés en petits acides carboxyliques. Méme si les conditions sont
optimisées, certaines molécules formées sont réfractaires. Un suivi des produits de transformation
est donc d’intérét afin de mieux comprendre les voies de transformation des composés

pharmaceutiques.
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CHAPITRE 2. METHODOLOGIE EXPERIMENTALE

La méthodologie expérimentale de la premiére partie du projet, soit le développement de la
méthode d’analyse par chromatographie gazeuse (GC-MS) des 14 acides carboxyliques a courte
chaine, est détaillée dans I’article transposé au chapitre 3 a la section « Material and methods ». La
méthodologie expérimentale présentée dans la section suivante est reliée aux résultats du chapitre
4, soit I’étude du devenir de quatre composés modeles lors du traitement d’OVH a I’aide des

analyses ciblées et non ciblées en spectrométrie de masse.

2.1 Expériences d’oxydation en voie humide

Dans un premier temps, une preuve de concept avec le traitement d’une solution concentrée
d’acétaminophéne et d’effluents réels d’hopitaux, a été effectuée au chapitre 3. L’ objectif principal
de la deuxiéme partie du projet (chapitre 4) était d’approfondir les connaissances sur le devenir des
contaminants durant un traitement par OVH de différents types de molécules. Quatre composés
pharmaceutiques mode¢les ayant des caractéristiques structurales distinctes ont donc été choisis.
Afin d’obtenir des résultats représentatifs et complémentaires, les mémes conditions optimisées,
issues de Iarticle de Boucher et al. (2021)° et employées lors du traitement des effluents au chapitre

3, ont ét¢ utilisées pour toutes les expériences d’OVH subséquentes.

2.1.1 Réacteur OVH

Le réacteur utilisé pour le traitement OVH des quatre composés modeles est le méme qui a été
utilisé lors de la preuve de concept avec I’acétaminophene présentée au chapitre 3, soit le réacteur
horizontal Cellule 2646.0000 congu par TOP Industrie, (Vaux-le-Pénil, France) de 170 mL (voir
le schéma du réacteur, Chapitre 3, Figure 2). Ce réacteur a été préféré puisqu’il posséde une valve

de prélévement, ce qui facilite 1’échantillonnage durant le traitement.

2.1.2 Choix des composés pharmaceutiques
Pour cette deuxieme partie du projet, quatre autres composés modeles, présentés a la figure 3, ont
été sélectionnés selon leur structure, leur composition chimique, leur solubilité dans I’eau et leur

taux d’élimination par OVH selon les études précédentes.
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o)
NH
? NH
HO
Cl OH
0
Gabapentine Diclofénac
NH, c|H3
Os_ _OH o
N| X
Y H,N N o”
0 o}
CHy
Acide acétylsalicylique Triméthoprime

Figure 3. Structures des composés pharmaceutiques modéles étudiés.

Avec ces quatre composés, les caractéristiques générales de plusieurs molécules pharmaceutiques
ont pu étre représentées et leur devenir étudié. En effet, la gabapentine, un antiépileptique et
antalgique, a été sélectionnée, puisqu’elle était bien éliminée par OVH’ et qu’elle contient une
fonction amine ainsi qu’une fonction acide, mais pas de cycle aromatique. En analysant ce
composé, la différence entre les produits de transformation d’un cycle aromatique et un cycle non

aromatique pourrait étre déterminée.

Le diclofénac, un anti-inflammatoire, a été étudi€ puisqu’il est composé de plusieurs groupements
fonctionnels, soit d’une amine, de cycles aromatiques, d’une fonction acide et deux atomes de
chlores. Dans I’étude précédente’, le diclofénac était rapidement éliminé par OVH méme a 200 °C.
L’analyse des produits de transformation lors du chauffage de la solution pourrait donc permettre
d’en apprendre davantage sur I’influence de la température dans le processus de transformation du
diclofénac. De plus, le diclofénac contient des chlores, ce qui pourrait former d’autres types de

produits intermédiaires, soit des composés halogénés.

Le triméthoprime, un antibiotique, a été sélectionné, puisqu’il était éliminé plus lentement par
OVH?, soit aprés 15 minutes a 290 °C. De plus, le composé était intéressant puisqu’il contenait
plusieurs atomes d’azote, des fonctions esters et des composés aromatiques. Etant donné que le
triméthoprime est éliminé plus lentement et qu’il est moins sensible a I’effet de la température, des

produits de transformation plus preés de la structure mere devraient étre observés au début du
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traitement, d’ou I’importance de I’analyse non ciblée. La haute teneur en azote dans cette molécule
augmente la probabilit¢ de former davantage des molécules azotées comme produits de

transformation.

Finalement, 1’acide acétylsalicylique, un antalgique, antipyrétique et anti-inflammatoire, a été
choisi puisqu’il est un des rares composé€s pharmaceutiques qui ne possédent pas de fonctions
azotées. Ce dernier composé n’a pas été étudié dans les expériences d’OVH précédemment, mais
avait de fortes chances d’étre bien éliminé selon sa basse température de dégradation (150 °C)*°. Il
¢tait pertinent de choisir une molécule composée seulement de carbones, d’hydrogénes et
d’oxygene afin d’évaluer le recouvrement de ce qui peut étre quantifié par la méthode développée
dans le chapitre 3, comparativement aux autres composé€s qui possédent également d’autres types

d’atomes comme 1’azote.

2.1.3 Concentration initiale des composés a traiter

Afin d’identifier et de quantifier les produits de transformation propres aux molécules a 1’étude,
une solution concentrée de chaque composé modele a été traitée séparément dans le réacteur. La
concentration initiale dans chaque expérience a été déterminée selon la demande chimique en
oxygene (DCO) théorique des composés a traiter afin d’obtenir une DCO pres de celle déterminée
expérimentalement pour les eaux usées d’hopitaux, soit 573 + 40 mgoz/L. Cette valeur moyenne
de DCO a été déterminée a partir d’échantillons réels prélevés a la sortie d’un hopital du Québec
de 166 lits et servant une population de 51 000 personnes, a trois moments différents dans I’année
dans le cadre de ce projet. Considérant que la DCO peut varier de facon considérable selon
différents facteurs comme I’utilisation de 1’eau, le moment et le lieu d’échantillonnage, cette valeur
déterminée expérimentalement précédemment a été considérée pour donner suite aux autres
résultats acquis, soit ceux de Boucher et al. (2021)° et ceux présentés dans I’article au chapitre 3.
Cette valeur est similaire aux concentrations moyennes retrouvées en Europe et en Asie, soit de
613 mgoo/L et 591 mgq/L'3. La demande chimique en oxygéne théorique de tous les composés

impliqués a été déterminée selon 1’équation d’oxydation suivante? :

CmHnOkClexSsz + [m + 0.25 (l’l - 3)C) - O.Sk + 2 (y + Z)] 02 —

1.7
mCOz + 0.5(n - 3x) H2O + xNH3 + wCl + ySO472 + zPO4>" + Chaleur [1.7]
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ou m est le nombre d’atomes de carbone, # le nombre d’atomes d’hydrogéne, k le nombre d’atomes
d’oxygéne, w le nombre d’atomes de chlore, x le nombre d’atomes d’azote, y le nombre d’atomes

de soufre et z le nombre d’atomes de phosphore de la molécule étudiée.

Pour chaque expérience, les composés ont ét¢ introduits sous forme de poudre dans le réacteur et
ont été dissous avec 1’ajout d’eau déionisée par la suite, afin d’avoir une concentration finale

correspondant a 600 mgoo/L. de DCO, soit les concentrations dans le tableau 4 suivant.

Tableau 4. Paramétres expérimentaux pour le traitement des composés.

Acid
Parameétres Gabapentine  Triméthoprime Diclofénac , Cl. © .
acétylsalicylique
Pureté 99,8 % 99,8 % 99,7 % 99,8 %

Fournisseur Sigma Aldrich  Sigma Aldrich ~ Sigma Aldrich Sigma Aldrich

DCO theorique 2,15 1,54 1,59 1,60

(gOZ/gcomposé)
DCO visée (mgo2/L) 600 600 600 600
Concentration 279 389 376 375

initiale visée (mg/L)

Apres I’ajout de 1’eau, I’air contenu dans le réacteur a été purgé avec 10 bar d’azote. La solution a
I’étude a été ensuite agitée a 250 RPM pendant 30 minutes. Puisqu’il n’était pas possible d’observer
la dissolution de la solution dans le réacteur, des tests de solubilité ont été faits au préalable. Il a
été déterminé que la gabapentine, le diclofénac et 1’acide acétylsalicylique étaient facilement
dissous a température ambiante sous agitation dans les 30 premieres minutes. Cependant, le
triméthoprime, qui a une solubilité¢ dans I’eau plus basse, soit environ 400 mg/L, a nécessité une
agitation de 30 minutes a 75 °C pour atteindre une dissolution compléete. Aprés 30 minutes
d’agitation, le prélévement initial a été effectué et le volume initial contenu dans le réacteur a été
ajusté a 72 mL pour toutes les expériences. Tous les échantillons prélevés lors de I’expérience ont
été collectés dans des vials ambrés de 2 mL, placés immédiatement a I’obscurité et conservés a —

20 °C jusqu’au jour de I’analyse.
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2.1.4 Conditions de chauffage du réacteur

Apres I’ajustement du volume initial a 72 mL, la pression dans le réacteur a été fixée précisément
a 10 bar d’azote. L’azote est utilisé pour purger I’air du systéme apres avoir fait le prélevement et
ainsi éviter 1’oxydation durant la période de chauffage. La solution a été ensuite chauffée a la
température optimisée précédemment, soit 290 °C avec une rampe de chauffage de 3 °C/min. Lors
de I’¢étape de chauffage, un suivi de la pression et de la température dans le réacteur a été effectué.
Des prélévements de 2 mL ont été effectués a 200 et 290 °C lors du chauffage. Le volume de
prélevement est limité, afin de réduire la variation dans le volume a traiter et la perte de gaz lors de

I’ouverture du systéme. Ceci s’applique a tous les volumes prélevés apres le début de 1’expérience.

2.1.5 Oxydation des échantillons

Lorsque la température cible a été atteinte et était stable, 1’agitation a été augmentée a 1000 RPM
et de I’air comprimé a été injecté a un débit de 20 cm®/minute pour atteindre une pression de 140
bar dans le réacteur. Le temps de résidence (ou d’oxydation) a été calculé des que les premieres
quantités d’air ont entrées dans le réacteur. Comme dans les expériences précédentes, les
traitements par OVH se font en excés d’oxygene contenu dans 1’air, afin de s’assurer qu’il y ait
assez d’oxygene pour traiter les composés initiaux ainsi que leurs produits de transformation et que
la quantité d’oxydant ne soit pas un facteur limitant durant le traitement. La quantité nécessaire
d’oxygene est déterminée théoriquement a partir de I’équation d’oxydation [1.7]. Des prélévements
ont été effectués apres 7,5; 15; 30 et 60 minutes de temps de résidence (oxydation). Les conditions
optimisées précédemment permettaient 1’élimination de tous les composés a 1’é¢tude apres 15
minutes’. Cependant, afin d’effectuer un suivi des produits de transformation, le temps de

traitement a été prolongé a 60 minutes.

2.2 Quantification des composés pharmaceutiques

Une méthode d’analyse utilisant la désorption thermale par diode-laser couplée a la spectrométrie
de masse en tandem (LDTD-QqQMS) a ¢été validée pour effectuer la quantification de la
gabapentine, le diclofénac et le triméthoprime. Etant donné que I’acide acétylsalicylique est
sensible thermiquement, la quantification n’a pu étre effectuée par LDTD-QqQMS. En effet, lors
de I’analyse en mode balayage de la solution étalon, ¢’était 1’ion correspondant a son métabolite,
I’acide salicylique, qui était observé en majorité. Ce dernier composé était d’intérét dans I’étude

des produits de transformation. L’acide acétylsalicylique ainsi que son métabolite, 1’acide
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salicylique, ont donc ¢té quantifiés par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS) selon la méthode développée au chapitre 3. Les mémes étalons de référence, sous
forme de poudre, ont été utilisés lors des traitements par OVH ainsi que pour les droites de

quantification.

2.2.1 Analyse de la gabapentine, le triméthoprime et le diclofénac

La désorption thermale par diode-laser a été utilisée comme technique d’introduction d’échantillon,
puisque c’est une méthode sensible et tres rapide. Cette méthode consiste a déposer, sur une plaque
d’analyse en acier inoxydable (appelée Lazwell), un faible volume de 1’échantillon a analyser (1-
10 uL). La plaque est rapidement séchée dans un séchoir prévu a cet effet avec un léger jet d’air.
Par la suite, la plaque est introduite dans le LDTD. Lors de I’analyse, la diode-laser, contrdlée de
facon précise selon un patron laser défini, permet la désorption thermique indirecte de 1’échantillon
(Etape 1, Figure 4). Les analytes désorbés sont dirigés vers la source d’ionisation a 1’aide d’un tube
de transfert et d’un gaz porteur, soit de I’air comprimé contenant un faible pourcentage d’eau (Etape
2, Figure 4). Les composés sont ionisés (Etape 3, figure 4) par la source d’ionisation chimique a

pression atmosphérique (APCI) avant d’étre analysés par le triple quadripdle (QqQMS) (Etape 4,

Figure 4).
(4)
(1) (2) (3) Analyse par
Désorption par Transfert des lonisation par QgQmMSs
diode-laser analytes vers la APCI

source

) Tube de transfert
Laser Plaque Lazwell " /
Aiguille Corona

Figure 4. Schéma de la source LDTD, Adapté de °'.

Dans le cas de cette étude, les analyses ont été effectuées a I’aide d’'un LDTD de modele 960-WX
(Phytronix, Québec, Canada) monté sur un analyseur triple quadipdle Xevo TQ-S micro (Waters,
Royaume-Uni) équipé d’une source d’ionisation a pression atmosphérique (APCI). Le patron de la
puissance du laser utilisé, illustré ci-dessous (Figure 5), a été optimisé précédemment pour des

molécules similaires®>>.
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Figure 5. Schéma du patron laser du LDTD.

Le patron laser 3-45-2 est caractérisé par une montée de 3 secondes a la puissance maximale de 45
%, suivi d’un plateau de 2 secondes a 45 %, pour ensuite retourner a 0 % immédiatement. Le débit
du gaz porteur, soit de 1’air de grade médical (Praxair Canada, Mississauga, Canada) a été réglé a
3 L/min. L’aiguille Corona et la température du cone ont été réglés a 3 pA et a 150 °C
respectivement. Ces valeurs sont utilisées fréquemment pour les analyses par LDTD et utilisées

dans les méthodes développées précédemment®>>*,

Il a été observé dans une précédente étude de Gravel et al. (2019)> que, dans certains cas, 1’ajout
d’un revétement sur la plaque d’acier inoxydable peut étre nécessaire afin de favoriser la
désorption. En effet, les composés ayant des fonctions plus polaires, tels que les acides
carboxyliques, cristallisent différemment en présence d’un revétement. Une couche plus homogene
et mince d’analytes est formée et est plus facilement désorbée. Ces composés ont donc
généralement de meilleurs signaux lorsqu’il y a dépot d’un revétement, généralement composé
d’acide éthylénediaminetetraacétique (EDTA), au préalable®®. Avant de valider la méthode
d’analyse, la vérification de I’influence de I’ajout d’un revétement d’EDTA sur la variation de
signal a été effectuée. Ces tests préliminaires ont révelé la nécessité de I'utilisation d’un revétement
lors de I’analyse du diclofénac seulement. Aucune différence significative n’a été observée dans le

cas du triméthoprime et de la gabapentine.

La quantification des trois composés pharmaceutiques a été effectuée par étalonnage interne avec
les composés deutérés correspondant, soit la gabapentine-dio (100 pg/mL dans le méthanol, Sigma
Aldrich), le triméthoprime-ds; (99,9 %, CDN Isotopes) et le diclofénac-d4 (98 %, CDN Isotopes).

Un volume de 10 pL de solution de travail de ces étalons internes a 5,2 mg/L dans le méthanol a
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été ajouté a 200 puL d’échantillon afin d’obtenir une concentration finale de 248 pg/L. Plusieurs

échantillons ont été préalablement dilués pour respecter la plage de quantification.

Pour I’analyse du diclofénac, un volume de 10 pL d’une solution de revétement (solution de
MeOH-H>O0 3 :1, v/v contenant de ’EDTA a 100 pg/mL et 1,4 % de NH4OH, tous achetés chez
Fisher Scientific Canada) a été déposé sur la plaque et séché. Par la suite, 10 uL. d’échantillon dopé
d’¢étalons internes ont été déposés, séchés et analysés. Dans le cas de la gabapentine et du
triméthoprime, aucun revétement était nécessaire donc, un volume de 10 pL d’échantillon dopé
d’étalons internes a directement été déposé sur la plaque, puis a été séché et analysé. Les composés
d’intérét ont été analysés par une méthode de mesure de réactions sélectionnées (de 1’anglais,
Selected Reaction Monitoring ou SRM) selon les transitions et les parametres décrits dans le
tableau 5. Les résultats de la validation de la méthode ainsi que du suivi de la concentration des

trois composés durant les traitements d’OVH sont présentés au chapitre 4.

Tableau 5. Paramétres MS de la méthode d’analyse par LDTD-QqQMS.

. Energie
., Ton Ton Tension
. Polarité Type de , . n de
Composé " précurseur  produit  du cone ..
APCI transition collision

(m/z) (m/z) V) V)
Gabapentine 4 Quantification 172,03 137,10 10 15
P Confirmation 172,03 154,01 10 15
Triméthonrime N Quantification 291,20 123,01 30 25
p Confirmation 291,20 261,07 30 25
Diclofénac N Quantification 296,04 214,98 30 20
Confirmation 296,04 250,03 30 20
. Quantification 182,05 147,13 10 15

- +
Gl T Confirmation 182,05 164,13 10 15
Triméthoprime-d 4 Quantification 29422 122,92 30 25
rimethoprime-a Confirmation 29422 264,09 30 25
. , Quantification 299,96 218,97 30 20

Diclof - +
teloténac-d, Confirmation 299,96 253,99 30 20

2.2.2 Analyse de ’acide acétylsalicylique

La méthode de chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, présentée au chapitre
3, a été utilisée pour 1’analyse de 1’acide acétylsalicylique. Le protocole de dérivation décrit a la
section 2.1.2 de I’article a été utilisé. Cependant, puisque le composé €tait sensible a la température,

I’étape de dérivation a été effectuée a 35 °C au lieu de 60 °C. Les transitions ont été optimisées et
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les ions de quantification et confirmation étaient respectivement m/z 210 et 195 avec un temps de
rétention de 12,05 minutes. L’étalon interne deutéré, 1’acide acétylsalicylique-ds4 (98,7 %, CDN
Isotopes) a été utilisé lors de la quantification et a été également ajouté a la méthode d’analyse
(ions m/z 214 et 199, temps de rétention de 12,03 minutes). Les résultats de la validation sont

présentés au chapitre 4, section 4.1.2.

2.3. Analyse des produits de transformation

Les produits de transformation peuvent étre assez variés selon le type de molécule analysé ainsi
que des conditions de traitement OVH utilisées. Puisque ces produits peuvent étre formés a de
faibles concentrations et que certains sont intermédiaires, il est d’intérét de développer des
méthodes sensibles pour les quantifier. L.’analyse ciblée permet d’obtenir une meilleure sensibilité
lors de la quantification. Cependant, plusieurs variances du compos¢ mere peuvent se produire,

donc les analyses non ciblées sont tout aussi pertinentes dans cette étude.

2.3.1 Analyses ciblées par GC-MS

Le développement et la validation de la méthode de quantification utilisée pour les composés ciblés
par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse sont présentés au chapitre 3. Les
acides carboxyliques ciblés dans le chapitre 3 ont donc été également analysés pour les expériences

du chapitre 4 a la suite de la dérivation par BSTFA selon la méme méthode.

Cependant, certains composés, jugés pertinents, ont été ajoutés a la méthode d’analyse pour le suivi
dans la deuxiéme partie du projet de recherche, soit la benzoquinone (pureté 99,99 %, Sigma
Aldrich), le glycérol (99,9 %, Sigma Aldrich), I’hydroquinone (99,6 %, Sigma Aldrich), I’acide
salicylique (>99,0 %, Sigma Aldrich) et comme mentionné a la section précédente, 1’acide
acétylsalicylique. La benzoquinone a ¢té analysée selon la méthode des acides volatils présentée a
la section 2.1.1 du chapitre 3. Le composé deutéré, la benzoquinone-ds (98,2 %, CDN Isotopes), a
été utilisé comme étalon interne pour la quantification. Dl a une faible réponse de la benzoquinone,
comparativement aux autres acides analysés avec cette méthode, le mode d’injection sans division

de débit (de I’anglais, splitless) a été préféré.

Pour I’analyse des autres composés, soit le glycérol, I’hydroquinone et I’acide salicylique, la
méthode d’analyse des acides semi-volatils, présentée a la section 2.1.2 du chapitre 3, a été utilisée.
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L’¢talon interne de la méthode initiale a été utilisé, soit 1’acide succinique-ds (99 %, Sigma
Aldrich). Les ions utilisés pour la quantification ont été ajoutés a la méthode et se retrouvent dans
le tableau suivant. Les résultats de la validation de tous les composés ajoutés sont présentés a la

section 4.1.2 du chapitre 4.

Tableau 6. Paramétres des composés ajoutés aux méthodes de quantification existantes.

. Temps de Ion de Ions de
Composé l\erthode rétention quantification confirmation
d"analyse (min) (m/z) (m/z)
Benzoquinone Volatils 6,08 108 80
Benzoquinone-dy Volatils 6,07 112 84
Glycérol Semi-volatils 8,74 218 205, 147
Hydroquinone  Semi-volatils 10,39 254 239,73
Acide salicylique  Semi-volatils 11,81 267 135

2.3.2 Analyses non ciblées par GC-MS

Selon les premiers résultats présentés dans 1’article du chapitre 3, les acides quantifiés ont permis
d’expliquer seulement que de 35 a 46 % de la DCO expérimentale. Il était donc pertinent d’analyser
davantage les échantillons. Afin d’extraire plus d’informations sur les échantillons dérivés par
BSTFA, des analyses non ciblées ont été également effectuées. Les mémes méthodes de
préparation et de séparation chromatographique ont été utilisées et ’analyse a été effectuée en
mode balayage de m/z 50 a 450. Pour les échantillons extraits par la méthode des acides volatils,
I’injection a été effectuée en mode sans division de débit («splitless»), a la suite des analyses de la
benzoquinone, afin d’avoir davantage de sensibilité. Tous les spectres de masse des composés
observables ont ét¢ comparés avec la banque de donnée NIST 08 afin de les identifier. Seulement

les pourcentages de fiabilité supérieurs a 90 % ont été retenus pour I’identification des molécules.

2.3.3 Analyses non ciblées par LC-QToF

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse a temps de vol (LC-
QToF) a été utilisée en complémentarité aux analyses précédentes, afin d’identifier d’autres types
de molécules. En effet, la chromatographie a été effectuée avec une colonne de phase inverse et
une source d’ionisation par électronébuliseur (de 1’anglais, Electrospray ionization ou ESI), ce qui
permet la séparation ainsi que 1’analyse de molécule plus grandes, moins volatiles et qui ne peuvent
étre analysées en chromatographie gazeuse. Le spectrometre en temps de vol (de 1’anglais,

Quadrupole Time of Flight ou QToF), préalablement calibré, a permis d’effectuer une séparation
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selon la vitesse des ions ainsi que leur rapport masse sur charge (m/z) afin d’obtenir les masses

exactes des composés analysés.

Les analyses LC-QToF ont été effectuées a I’aide d’un chromatographe liquide de Shimadzu
compos¢ d’un auto-échantillonneur SIL-30AC (Nexera, Japon), des pompes LC-30AD (Nexera,
Japon) et un module de colonne CTO-30A (Nexera, Japon). La colonne de phase inverse Cis
utilisée était de marque Acquity UPLC HSS T3 (Waters, Ireland) avec des particules de 1,8 um et
des dimensions de 2,1 x 50 mm. Le spectrométre de masse utilisé était le maXis 3G (Bruker,

Allemagne). Le logiciel d’acquisition utilisé était HyStar 3.2 SR4 de Bruker Daltonics.

Pour toutes les analyses, un volume de 5 pL. d’échantillon a été injecté directement apres avoir été
filtré au préalable avec un filtre de 0,20 um (Millex PTFE, MilliporeSigma). La séparation
chromatographique a été effectuée avec un débit de 0,5 mL/min avec la phase mobile A (Eau + 0,2
% d’acide formique) et la phase mobile B (MeOH + 0,2 % d’acide formique). L’eau, le méthanol
ainsi que I’acide formique ont été achetés chez Fisher Scientific et étaient de grade Optima LC/MS.
La colonne a été conservée a une température constante de 30 °C durant toute la durée des analyses.
Les gradients de la phase A et B ont été optimisés selon le temps de rétention des composés initiaux

analysés et sont répertoriés dans le tableau 7 a la page suivante.

Les analyses par spectrométrie de masse en temps de vol ont toutes été réalisées en mode
d’ionisation positif (ESI+) pour une plage de m/z 50 a 1 200, en appliquant une tension de 2200 a
3000 V sur le capillaire, une pression au nébulisateur de 4 bar, une valeur de «End plate Offset»
de 500 V et une température de 200 °C. Les formules associées aux masses exactes ont été
déterminées selon MolWeightToFormula du logiciel de Bruker Daltonics. Afin de déterminer les
formules moléculaires les plus probables, certains critéres ont dii €tre satisfaits, soit un ratio signal
sur bruit (S/N) supérieur a 10, une tolérance d’une différence de 10 mDa, le nombre d’atomes de
carbone, d’azote et de chlore, dans le cas échant, et une valeur d’équivalents de liens doubles et

cycles (de I’anglais, Ring Double Bond Equivalents ou RDBE) possible chimiquement.
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Tableau 7. Gradient des phases A et B utilisé pour I’analyse LC-QToF.

Temps (min) % Phase A % Phase B
(H2O+0,2 % A.F.) (MeOH + 0,2 % A.F.)
0 98 2
3 98 2
10 0 100
12 0 100
13 98 2
16 98 2

2.4 Demande chimique en oxygéne

La demande chimique en oxygene (DCO) a été déterminée expérimentalement directement au
Centre de transfert technologique en écologie industrielle (CTTEI) selon le protocole du Centre
d’expertise en analyse environnementale du Québec®. Seulement les valeurs de DCO des
échantillons prélevés au temps initial, a 290 °C et aprés 60 minutes ont pu étre mesurées, di a la

limitation dans le volume de prélévement.

2.4.1 Bilan théorique de la demande chimique en oxygéne (DCO)

Le bilan de la demande chimique en oxygeéne théorique (DCO) a été effectué selon les
concentrations retrouvées ainsi que les demandes théoriques calculées propres a chacune des
molécules quantifiées, déterminées selon [1.7] présentée a la section 2.1.3 précédemment. Ces
valeurs de contribution a la DCO théorique ont été rapportées selon les DCO mesurées
expérimentalement afin d’estimer le taux de recouvrement dans 1’identification des produits de
transformation. Une premicre tentative a été effectuée dans la premiere partie du projet et est
présentée au chapitre 3 dans la section « Qualitative and quantitative analysis of hospital
wastewater ». Cependant, les composés responsables de la DCO initiale provenaient d’eaux usées,
donc d’origines inconnues. Le pourcentage de contribution théorique a la DCO de chaque composé
quantifi¢ a donc également été évalu¢ dans la deuxiéme partie du projet, ou les structures des

composés traités étaient connues et la composition initiale des solutions traitées était contrdlée.
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CHAPITRE 3. DETERMINATION D’ACIDES CARBOXYLIQUES A COURTE
CHAINE ET ANALYSE NON CIBLEE D’ECHANTILLONS D’EAU TRAITES PAR
OXYDATION EN VOIE HUMIDE UTILISANT LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE
GAZEUSE COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE

Le premier objectif de ce projet de recherche était de développer une méthode analytique, afin de
quantifier les produits de transformation généraux qui pouvaient se former durant le traitement de
contaminants par oxydation en voie humide (OVH). Le choix des acides carboxyliques a courte
chaine (C;-Ce) a ¢été fait en fonction les produits de transformation les plus récurrents cités dans la
littérature (Tableau 3 de la section 1.4). Puisque des petits acides volatils étaient ciblés, une
méthode par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) a été
développée et validée. Les résultats issus de ce chapitre ont été présentés a plusieurs reprises, soit
par affiche scientifique lors du 33%™® Congrés de 1’Est du Canada sur la qualité de 1’eau (ACQE) le
25 et 26 octobre 2019 a Montréal ainsi que par présentations orales, dont la rencontre avec le comité
« Environnement en santé ! » du CISSS-Montérégie Est (décembre 2019), lors du mini-colloque
virtuel des étudiant.e.s EcotoQ (juin 2020), d’un webinaire de Chapitre St-Laurent — EcotoQ
(disponible sur la chaine Youtube d’EcotoQ) et du 1°" symposium virtuel de ’ACQE (novembre
2020). Les résultats de ces travaux ont été également publiés dans une revue scientifique a comité
de lecture : Guérette C., Lemoine P., Ramirez P., Segura P. A. (2021) Determination of short-chain
carboxylic acids and non-targeted analysis of water samples treated by wet air oxidation using gas
chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography A 1652:462352. doi:
10.1016/j.chroma.2021.462352.

Résumé : L’article qui suit porte sur la quantification de 14 acides carboxyliques par
chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée a la spectrométrie de masse avec impact
¢lectronique (EI-MS), a la suite d’une dérivation par N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide
(BSTFA). Cette méthode constitue la base du projet de 1’étude des produits de transformation en
permettant d’effectuer un suivi général du carbone via de petits acides carboxyliques, qui sont des
produits de transformation pour plusieurs types de molécules. Lors du développement de méthode,
I’extraction des composés contenus dans I’eau et la dérivation des acides carboxyliques volatils et
semi-volatils a courte chaine ont été optimisées. Dans un premier temps, une preuve de concept de

suivi a été effectuée avec un composé modele bien connu, 1’acétaminophéne. Par la suite, la
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méthode a été appliquée pour 1’analyse d’échantillons réels d’effluents d’hopitaux en effectuant un
suivi selon le temps d’oxydation. En complémentarité avec les analyses ciblées, cette méthode a
permis également de réaliser des analyses non ciblées en faisant 1’acquisition MS en mode
balayage. L’identification de composés supplémentaires a été possible grace a la banque de

données NIST.

Contribution de ’auteure : La recherche bibliographique, 1’¢laboration du design expérimental,
les manipulations analytiques requises, le traitement de tous les résultats présentés dans I’article,
la conception des figures et graphiques ainsi que la rédaction de ’article ont été effectués par la
premicre auteure. L’étudiante a également participé a la révision de ’article en répondant aux
commentaires des réviseurs, en collectant et traitant les résultats demandés en révision ainsi qu’en
modifiant le texte selon les commentaires des réviseurs. Pascal Lemoine et Pedro Ramirez ont
participé a la révision du manuscrit et ont prodigués des conseils sur la conception du design
expérimental (partie d’oxydation en voie humide). Pedro A. Segura a participé a la révision de
’article, a donné des conseils sur la conception du design expérimental, a aidé sur la structure de
I’article, a la suggestion d’un journal et a également participé a la préparation du document de

réponse aux réviseurs.

Remarque de ’auteure : Le lecteur est avisé que les références mentionnées dans cet article n’ont
pas été intégrées aux références du reste de I’ouvrage. Une bibliographie, propre a cette section,
est insérée a la fin de ce chapitre. La numérotation des références qui suivent est donc uniquement
pour le chapitre 3. De plus, les tableaux et figures n’ont pas été répertorié€s dans les tables prévues

a cet effet et ont une numérotation distincte du reste de I’ouvrage.
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Abstract

A method based on gas chromatography (GC) coupled with electron ionization mass spectrometry
(EI-MS) employing N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with trimethylchlorosilane (BSTFA
+ 1% TMCS) as derivatization agent was developed to quantify short-chain carboxylic acids (Ci-
Cs) in hospital wastewater treated by wet air oxidation, an advanced oxidation process. Extraction
from water and derivatization of volatile and semi-volatile short chain carboxylic acids were
optimized and validated and limits of quantification (LOQ = 0.049 mg L' - 4.15 mg L),
repeatability (RSD = 1.7 % — 12.8 %), recovery (31 - 119 %) and trueness (relative bias =-19.0 %

— 3.4%) were acceptable. The validated method was successfully applied to monitor the
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concentration of organic acids formed after wet air oxidation of water samples. Results showed
that the method described herein allowed to identify 38 % and up to 46 % of the final COD chemical
composition after wet air oxidation of acetaminophen spiked in deionised water and hospital
wastewater samples, respectively. The developed method also allowed to perform qualitative non-
targeted analysis in hospital wastewater samples after treatment. Results demonstrated that
glycerol, methenamine, and benzoic acid were also present in the samples and their presence was

confirmed with reference standards.

1. Introduction

Advanced oxidation processes (AOPs) are among the most promising solutions to eliminate toxic
chemicals such as pharmaceuticals, personal care products, illicit drugs, and other trace organic
contaminants (TrOCs) from municipal wastewater. These techniques employ reactive species such
as hydroxyl radicals (HO®), hydrogen peroxide, ozone and superoxide anion radicals (02°*") with
low selectivity towards organic compounds and generate CO», H>O, short-chain organic acids and
inorganic ions as end products [1]. AOPs include electrochemical oxidation, Fenton processes,

ozonation, photolysis, and wet air oxidation (WAQO) among others.

AOPs show high removal rates for a wide range of organic compounds and the efficiency of these
technologies is generally measured by the elimination of target compounds and the reduction of
chemical oxygen demand (COD) [2-4]. However, these processes also generate various
transformation products which may be associated with toxic effects on biota [5,6] or activated
sludge [7]. During treatment by AOPs, TrOCs are usually degraded first into compounds closely
related to their parent molecules with the loss or addition of a few functional groups [8-11]. These
transformation products are in turn degraded further into low molecular weight compounds and
since TrOCs such as pharmaceuticals are generally composed of aromatic rings, short-chain
carboxylic acids are formed following aromatic ring opening if the advanced oxidation conditions
allow it [12]. These acids can be produced at higher proportions compared to other transformation

products since they are resistant to further oxidation [13].

Among the diverse AOPs available, WAO which uses water below its critical point and an oxidant

such as air remains sparsely studied for municipal wastewater treatment despite showing high

30



removal efficiency for organic compounds [14-18]. Previous studies have demonstrated that
organic compounds are degraded mostly into acetic acid. However, other carboxylic acids are
observed such as formic, propionic, oxalic, succinic, and p-coumaric [19,20]. Therefore, to ensure
that WAO treatment conditions are optimal and that TrOCs are completely mineralized, monitoring
of short-chain carboxylic acids is of interest, especially since they may accumulate during
treatment. Additionally, monitoring the formation of transformation products in WAO is critical
since in some conditions, treated effluents show toxicity towards a crustacean (Daphnia magna)

and a bacterium (Aliivibrio fischeri) [14].

Transformation products of organic compounds, specifically carboxylic acids have been analysed
by various techniques [21], such as reversed phase liquid chromatography coupled to UV detection
to quantify oxidation products of interest such as phenolic compounds and muconic acid [22],
oxalic and oxamic acids [23] or formic and acetic acids [24]. lon-exclusion chromatography
coupled with electroconductivity detection has been also employed to quantify formic, acetic,
propionic, lactic, succinic, malic and citric acids [13]. Methods based on gas chromatography
coupled with flame ionization detection have been developed to determine diverse carboxylic acids
such as acetic, formic, propionic, butyric, isobutyric, valeric, isovaleric, hexanoic and heptanoic
[25-27]. Methods using UV, electroconductivity or flame ionization detection are good choices for
quantification of targeted compounds, but somehow limit the information that can be obtained from

samples by not allowing non-targeted analyses.

Gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) has been used with continuous
solid-phase extraction (SPE) and microwave assisted derivatization to analyse acetic, propionic,
oxalic, glycolic, succinic, fumaric acids and other small fatty acids [28]. However, methods using
SPE or headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) [25] present a risk of compound loss
due to the selectivity of the extraction medium as well as during the evaporation step done before
analysis in the case of SPE. This is especially critical in the case where targeted and non-targeted
analyses are performed with the same method to quantify and identify known and unknown
transformation products. In such a case, a less selective sample preparation method than SPE or
HS-SPME should be used to limit potential loss of analytes. Also, to adequately quantify volatile

compounds, evaporation should be avoided.
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All the methods mentioned above were able to meet certain specific objectives but are often limited
in the number of analytes analysed which may restrict the monitoring of transformation products
formed during advanced oxidation processes of specific TrOCs such as pharmaceuticals. For
example, GC-MS methods for the quantification of selected volatile fatty acids in wastewater have
been developed [29,30], however in the case of pharmaceuticals, only small carboxylic acids (< 6
carbons) are monitored to understand their transformation pathways, since they generally do not
contain long carbon chains. Also, in some cases, previous analysis methods do not allow the
identification of unknown transformation products of pharmaceuticals in the samples, which is

important in monitoring of fate of these TrOCs after water treatment.

Therefore, a simple method requiring minimal sample preparation, capable of analysing semi-
volatile and volatile carboxylic acids while also allowing the identification of unknown compounds
in water is still lacking. For those reasons, the main objective of this study was to develop and
validate a sensitive, rapid, and robust GC-MS quantitative method to monitor the formation of
volatile (formic, acetic and propionic acids) and semi-volatile (lactic, glycolic, oxalic, malonic,
glyoxylic, maleic, succinic, fumaric, malic, muconic and tartaric acids) carboxylic acids formed
during treatment of water containing pharmaceutical residues by WAO or other AOPs.
Additionally, the validated method was used to screen non-targeted transformation products. As a
model case, the developed method was applied to study the fate of pharmaceuticals in hospital

wastewater treated by WAO.

2. Material and methods

2.1 Chemicals and reagents
Molecular structures of target volatile and semi-volatile carboxylic acids are shown in Figure 1.

Glacial acetic acid (purity 99.7 %), propionic acid (99.87 %), L-(+)-lactic acid (= 99.99 %),
glycolic acid (99.5 %), oxalic acid (99.3 %), malonic acid (99.9 %), glyoxylic acid monohydrate
(>99.99 %), maleic acid (99%), succinic acid (99.8 %), fumaric acid (99.8 %), DL-malic acid (99.1
%), trans,trans-muconic acid (97.9 %) and L-(+)-tartaric acid (99.92 %) and acetaminophen (>
99.0 %) were purchased from Sigma-Aldrich Canada (Oakville, ON). Formic acid (> 99.0 %) was
bought from Fisher Scientific Canada (Ottawa, ON). Dimethyl fumarate, acetic acid-ds4 (purity
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99.27 %) and succinic acid-2,2,3,3-d4 (purity 99 %) were used as internal standards and were also

purchased from Sigma-Aldrich Canada.

Volatile compounds
o]

0 0 O b
)J\ )J\ \)L o~
H OH OH OH
Formic acid Acetic acid Propionic acid Acetic aC|d -d, (IS)
Semi-volatile compounds
HO 0 O HO 0 0 0
> f< HO\)I\ ;/ /< M
OH OH O  OH HO OH
Lactic acid Glycolic acid Oxalic acid Malonic acid
0] o]
H HO HO
%OH HOUOH N NOH
0] 0]
Glyoxylic acid Maleic acid Succmlc acid Fumaric acid
0 o)
HO \
NOH HOMOH HO N
o} OH 0
Malic acid Muconic acid Tartarlc acld Succmlc acid-d, (IS)

Figure 1. Molecular structures of the target analytes used in this study.

Acetonitrile (ACN) Optima LC/MS grade, methanol (MeOH) Optima LC/MS grade, methyl tert-
butyl ether (MTBE) HPLC grade and water LC-MS grade were bought from Fisher Scientific
Canada. N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 1% of trimethylchlorosilane (BSTFA with
1% TMCS) made by Cerilliant, dichloromethane (DCM) HPLC Plus grade and sodium chloride
(NaCl) were bought from Sigma-Aldrich Canada. Diethyl ether anhydrous ACS reagent, anhydrous
sodium sulfate ACS grade (Na>SO4) and hydrochloric acid 12 N (HCI) were purchased from VWR

International (Mississauga, ON).

Fresh stock solutions of analytical standards of formic, acetic, propionic and acetic acid-ds
standards were individually prepared before every analysis in LC-MS grade water at 1 g L' and
were stored at 4 °C if they were used on the same day. Working solutions of volatile compounds
and acetic acid-ds were prepared at 100 mg L' in LC-MS grade water. Stock solutions of semi-

volatile acids and succinic acid-ds were prepared in MeOH at 1 g L! and stocked at -20 °C. Semi-
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volatile compound working solutions were prepared in LC-MS grade water at 5 mg L™ and succinic
acid-ds working solution were prepared in MeOH at 46.7 mg L' before every analysis. Dimethyl
fumarate solution was prepared in MTBE-ACN 1:1 (vA) at 1 g L'!. BSTFA with 1% TMCS was
kept at -20 °C.

2.2 Sample preparation

2.2.1 Volatile acids
Formic, acetic and propionic acids are in liquid state at room temperature and are also highly

volatile compounds. Therefore, a liquid-liquid extraction was done to separate them from the
matrix (water) to avoid an evaporation step. First, samples were diluted to be in the linearity range
and were extracted as follows: 200 uL of diluted samples were filtered on 0.20 um Millex PTFE
syringe filters made by MilliporeSigma (Burlington, MA) and were then transferred to a 2 mL
microcentrifuge tube. Then, a volume of 25 uL of acetic acid-d4 internal standard at 100 mg L™! in
water was added. To acidify samples, 25 pL of HCI 1.2 N were added. The sample was vortexed
for 20 s and 600 pL of MTBE were added for the first extraction. The solution was mixed for 1
min and centrifuged at 6000 rpm (2160 % g) for 4 min using a Fisherbrand High-Speed Mini-
Centrifuge. Next, 400 pL of the organic phase were transferred in another microcentrifuge tube. A
volume of 400 pL of MTBE was added in the first microcentrifuge tube to extract a second time.
Then, the solution was mixed 1 min and centrifuged for 4 min again in the same conditions. Then,
400 pL were extracted and combined with the previous extract. The extracted portion was dried
over with Na;SOs. A 500 pL volume of dried extract was filtered on 0.20 pm PTFE syringe filter
and then transferred in a 2 mL vial and 100 pL of BSTFA with 1% TMCS were added for
derivatization. Finally, the derivatized sample extract was injected for analysis by gas

chromatography-quadrupole mass spectrometry (GC-MS).

2.2.2 Semi-volatile compounds
Samples that contain semi-volatile (i.e., in solid state at room temperature) compounds in water

were evaporated and derivatized as follows: 500 uL of sample, diluted to be in the linearity range
if necessary, and filtered on 0.20 pm Millex PTFE filter were added in a glass tube. Then, a volume
of 30 pL of succinic acid-ds at 46.6 mg L' was added as internal standard. The solution was
evaporated under a N> stream at 60 °C until dryness. A 620 pL volume of MTBE-ACN 1:1 (v/v)
and 80 puL of BSTFA with 1% TMCS were added. The solution was vortexed for 1 min and heated
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for 30 min at 60°C in a heating block. Finally, the solution was transferred to a 2 mL vial and a

volume of 1 uL was injected and analysed by GC-MS.

2.3 Gas chromatography-quadrupole mass spectrometry

All analyses were performed on a GC 2010 gas chromatograph coupled to a QP2010S quadrupole
mass spectrometer made by Shimadzu (Kyoto, Japan). The chromatographic separation was carried
out with an HP-5MS capillary column (stationary phase 5% diphenyl-95% dimethylpolysiloxane)
of 30 m length, 0.25 mm internal diameter and 0.25 pm film thickness made by Agilent
Technologies. The injector, ion source and the GC-MS interface temperature were set respectively
to 250 °C, 250 °C and 300 °C. The flow rate of helium carrier gas was kept at 1 mL min™ with a

linear velocity of 36.1 cm s™'. The injection volume of the samples was 1 L.

For volatile organic compounds analysis, samples were injected with a solvent delay time of 2.2
min and a split ratio of 50:1. Since formic, acetic and propionic acids elute in the same window as
the derivatization agent and its by-products, a 50:1 split ratio of was used to limit the introduction
of these compounds in the column and to preserve the detector. The initial column temperature
was 40 °C and it was held for 2 min, ramped to 120 °C at a rate of 15 °C min™' and then finally
ramped to 290 °C at a rate of 35 °C min™' and held 0.5 min. For analysis of semi-volatile acids,
samples were injected with a 5 min solvent delay time and the splitless mode was used with a
sampling time of 0.35 min. This delay avoids the unnecessary detection of BSTFA and its by-
products. The initial column temperature was 70 °C and held 1 min, ramped to 200 °C with a rate

of 10 °C min™' and finally ramped to 290 °C with a 35 °C min™! rate.

For the two methods, electron ionization (EI) at 70 eV was employed. MS data were acquired in
selected ion monitoring (SIM) mode using the target ion [M-CH3]*" and confirmed by other ions

that had a significant response in the standard scans (Table 1).

35



Table 1. SIM parameters for compounds of interest.

Retention time Quantitative ion Confirmation ions

Compounds (min) (m/z) (/%)
Formic acid 2.31 103 75
Volatile Acetic acid-ds (IS) 3.10 120 76
compounds  Acetic acid 3.13 117 75
Propionic acid 4.30 131 75
Lactic acid 5.46 219 191, 147
Glycolic acid 5.66 205 177,147
Oxalic acid 6.47 219 190, 147
Malonic acid 7.51 233 248, 147
Glyoxylic acid ? 8.22 265 191, 147
Semi-volatile Maleic acid 8.91 245 147
compounds  Succinic acid-d4 (IS) 8.97 251 147
Succinic acid 9.01 247 147
Fumaric acid 9.44 245 147, 73
Malic acid 11.38 335 233, 147
Muconic acid 12.87 271 286, 147
Tartaric acid 13.27 423 292, 147

? Glyoxylic acid in water is rapidly converted to a geminal diol (2,2-dihydroxyacetic acid). It is
therefore in this form that glyoxylic acid was analysed.

Volatile compounds had only one confirmation ion because of their small size which does not allow
further fragmentation. Maleic, succinic-d4 and succinic acid also had one confirmation ion to
maximize the chromatographic resolution and the dwell time since they were analysed in the same

SIM segment.

2.4 Data processing

2.4.1 GC-MS acquisition and data treatment
GC-MS data were acquired by Shimadzu GCMS Real Time Analysis and processed using

Shimadzu GCMS Postrun Analysis from GCMS Solution Version 2.50. Chromatogram peaks were
integrated manually. Internal calibration with isotope-labelled compounds (acetic acid-d4 and
succinic acid-ds) was employed and calibration curves using the least squares method were

determined by Microsoft Excel 365. To determine the influence of heating time during
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derivatization, the peak area differences of each analyte were considered directly without any
correction with the internal standards (acetic acid-ds4 and succinic acid-ds), which themselves could
also be influenced by heating. For semi-volatile compounds, dimethyl fumarate was used as
internal standard to correct any variability in the peak areas due to injection in the GC-MS since
peak area changes were rather subtle. For volatile compounds, peak area changes due to heating
were reproducible, so internal standard was not necessary for those tests. Dimethyl fumarate was
selected because it has a similar structure to the target compounds and was not affected by the

derivatization step.

Statistical analyses were carried out with OriginPro 2020. One-way analyses of variance (ANOVA)
tests were performed with a significance level o = 0.05 and equal sample size for each condition
(n = 3). Homogeneity of variance tests were done with Levene’s test. The significative differences
between means were determined by Tukey’s posthoc test. In some cases, the assumption of
homogeneity of variances was not respected. However, since ANOVA is a robust test towards

variance heterogeneity, results were considered valid [31].

2.4.2 Method validation and quality control
Limits of detection and quantification (LOD and LOQ) were determined using the selected

quantitative ions m/z listed in Table 1. The LOD of each analyte were calculated from calibration
curves using the formula LOD = 3Xsp/a and for LOQ = 10xsp/a, where sp is the standard error of
the y-intercept and a the slope of the calibration curve [32]. Linearity was verified with correlation
coefficients (R?) higher than 0.99 and the linearity range was determined between the LOQ and the
highest concentration tested. Trueness was expressed as relative bias and acceptable values were
between -20 % and +10 % according to the European Commission decision 2002/657/EC [33].
Intra-day and inter-day precision were determined with the relative standard deviation (RSD %).
Recovery was determined by comparing the analytical response for extracted/evaporated samples
at low and high concentration levels with unextracted standards (spiked solvent). Carryover was
determined with the signal of a blank after analysis of the highest concentration compared to the
smallest concentration of the calibration curve for each compound. This last parameter was studied
to ensure that there are no cross-contamination and backflash in the injector to avoid ghost peaks

and to ensure that the running parameters were adequate to keep the system clean.
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2.5 Wet air oxidation conditions

2.5.1 Acetaminophen spiked deionized water sample

A volume of 40 mL of a concentrated solution of ACT (10.2 g L") was introduced in a 170 mL
horizontal batch reactor model Cellule 2646.0000 made by TOP Industrie (Vaux-le-Pénil, France)
(Figure 2). The final desired volume was completed with 33 mL of deionized water added by a
dosage pump. Air was purged with nitrogen to create an inert atmosphere while increasing
temperature with a fast-heating ramp until 60°C and then with a ramp of 3 °C min™' until reaching
the desired temperature value. Based on previous study, 250 °C was chosen as working temperature
because in those conditions, WAO exhibited good elimination rates for ACT [14]. Once 250 °C
was reached, air in excess at 160 bar was injected to initiate the oxidation process. Samples were
taken at 20 °C, 250 °C and after 10, 20, 30, 60 and 90 minutes after air injection. After completing

the test, samples were preserved at -20 °C until GC-MS analysis.

Stirrer

Electric resistance
heater

eyl | [r—

Temperature Pump
and pressure (N,, Air, Water)

controller @

Sampler

(Cooler)

b= Water

Figure 2. Simplified diagram of a WAO reactor.

2.5.2 Hospital wastewater sample
A wastewater sample was collected at a local hospital and was treated with a HA1001 model batch

reactor made by TOP Industrie. Four tests with different residence times were done. For each test,
a sample volume of 150 mL was introduced in the reactor and air was purged with nitrogen. Reactor

! until reaching the

was heated with a fast ramp until 60°C and then at a pace of 3 °C min
temperature previously optimized for this type of sample (i.e., 290 °C) [14]. Air at 160 bar was
injected in the reactor to start oxidation. WAO of hospital wastewater was performed at residence
times of 10, 15, 20 and 25 min and at the end of each test, samples were collected and stored at -
20 °C until GC-MS analysis.
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3. Results and discussion

3.1 Method optimization for volatile compounds

Since some short-chain carboxylic acids are thermolabile or do not have adequate volatility or
polarity to be analysed by gas chromatography, derivatization of analytes was required. Silyl
derivatives are widely used for quantification or identification and many derivatives are listed in
NIST library. N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) is generally used as silylating
agent with trimethylchlorosilane (TMCS) as a catalyst to enhance derivatization efficiency.
However, optimal conditions may vary from one analyte to another, such as temperature, heating

time and solvent. Therefore, optimization tests were necessary [34,35].

3.1.1 Liquid-liquid extraction

Liquid-liquid extraction of volatile acids was carried out in MTBE because it is required to have
an aprotic solvent not miscible in water to be able to derivatize with BSTFA right after extraction.
Ethyl acetate was tested, but it created interferences with acetic acid because of solvent impurities.
DCM was also tested but was too volatile and evaporated during the derivatization step due to

heating.

To optimize liquid-liquid extraction, the salting-out effect was tested by adding NaCl to the
saturation concentration (90 mg of NaCl in 250 uL aqueous sample). For each carboxylic acid, the
addition of salt had no significant impact on signal improvement compared to no addition (Figure
3). Adding salt to the sample can improve liquid-liquid extraction by decreasing the solubility of
analytes in the water phase and facilitate their transfer to the organic phase. Salt can also increase
the density and viscosity of the aqueous phase, which reduces the efficiency of the dispersion of
the extraction solvent, as observed by Makos et al. (2018) [36]. The second condition tested was
the acidification of samples by adding HCI so that most analytes could be in their undissociated
form. Samples were under pH 2, about two pH units below the analytes’ pKa (formic: 3.75, acetic:
4.76 and propionic: 4.87). A significant signal increase was only observed for formic acid which
has the lowest pKa (Figure 3). The third condition tested was to combine salted and acidified
conditions by adding NaCl and HCl. Again, only formic acid showed significant differences
compared to no addition (Figure 3). Considering these findings, subsequent optimization was
carried out by adding only HCI to reduce the preparation steps. After extraction, samples were
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dried over with anhydrous Na;SOj4 to improve the overall signal since silylation derivatization is

affected by moisture [36,37].

3.1.2 Heating time
Heating can improve the derivatization rate by increasing analytes’ solubility. For many

compounds derivatization will be instantaneous while others require heating to be effective [34].
To test this condition, a 60 °C temperature was chosen to be near the boiling point of MTBE (55
°C) (Figure 4).

For each target volatile acid, heating caused a signal decrease that could be due to partial
evaporation of compounds given their boiling points (acetic: 118 °C, formic: 101 °C, propionic:
141 °C). It was observed that all signals decreased significantly after 60 min of heating. Also, there
were significant differences between 0 min and 30 min for formic and acetic acids and between 30
min and 60 min for acetic and propionic acids. For these reasons, the following analyses were

carried out without heating.

2.5+ *

_— No addition
* | |Salted
I Acidified
2.0 I Salted and acidified

1.5 1

T%T

1.0

A

0.5+

Signal factor relative to no addition

0.0

Formic Acetic Propionic
Acids

Figure 3. Signal improvement factor of liquid-liquid extraction optimization relative to unsalted
and unacidified samples. Length of error bars represents £ 1 standard deviation (n = 3). Each
compound was added at a concentration of 12.5 mg L. The horizontal line indicates signal
enhancement threshold = 1 (i.e.,, no change compared to unsalted and unacidified samples).
Asterisks indicate statistically significant differences (p<0.05) according to the ANOVA and
Tukey post hoc tests.
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Figure 4. Signal decrease factor with heating time at 60 °C relative to room temperature for target
volatile acids after adding BSTFA. Length of error bars represent + 1 standard deviation (n = 3).
Each compound was added at a concentration of 12.5 mg L™!. The horizontal line indicates signal
enhancement threshold = 1 (i.e., no change compared to room temperature samples). Asterisks
indicate statistically significant differences (p < 0.05) according to the ANOVA and Tukey post
hoc tests.

3.2 Method optimization for semi-volatile compounds

3.2.1 Derivatization solvent

Although BSTFA can be used alone as solvent, other organic solvents, which should not contain
active hydrogen atoms, can be added during derivatization because aprotic organic solvents can
enhance the dissolution of analytes and derivatives [34]. Less polar organic solvents such as ether
are excellent solvents for the silylation reaction but do not accelerate the reaction rate unlike more
polar solvents such as acetonitrile [38]. For these tests, low polarity solvents like ether and MTBE
and high polarity solvents like ACN and DCM were chosen. A mixture of MTBE-ACN (1:1, v/v)

was also tested. Results are shown in Figure 5.
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Figure 5. Effect of organic solvents added to BSTFA during derivatization of target semi-volatile
acids. Length of error bars represent + 1 standard deviation (n = 3). Each compound was added at
a concentration of 1 mg L. Asterisks indicate statistically significant differences with MTBE-
ACN (p <0.05) according to the ANOVA and Tukey post hoc tests.

According to statistical analysis, peak areas of maleic, succinic, fumaric, muconic and tartaric acids
were statistically similar for all solvents. MTBE-ACN (1:1, v/v), ACN and DCM gave the best
signal, especially for glycolic, oxalic, and malic acids. For lactic acid, MTBE-ACN and DCM were
the best solvent choices. For malonic acid, it was DCM and ether and for glyoxylic acid it was
MTBE-ACN and ACN. For the following experiments, MTBE-ACN (1:1, v/v) mixture was chosen
as solvent to increase the solubility of analytes, facilitate the silylation reaction but also to limit the

solvent evaporation during heating.

3.2.2 Heating time

Heating at 60 °C was also tested for semi-volatile acids (Figure 6). In this test, analyte peak areas

varied but no trend with significant drops was observed for volatile acids.
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Figure 6. Signal factor with heating time at 60 °C relative to room temperature for target semi-
volatile acids after adding BSTFA. Length of error bars represent + 1 standard deviation (n = 3).
Each compound was added at a concentration of 1 mg L!. The horizontal line indicates signal
enhancement threshold = 1 (i.e., no change compared to room temperature samples). Asterisks
indicate statistically significant differences (p < 0.05) according to the ANOVA and Tukey post
hoc tests.

For six semi-volatile acids, heating caused a signal enhancement factor. Compared to volatile acids,
this increase can be explained by the fact that semi-volatile acids have at least two functions to
derive and require warming to improve solubility or drive the reaction to completion [38]. In all
cases, there was no significant difference between 30 and 60 minutes, therefore 30 minutes of

heating was chosen for further analyses.

3.3 Analytical performance of the optimized methods

Analytical performance parameters of the optimized methods were determined according to the
procedures mentioned in section 2.4.2 and are shown on Table 2.

All compounds showed excellent linearity with correlation coefficients higher than 0.99 and an
acceptable linearity range. Relative bias values right after derivatization were between -18.7 % and
3.4 %, which is largely within acceptable values. Stability of derivatized analytes was evaluated
by relative bias at 9 h and 24 h after silylation. Samples were kept at room temperature in the auto-

sampler rack. For all compounds, relative bias values after 9h were between -13 and +7.2 %, which
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are also acceptable values. However, most compounds, excluding formic, acetic, maleic, succinic
and fumaric acids, could not be determined with acceptable relative bias values 24 h after

derivatization.

Intra and inter-day RSD% were between 1.7 % and 15.9 % excluding glyoxylic acid which were
25.0 % and 26.5 % respectively. This variation can be explained by the fact that glyoxylic acid is
converted to its geminal diol form in water, thus analysed in this form. Therefore, the conversion
may differ very likely from sample to sample and with temperature. Recovery rates were evaluated
at two concentration levels (low and high) and acceptable values between 71 and 119 % were
obtained, except for two compounds, lactic acid and glycolic acid, where values of 31 and 39 %
were obtained at high concentration level. In agreement with the relative bias and correlation
coefficient results, the use of internal standards allows the correction for lactic and glycolic acids,
which allows quantification of these carboxylic acids. It was not possible to determine the recovery
rates of glyoxylic acid since the diol form could only be formed in presence of water. Indeed, very
low signals were observed for spiked MTBE-ACN samples, but higher and constant signals were
obtained with evaporated spiked water samples, which confirms the need of water in samples and
can explain the variability in the relative bias. Carryover values were between 0.1 and 6.4 % and

no significant peaks were detected in blank, which confirms that there is no cross-contamination.
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Table 2. Method performance for volatile and semi-volatile compounds.

Relative standard

Linearity Relative bias (%) * deviation Recovery (%) °
LOD Carryover
Acid R? range (RSD%, n=3)
(mg/L) (%)
(mg/L) At 9h after 24h after
Intra-day Inter-day Low level High level

derivatization derivatization derivatization

Formic 1 0.9996 4-100 -5.0 -4.7 -2.2 8.6 16 92+1 9214 0.8
Volatile

Acetic 1 0.9996 3-100 1.4 1.4 3.9 3.4 8.3 100 +7 96 + 13 0.7

compounds
Propionic 1 0.9995 4-100 34 -1.4 28 2.2 8.8 97+2 119+ 16 0.7
Lactic 0.03 0.9972 0.1-5.00 3.4 -11 -37 6.4 9.1 96+ 5 31+4 1.1
Glycolic 0.05 0.9936 0.2-5.00 1.5 -11 -38 1.7 5.6 80+5 39+6 0.9
Oxalic 0.05 0.9997 0.1-5.00 -4.9 -2.2 -41 5.9 13 98+ 10 118+3 5.7
Malonic 0.06 0.9993 0.2-5.00 -9.0 -19 -44 13 13 82+9 71+£7 3.1
Semi- Glyoxylic 0.2 0.9943 0.6-5.00 -17 -13 -44 25 26 N.D. N.D. 5.5
volatile Maleic 0.07 0.9974 0.2-5.00 0.9 7.2 4.8 13 14 102+12  112+8 1.1
compounds  Succinic 0.01 0.9999 0.05-5.00 -0.3 3.9 -1.2 2.4 43 101 +6 102+6 1.0
Fumaric 0.04 0.9985 0.1-5.00 -6.5 -11 -1.4 3.0 2.9 85+3 93+7 0.1
Malic 0.1 0.9954 0.4-5.00 -12 -6.4 -39 9.0 14 92+7 107+5 5.4
Muconic 0.1 0.9967 0.4-5.00 -19 -12 -38 6.0 10 91+7 108 £ 10 0.6
Tartaric 0.1 0.9953 0.4-5.00 -3.7 -6.0 -36 4.2 7.1 101 + 14 90+2 6.4

@ Relative bias, intra-day and inter-day RSD % were determined at 45 mg L™! for volatile acids and 0.75 mg L™ for semi-volatile acids.
® Recovery ratios were determined at 5 and 50 mg L' for volatile acids and 0.75 and 4 mg L' for semi-volatile acids.
N.D. : not determined
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3.4 Applications to monitor transformation products generated by WAQO

3.4.1 Spiked acetaminophen in water
Optimized analytical methods were used to monitor transformation products formed during WAO

treatment of a water sample spiked with an organic compound. Common concentrations of
pharmaceuticals in hospital wastewater are in the range of micrograms-per-liter [39,40]. To carry
out an analytical proof of concept, a deionized water sample containing initially about 5 000 mg L~
''of ACT, which has a theoretical COD of 1.8 g Oz per g of ACT (according to Reaction 1), was
treated by wet air oxidation at 250 °C for 90 minutes as described in section 2.5.1. ACT
quantification was carried out using the method for semi-volatile compounds. A validation was
done beforehand (R*=0.9983, LOD = 0.1 mg L™}, linearity range from 0.5 to 5 mg L', relative bias
= -0.41 % , relative standard deviation = -2.2% at 4 mg L' (n = 3) were obtained. Analytical
methods developed previously are therefore suitable for expected concentrations under these

conditions and dilutions were necessary.

Monitoring of transformation products over treatment time was possible (Figure 7) and the major
product formed was acetic acid, reaching a concentration around 900 mg L! after 60 minutes. In
these conditions, succinic and glycolic acid were also formed with maximal concentrations of 161
and 113 mg L' respectively after 30 minutes. Maleic acid reached a concentration of 53 mg L' at
10 minutes before undergoing further transformation. Oxalic, glyoxylic, fumaric and malic acids
were also formed with maximal concentrations ranging from 2 to 11 mg L' at 10 minutes.
Propionic, malonic, muconic and tartaric acids were < LOD. These results are consistent with other
AOPs treatment of acetaminophen where the formation of similar compounds was documented

[41,42].
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Figure 7. Concentration profile of carboxylic acids formed during wet air oxidation of ACT in
deionized water. Left y-axis represents acetaminophen (ACT) and acetic acid (AA) concentrations
and right y-axis represents concentrations of other acids.

Actual COD was also determined by the dichromate method [43] before WAO and after 90 min of
treatment, however this measure only provides a global value of the organic load in those samples.
Thus, to determine the COD distribution, individual loads were estimated based on the measured

concentrations of each acid in both samples by using the balance equation for a complete oxidation

process [44] (Reaction 1):

CHLOkCLNLS, P + [m + 0.25 (1 - 3x) — 0.5k + 2 (v +2)] Oz —

(Reaction 1)
mCO; + 0.5(n - 3x) H20 + xNH3 + wCl™ + ySO42 + zPO4* + heat

From this equation, the contribution of ACT and each acid to the global COD was determined.
Initially, acetaminophen contributed to 100 % of the COD, but after 90 min of WAO treatment,
acetic acid represented 35 % of the COD, succinic acid 2.8 % and the other target acids 0.3 %.
About 61.9 % of the COD was still unknown from this WAO experience. In comparison with other
AOPs like UV-LED-based advanced oxidation processes [45], electro-Fenton process [5] or
UV/H20,[41], other intermediates including amino compounds, hydroquinone, benzoquinone,
benzaldehyde and benzoic acid were monitored, hence the usefulness of a non-targeted analysis
coupled to SIM methods since the intermediates produced by WAO treatment are not yet well

known.
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3.4.2 Qualitative and quantitative analysis of hospital wastewater

Developed methods were also used to monitor transformation products generated after WAO of
wastewater sampled from a local hospital. First, wastewater samples were treated by WAO with
residence time of 10 min, 15 min, 20 min and 25 min after reaching 290 °C. Untreated and treated
samples were then prepared and derivatized using optimized methods. First, non-targeted (Figure
8) GC-MS analyses were carried out to identify a maximum of compounds present in all samples
before treatment and ensure a thorough monitoring over time of transformation products. The
preparation method employed for semi-volatile carboxylic acids was used for non-targeted

analyses to limit the loss of compounds during water extraction.

Identification of non-targeted compounds was made according to the NIST 08 database with a
match probability > 90 %. Glycerol, glycolic acid, methenamine, benzoic acid and succinic acid
were confirmed with standards. Non-targeted analysis of untreated hospital wastewater revealed
the presence of amino acids, urea, glycerol and creatinine, which are metabolic products commonly
found in urine [46,47]. However, these results compared with the non-targeted analysis of 10 min
treated wastewater showed a completely different chromatogram. Glycolic and succinic acids, both
of which can be quantified by the developed method, as well as methenamine, benzoic acid and
glycerol could be observed. A decrease in the signal of glycerol of 85% was observed and
transformation of initial compounds seemed complete. Non-targeted analysis was also performed
on 15 min, 20 min and 25 min treated samples and similar chromatograms to the sample treated
for 10 min were obtained. Short-chain carboxylic acids were also quantified by methods developed

herein in the same samples (Table 3).
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Figure 8. Non-targeted analyzes of a) untreated hospital wastewater (1. alanine, 2. glycine, 3. urea,
4. glycerol, 5. succinic acid-ds [internal standard] 6. creatinine) and b) hospital wastewater treated
for 10 min (1. glycolic acid, 2. methenamine, 3. benzoic acid, 4. glycerol, 5. unknown compound
(database match < 90%), 6. succinic acid-ds, 7. succinic acid).

Table 3. Quantification of short-chain carboxylic acids in untreated and treated hospital
wastewater by wet air oxidation.

Untreated Wastewater treated by wet air oxidation
Compounds wastewater 10 min 15 min 20 min 25 min
(mg L) (mgLh)  (mgLh) (mg L) (mg L)

Formic acid - 11.79 16.53 12.66 12.71
Acetic acid >LOD, <LOQ 38.71 42.80 38.44 39.17
Propionic acid - - - - -
Lactic acid - - - - -
Glycolic acid - 3.90 3.71 1.46 1.34
Oxalic acid - - - - -
Malonic - - - - -
Glyoxylic - - - - -
Maleic - - - - -
Succinic - 5.44 6.49 3.21 2.61
Fumaric - - - - -
Malic - - - - -
Muconic - - - - -
Tartaric - - - - -

- : concentration < LOD
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For untreated hospital wastewater, all acids were below their LOD. Only acetic acid was above the
LOD, but was not quantified because it was below its LOQ. In hospital wastewater treated by
WAO, formic, acetic, glycolic and succinic acids were formed and quantified. Formic and acetic
acids were mainly formed among the targeted compounds which agrees with ACT previous results
(Figure 7). However, unlike the ACT treatment, other acids were not quantifiable probably due to
the lower initial COD (573 mg O> L vs. 10 000 mg O, L™ for wastewater and ACT samples
respectively) and the higher treatment temperature (290 °C vs. 250 °C). Using Reaction 1, the COD

distribution of each treated sample was determined.

No carboxylic acid was quantified in the untreated wastewater sample. Therefore, the totality of
measured COD was considered as unidentified (Figure 9). For the treated wastewater sample, the
quantified acids represented 35 %, 46 %, 39% and 38% of the actual COD respectively for 10, 15,
20 and 25 min of residence time. This means that 54 % to 65 % of the COD remains to be identified

in the wastewater samples treated by WAO.
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600 [ Acetic acid
I Formic acid
550 7 [£27] unidentified

A\
ARY

150

100

COD (mg O, L")

50

T T T T T

; .
Untreated 10 15 20
Residence time (min)

Figure 9. COD distribution of wastewater samples.

Conclusion

The present study showed the development of an efficient analytical GC-MS method to quantify 3
volatile and 11 semi-volatile carboxylic acids in water samples. The validated method showed

satisfactory linearity, trueness, recovery and precision suitable to analyse (C1-Ce) volatile and semi-
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volatile carboxylic acids in water at concentrations between 3.4 mg L™ and 100 mg L™! and 0.05
mg L to 5 mg L ! respectively. Analysis of water samples containing acetaminophen demonstrated
that the methods allowed to monitor the formation of short-chain organic acids during WAO
treatment that represented 38 % of the final COD. Formic, acetic, glycolic and succinic acids could
also be monitored in hospital wastewater according to treatment time, which made it possible to
follow the transformation of organic compounds by identifying 35 % to 46 % of the final COD.
The developed method also allowed to perform non-targeted analysis and identified glycerol,
glycolic acid, methenamine and benzoic acid in hospital wastewater samples treated by wet air
oxidation. This method could be applied to monitor degradation of other TrOCs and the evaluate

performance of other AOPs.
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CHAPITRE 4. ETUDE DU DEVENIR DE LA GABAPENTINE, DU TRIMETHOPRIME,
DU DICLOFENAC ET DE L’ACIDE ACETYLSALICYLIQUE LORS D’UN
TRAITEMENT D’OXYDATION EN VOIE HUMIDE

Comme une partie de la charge organique reste non identifiée a la fin des traitements selon la
méthode développée précédemment, le deuxiéme objectif de ce projet est d’effectuer une étude
comparative de composantes organiques et structurelles lors du traitement d’OVH par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en temps de vol (LC-QToF) en plus
de la méthode GC-MS. Dans le but d’avoir une bonne sélectivité des produits issus de chaque
structure et d’éviter les interférences que peuvent apporter les effluents réels, les quatre composés
modeles, soit la gabapentine, le triméthoprime, le diclofénac et 1’acide acétylsalicylique, ont été

traités dans 1’eau déionisée.

Afin de pouvoir quantifier I’élimination des composés pharmaceutiques, une méthode d’analyse
par LDTD-QqQMS a été développée et validée. Les résultats de cette validation sont présentés
dans la premiére partie de ce chapitre. De plus, quelques composés ont été ajoutés a la méthode
d’analyse par GC-MS présentée au chapitre 3. La validation de 1’analyse de ces derniers est aussi
présentée dans cette premiére partie. Dans un deuxieme temps, ces méthodes ont pu étre appliquées
pour effectuer 1’analyse ciblée d’échantillons issus du traitement par OVH des quatre composés
pharmaceutiques modeles sélectionnés. Finalement, des analyses non ciblées par GC-MS et LC-
QToF ont été¢ effectuées afin d’acquérir davantage d’informations sur les produits de
transformation formés. Les résultats de ce chapitre ont été présentés dans le cadre du colloque

conjoint Chapitre St-Laurent (juin 2021).

4.1 Validation des méthodes quantitatives

4.1.1 Méthode d’analyse par LDTD-QqQMS
La méthode LDTD-QqQMS utilisée pour quantifier les composés pharmaceutiques a ét¢ validée
selon les critéres de la Commission des Communautés européennes>®, référence souvent utilisée

dans la littérature environnementale pour I’analyse de traces de contaminants organiques. La

performance de la méthode a été évaluée et présentée dans le tableau 8.
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Tableau 8. Performance de la méthode LDTD-QqQMS.

Limite  Domaine Justesse (%) Précision (%)
Compose détjcetion 1inéctl;rité RE 250 1000 : tzs_o ng/I; — t1oE)o “}g /tL -
(gl) (el WL W ow jow jour jour
Gabapentine 4 14 -1500 09996 0,7 3,7 0,6 3,1 2,3 2,9
Triméthoprime 7 24 -1500 09987  -0,7 1,6 1,8 1,7 2,7 2,8
Diclofénac 5 16 -1500 0,9995 04 -2,7 0,7 1,7 0,1 1,0

Les limites de détection (de I’anglais Limit of Detection, LOD) ont été déterminées selon la formule
LOD = 3 sp/a, ou sp est ’écart-type de I’ordonnée et a la pente de la droite de quantification, tous
deux obtenus par la régression linéaire®’. La limite de quantification a été déterminée par la formule
LOQ = 10 sp/a et représente la premiere concentration du domaine de linéarité. La concentration
maximale du domaine de linéarité a été déterminée selon la plus haute concentration analysée, soit
1500 pg/L. La linéarité de chaque droite a été vérifiée selon le coefficient de corrélation (R?) qui
était supérieur a 0,99. La justesse a ¢été exprimée par le biais relatif a deux concentrations
différentes, soit 250 pg/L et 1000 pug/L. Les valeurs ont été jugées acceptables selon la Commission
des Communautés européennes, puisqu’elles étaient toutes situées entre — 20 % et + 10 %. Les
valeurs des précisions intra et inter-jour des méthodes ont été évaluées selon les écarts-types relatifs
et ont été jugées acceptables selon les criteres de la Commission, soit = 16 %. Les résultats reliés
a la performance de la méthode LDTD-QqQMS ont donc ¢été jugés satisfaisants, ce qui valide

I’utilisation de la méthode pour la quantification des composés pharmaceutiques.

4.1.2 Composés ajoutés a la méthode GC-MS

Une validation de méthode a également été faite pour les composés additionnels et la performance
est présentée dans le tableau 9 ci-dessous. Puisque les composés ont été ajoutés aux méthodes déja
existantes, les critéres de performance ont été évalués de la méme fagon qu’au chapitre 3. Ces
critéres, comme ceux mentionnés précédemment, ont été satisfaits, ce qui valide 1’utilisation de

celle-ci pour les sections suivantes.
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Tableau 9. Performance de la méthode GC-MS pour les composés ajoutés.

Limite de Domaine

Composé détection  de linéarité R? Jusézs)se"‘ Précision (%6
(mg/L) (mg/L) Intra-jour Inter-jour
Acide acétylsalicylique 0,01 0,03-10  0,9998 -1,8 2,1 2,6
Acide salicylique 0,02 0,07-10  0,9988 -0,63 2,8 4.3
Benzoquinone 0,1 0,4 - 65 0,9961 6,9 2,3 8,5
Glycérol 0,2 0,6—-10  0,9985 0,53 3,9 15
Hydroquinone 0,2 0,8-10 0,9982 0,48 3,0 11

 La justesse et les précisions intra et inter-jour de la benzoquinone ont été évaluées a 5 mg/L a
partir de la méthode des composés volatils. Pour les autres composés, la justesse et la précision
intra et inter-jour ont été¢ évaluées a 7,5 mg/L selon la méthode des composés semi-volatils.

La concentration de la benzoquinone utilisée pour la validation est plus faible que celle utilisée
dans la validation des acides volatils (45 mg/L). Cependant, le mode d’injection est différent dans
le cas de I’analyse de la benzoquinone, soit le mode « splitless », ce qui permet d’introduire une
plus grande quantité de chaque composé dans le GC-MS. Les limites de détection sont donc
beaucoup plus basses que celles des autres acides, ce pourquoi 5 mg/L a été choisi pour évaluer la

précision et la justesse.

Dans le cas de I’acide acétylsalicylique, 1’acide salicylique, le glycérol et 1’hydroquinone, la
concentration maximale analysée a été augmentée tout en évitant la saturation du détecteur et en
considérant I’équivalence de I’agent dérivant. La concentration utilisée pour la validation a donc
été eégalement augmentée comparativement a celle utilisée au chapitre 3, puisqu’il était attendu que
les concentrations quantifiées en acides acétylsalicylique et salicylique soient beaucoup plus
¢élevées que les autres composés dans les échantillons, di a la grande quantité initiale introduite

dans le réacteur, valeur environnant 375 mg/L pour I’acide acétylsalicylique.

4.2 Elimination des composés pharmaceutiques

Pour toutes les expériences de traitement OVH suivantes, le composé pharmaceutique modele a
d’abord été dissous dans de 1’eau déionisée. Aprés 30 minutes d’agitation, le prélévement initial a
été effectué (représenté par « Initial » dans les figures suivantes). Ensuite, la solution a I’étude a

été chauffée jusqu’a I’atteinte de 290°C avec une rampe de 6°C/minute a partir de 60°C, ce qui
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prend environ 45 minutes. DG a des limitations techniques du réacteur pilote, cette rampe
d’augmentation a di étre utilisée. Cependant, avant le chauffage, le milieu a préalablement été
purgé a 1’azote, ce qui limite les contacts avec 1’oxydant, soit ’oxygeéne contenu dans 1’air. Un
prélevement a été effectué a 200°C, pour voir I’effet du chauffage sur I’élimination des composés
pharmaceutiques plus sensibles (représenté par « 200°C » dans les figures). Lorsque la température
cible de 290°C a ¢été atteinte, un autre prélevement a ¢été effectué avant d’ajouter 1’air
(correspondant a « 290°C » dans les figures). Apres I’injection de 1’oxydant, des prélévements ont
été faits a 7.5, 15, 30 et 60 minutes, afin de suivre I’évolution des composés et des produits de
transformation (représentés par « 290°C + X min » dans les figures). Le temps passé entre
I’injection d’air et le prélévement est appelé « temps de résidence », correspondant aussi au temps
de I’oxydation en voie humide. Pour faire suite aux résultats d’optimisation de traitement OVH des
composés pharmaceutiques contenus dans les effluents présentés dans Boucher et al. (2021)°, soit
un temps de résidence optimal de 15 minutes, il était intéressant d’analyser les eaux avant et apres

ce temps pour mieux suivre le devenir des contaminants (7.5, 30 et 60 minutes).

Dans un premier temps, le suivi de 1’élimination des composés pharmaceutiques, selon les
conditions de traitement, a été effectué¢ par LDTD-QqQMS pour la gabapentine, le triméthoprime
ainsi que le diclofénac et par GC-MS pour ’acide acétylsalicylique. Le taux d’¢limination a été

déterminé par rapport a la concentration initiale mesurée pour chaque composé.
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Figure 6. Taux d’élimination des composés pharmaceutiques étudiés selon la température et le
temps de résidence.
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Comme il était attendu, di a la sensibilité du composé, 1’acide acétylsalicylique a été éliminé
rapidement (> 98 %) dés ’augmentation de la température a 200 °C. La gabapentine et le diclofénac
ont également ¢été majoritairement éliminés lors de 1’augmentation de la température, soit a 78 et
70 % respectivement a 200 °C. A Patteinte de 290 °C, 99,2 et 99,3 % de ces composés étaient
¢liminés. Lors de ’ajout d’air pour I’oxydation, les taux d’élimination de la gabapentine et du
diclofénac ont augmenté a des valeurs supérieures a 99,7 % aprées 7,5 minutes. Apres 15 minutes
d’oxydation, les concentrations des composés étaient sous la limite de détection, soit une
¢limination supérieure a 99,9 %. L’élimination rapide observée de la gabapentine peut étre
expliquée en partie par le fait que la gabapentine peut se cycliser en perdant une molécule d’eau et
former la gabapentine-lactame sous 1’effet de la chaleur>®. De plus, I’élimination rapide observée
du diclofénac peut étre aussi expliquée en partie par la cyclisation en formant la 1-(2,6-
dichlorophényl)indolin-2-one dii a I’augmentation de la température®. Finalement, le
triméthoprime a été le composé le plus résistant lors de 1’expérience avec un taux d’élimination
plus lent, comparable aux résultats précédents présentés dans 1’étude de Boucher et al. (2021)°. En
effet, ’augmentation de température a 200 et 290 °C a permis d’éliminer respectivement 13 et 49
% de la concentration initiale. Avec I’ajout d’air, 97 % a été éliminé apres 7,5 minutes et des taux
supérieurs a 99,5 % ont été observés par la suite. Afin de mieux comprendre les phénomenes de

transformation, des analyses de produits de transformation ont été¢ effectuées.

4.3 Analyses quantitatives des produits ciblés par GC-MS

Les suivis des produits ciblés et de 1’acide acétylsalicylique ont été effectués par GC-MS apres une
dérivation par BSTFA et les suivis d’élimination des composés pharmaceutiques par LDTD-
QqQMS comme mentionné précédemment. Les résultats de suivi sont regroupés et présentés a la

figure 7 a la page suivante.

Pour tous les composés modeles, la formation d’acide acétique, majoritaire comparativement aux
autres especes, et d’acide succinique a été observée, ce qui est communément observé lors de
traitement d’oxydation en voie humide de composés organiques**®0. En effet, selon la structure,
I’acide acétique a été formée en majorité des les premicres minutes d’oxydation a des concentration
environnant les 20-29 mg/L, excepté pour 1’acide acétylsalicylique, ou I’acide acétique s’est formeé
lors du chauffage di a la déacétylation de la molécule a une teneur d’environ 200 mg/L. Dans la

plupart des cas, il est normal d’observer 1’atteinte d’une concentration maximale formant ainsi un
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Figure 7. Suivi des composés ciblés lors du traitement par OVH. a) gabapentin, b) diclofénac, c)

triméthoprime et d) acide acétylsalicylique.

L’acide succinique est le deuxieme produit majoritaire formé atteignant des concentrations entre 5
et 11 mg/L apres 7.5 minutes pour ensuite diminuer, sauf dans le cas du triméthoprime. La stabilité
de concentration de 1’acide succinique et I’augmentation constante de 1’acide acétique dans le cas
du triméthoprime suggerent que d’autres transformation ont encore lieu, méme apres 60 minutes,
contrairement aux autres composés modeles. Pour tous les composés sauf pour 1’acide
acétylsalicylique, la formation d’acide glycolique est observée a des faibles concentrations, mais

est rapidement retransformé selon le temps de traitement.
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Dans le cas de la gabapentine, peu de produits de transformation ciblés ont été observés. De plus,
il est difficile de comparer ces résultats avec des études dans la littérature, puisque celles-ci sont
plutdt axées sur I’élimination de la gabapetine et sur les produits de transformation pres de la
molécule mere, soit la cyclisation ou I’ajout de groupements fonctionnels. Il est donc pertinent
d’évaluer le rendement de ce qui a été quantifié a partir de la mesure de demande chimique en

oxygene (DCO).

Lors de I’analyse des échantillons de diclofénac, cinq petits acides ont été quantifiés. Méme si une
majeure partie du diclofénac a été éliminée lors du chauffage, peu d’acides ont été formés avant
I’oxydation. Ce n’est seulement qu’apres 7,5 minutes d’oxydation qu’une grande partie des acides
acétique, succinique et maléique a été formée. Les acides glycolique et succinique ont également
été observés précédemment lors du traitement du diclofénac par électro-oxydation®. Dans le cas
du diclofénac, deux composés s’ajoutent a ceux détectés lors du traitement de la gabapentine, soit
les acides formique et maléique. Ces deux acides ont été également observés précédemment lors
de traitements par Fenton catalytique’® et électro-Fenton’!, soit deux autres types d’oxydation
avancée. L’acide formique a atteint son maximum apres 15 minutes de traitement et a ensuite été
retransformé. A sa plus haute concentration, 1’acide formique représente 2,8 % du carbone initial.
L’acide maléique n’est formé que tres peu lors de I’oxydation, mais est retransformé apres 15
minutes n’atteignant que 0,2 % de la concentration molaire du carbone. La formation de ce dernier
pourrait étre expliquée par I’ouverture d’un cycle aromatique, dii 4 la présence d’une insaturation’®.
Cependant, il est difficile de conclure sur ce fait puisqu’il est rapidement retransformé. Puisque
trés peu de produits de transformation ont été quantifiés, 1’analyse non-ciblée est aussi d’intérét

pour mieux comprendre le devenir du diclofénac.

Pour le triméthoprime, son élimination s’est effectuée de fagcon graduelle et s’est terminée lors de
I’oxydation, ce qui peut expliquer également la formation graduelle et plus lente des produits de
transformation. L’acide lactique, le glycérol et 1’acide oxalique ont ét¢ également observés,
contrairement aux autres molécules traitées. L’acide formique a été observé comme produit
intermédiaire a 200 °C, comme pour le traitement du diclofénac, et apreés 30 minutes de traitement.
Les acides lactique et oxalique ainsi que le glycérol ne sont que formés a 200 °C et sont rapidement
retransformés par la suite. Dans une autre étude ou le triméthoprime est traité par électro-Fenton’®,

la formation des acides acétique, oxalique et succinique a également été observée.
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Dans le dernier cas, soit I’acide acétylsalicylique de la figure 7 d), les acides acétylsalicylique,
salicylique et acétique ont atteints des niveaux de concentration majeurs entre 200 et 250 mg/L,
soit représentés par I’axe des y de gauches. Les acides lactique et succinique avaient plutdt des
concentrations situées entre 1 et 12 mg/L, soit I’axe de droite. L’acide lactique a été cependant
formé en tres faible quantité comparativement aux autres produits de transformation et a atteint sa
concentration maximale aprés 7,5 minutes d’oxydation. L’élimination rapide de I’acide
acétylsalicylique a été expliquée en majeure partie par la désacétylation du composé, formant
majoritairement 1’acide salicylique et 1’acide acétique des 200 °C. L’acide salicylique a été
retransformé lors de 1’augmentation de température a 290 °C. Les produits observés, excepté
I’acide lactique, ont tous été répertoriés dans une autre étude de procédé¢ d’oxydation avancée
(AOP), soit I’0zonation catalytique. Dans une autre étude similaire, ou I’0zonation est utilisée
avec le rayonnement UV, les acides salicylique, succinique et lactique ont également été

observés®®,

4.4 Contribution des produits quantifiés a la DCO

La contribution de chaque molécule a la DCO a été estimée a partir des concentrations déterminées
a la section précédente et a partir de leur demande théorique en oxygene selon leur composition
atomique et [1.7]. Ces valeurs ont ensuite €t rapportées selon les mesures expérimentales de DCO

des échantillons et présentées dans la figure 8 a la page suivante.

Pour le préléevement initial, 100 % de la contribution provenait du composé étudié, excepté pour
I’acide acétylsalicylique, ou de la dégradation est déja observée, probablement due a la sensibilité
de la molécule. En effet, 74 % de la DCO a ét¢ attribué a I’acide acétylsalicylique, 1,6 % a I’acide
acétique, 9,5 % a I’acide salicylique et 14 % reste non identifié. Il est important également de
considérer que la détermination de la contribution n’est qu’une estimation, puisqu’elle repose sur
plusieurs données expérimentales impliquant des erreurs et que ces pourcentages pourraient

différenciés de la réalité, comme pour le 14 % de non identifié.
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Figure 8. Contribution théorique des produits de transformation a la DCO mesurée. a)
gabapentine, b) diclofénac, c) triméthoprime et d) acide acétylsalicylique.

Aprés avoir atteint la température cible de 290°C, une diminution de DCO de 6% pour la
gabapentine et 21% pour le diclofénac est observée, contrairement au triméthoprime et 1’acide
acétylsalicylique, ou la DCO reste similaire et augmente dans les cas respectifs. Cependant,
seulement 1 % de la DCO expérimentale a pu étre expliqué par la présence de traces de gabapentine
et il n’y a donc pas été possible d’attribuer la partie restante, soit 99 %, avec les composés ciblés.
Pour le diclofénac, méme si le composé a été éliminé en quasi-totalité aprés avoir atteint la
température a 290 °C, une majeure partie de la DCO reste encore non identifiée, puisque 1’acide
acétique et le diclofénac contribuent chacun a 1 % de cette DCO retrouvée et 99 % reste non
identifié. Pour des raisons expérimentales, 1’écart-type de la valeur du triméthoprime représente 20
% d’erreur relative, ce qui peut créer un écart avec la valeur réelle de DCO. Ce calcul de
contribution est approximatif et donne néanmoins un apercu de ce qui est quantifi¢ ou non.
Considérant la moyenne des résultats, 49 % de la DCO a 290 °C a été attribué au triméthoprime
restant, 1 % a 1’acide acétique et 50 % reste non identifié. Lors du prélévement a 290 °C de
I’échantillon d’acide acétylsalicylique, une augmentation de DCO de 35 % a été observée. Cette

variation pourrait étre expliquée dii au fait que des composés plus réduits, comme le phénol observé
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dans des études d’AOP précédentes®>®S, soit formés et qu’il nécessite plus d’équivalents en
oxygene afin d’étre oxydés compleétement. Cependant, cette augmentation n’était pas attendue pour
ce type de traitement, ce qui mene au questionnement de la validité de ce résultat. Les mesures de
DCO peuvent apporter une certaine erreur dans cette comparaison, puisque seulement deux
réplicats ont pu étre mesurés. De plus, il peut y avoir une certaine variation lors de
I’¢échantillonnage, puisque les prélévements sont effectués en ouvrant une valve du réacteur, qui a
I’intérieur, est a des conditions d’oxydation, soit a 290 °C et a haute pression. Lors du prélévement,
une partie est sous forme de vapeur, ce qui peut provoquer a une perte de composés volatils ou
méme une concentration des produits prélevés. Afin de s’assurer de la tendance, une autre
expérience de traitement de I’acide acétylsalicylique a été effectuée, ou seulement les mesures de
DCO ont pu étre effectuées. Dans cette deuxieme prise de mesures, la valeur de DCO a également
augmentée, mais de fagon moins significative, soit de 4 %. Cependant, les écart-types relatifs entre
les différents réplicats étaient plus importants, soit de 12 %, mais restent toujours valides. Les
résultats de la premiere expérimentation ont donc été considérés pour la suite des analyses. Pour
cette valeur de DCO a 290 °C, 28,2 % a été attribué a I’acide acétique, 4,5 % a 1’acide salicylique

et 67,2 % reste a étre identifié.

Apres 60 minutes de traitement OVH, une diminution de la DCO de 91 % a été observée pour
I’échantillon de la gabapentine. La contribution a la DCO restante est expliquée a 68 % par la
présence d’acide acétique, 2 % par ’acide succinique et 30 % de la DCO n’a pas été identifié. Pour
le diclofénac, une ¢élimination de 95 % de la valeur initiale a été observée. De ce qui reste, 81 %
est expliqué par la présence d’acide acétique, 4 % par 1’acide succinique et 15 % reste non identifié.
Pour I’échantillon de triméthoprime, 73 % de la DCO initiale a été éliminée. Cette DCO résiduelle
est expliquée par ’acide acétique a 22 %, 1’acide succinique a 3 % et 74 % n’a pas été identifié.
Comparativement aux autres composés traités précédemment, la DCO a été éliminée plus
lentement et un plus grand pourcentage de contribution a été attribué aux composés quantifiés.
Puisque le triméthoprime est plus résistant aux variations de température, il est attendu que des
composés pres de la molécule mére soient responsables du pourcentage non identifié. Finalement,
une diminution de 70,8 % de la DCO initiale a été observée pour 1’acide acétylsalicylique. De cette
valeur, I’acide succinique restant est responsable de 1,2 % et le reste de la DCO est attribué a 1’acide
acétique. La DCO finale, dans le cas de ’acide acétylsalicylique, se démarque de celles des autres

composés pharmaceutiques étudiés par sa valeur plus élevée et par sa contribution attribuée a 100
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% aux composés quantifiés. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que I’acide acétylsalicylique est
un composé simple et n’étant que compos¢ d’atomes de carbones, d’oxygenes et d’hydrogenes,
caractéristiques des petits acides quantifiés. Les informations qui peuvent étre obtenues a partir de
cette méthode quantitative serait donc plutot limitées pour des molécules contenant d’autres types
d’atomes, mais valide dans ce cas-ci. Tous les résultats mentionnés ci-dessus viennent appuyer la

nécessité d’analyser davantage les échantillons, soit par les analyses non ciblées.

4.3 Etudes non ciblées de la gabapentine

4.3.1 Analyses non ciblées en GC-MS
Les échantillons extraits et évaporés ont été préparés et dérivés selon les méthodes présentées au
chapitre 3. Le pointage de correspondance a été obtenu par la banque NIST, selon le degré de

similitude entre les spectres expérimentaux et ceux de la banque de données.

Tableau 10. Produits de transformation de la gabapentine détectés par GC-MS.

Temps de

M¢éthode I Ions observés M¢éthode
R rétention Nom Structure . . .
d’analyse . (m/z) d’identification
(min)
: . i Confirmé par
5,62 205, 147, 73 Acide glycolique . Ao stalon®
219, 177, Acide 3- i on o
6,59 147,73 hydroxypropionique® HOJ\/\OH IIECE 20
Semi- 7,25 204, 188, TP-G1 - -
volatils 147,104, 73 .
7,76 T, 2, 655 M¢éthénamine K_;[; NIST : 91 %
71, 69 g
8,74 154, 85, 56 TP-G2 - -
. S i o Confirmé par
8,96 247, 147,73 Acide succinique JK/\H/ e
261,217,
9,13 147,73 TP-G3 - -
o]
12,52 225,210,73  Gabapentine lactame® N” Selon la
’ T pentine factame littérature3®-5!

* Analysé sous forme dérivée TMS (+ Si(CHzs)s3)
® Temps de rétention et spectre de masse confirmés par étalon et pointage de correspondance avec la banque
de données NIST supérieur a 90 %.
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Pour chaque structure, un ion caractéristique a été sélectionné en fonction de sa réponse tout en

limitant les interférences. Les aires de ces ions ont été extraites et représentées a la figure 9.
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Figure 9. Suivi de I’aire des produits de transformation de la gabapentine observés en GC-MS

non ciblée.

Les acides glycolique et succinique ont été¢ quantifiés précédemment a la section 4.3.1 et sont
également visibles en mode de balayage. Les signaux de ces derniers suivent la méme tendance de
ce qui a été observe lors de la quantification. L’acide 3-hydroxypropionique s’ajoute a la liste des
produits de transformation et a été majoritairement formé apres 7,5 minutes d’oxydation pour étre
ensuite retransformé en d’autres molécules. Les produits TP-G1 a TP-G3 n’ont pu étre identifiés
avec un pointage de correspondance satisfaisant avec la banque de données NIST. Cependant, ces
produits intermédiaires sont formés majoritairement apres 7,5 minutes d’oxydation et éliminés par
la suite. La méthénamine, formée apres 7,5 minutes de traitement, avait été aussi détectée lors des
analyses en mode balayage des effluents réels traités présentées au chapitre 3. Ce composé peut
étre formé par la condensation entre le formaldéhyde et I’ammoniaque dans la phase gazeuse ou
plus facilement dans une solution en présence d’eau®. Le dernier composé détecté serait associé a
la gabapentine-lactame selon les données retrouvées dans la littérature. Ce composé n’a pu étre
identifié par NIST, puisqu’il n’était pas présent dans cette banque de données. Cependant, étant

donné une réponse majeure, une attention particuliere a été portée a ce composé.
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Lors de la recherche spectrale dans la banque NIST, le composé associé au spectre expérimental
¢tait la gabapentine non dérivée avec un pointage de correspondance de 85 %. Cependant, les ions
m/z 210 et 225, correspondant respectivement a [M"® — CH3] et [M™®] de la gabapentine-lactame
dérivée®®, ont été observés dans le spectre expérimental et non dans le spectre associé dans la
banque de données. Selon I’aire extraite de I’ion m/z 210, un signal majeur est observé au temps
initial et une diminution du signal de 58 % est observée a I’atteinte de 290 °C. Toutefois, il a été
déterminé précédemment par LDTD-QqQMS, une méthode ciblée beaucoup plus sensible (LOD
=4 ng/L) que le balayage en GC-MS (LOD = 1 a 5 mg/L basée sur la détection des acides
carboxyliques), qu’a 290 °C, 99,2 % du composé initial avait été ¢liminé (Figure 6, section 4.2).
Lors du développement d’une méthode quantitative de la gabapentine avec le méme agent dérivant
(BSTFA), il a été observé que la gabapentine forme facilement le lactame aprés une exposition
thermique’®. Selon leurs expériences, I’incubation a 70 °C pendant 1 h pour la dérivation serait
suffisante pour former la gabapentine-lactame. Afin de valider I’identification du composé, les ions
retrouvés dans le spectre de masse obtenu ont été¢ comparés avec une autre banque de données, soit
la SpectraBase de Wiley®!, ainsi qu’avec les résultats de I’étude précédente®. Puisque la
gabapentine est fragile thermiquement, il est difficile de conclure sur I’évolution du signal attribué
a la gabapentine-lactame par GC-MS. Cependant, puisque les signaux sont encore trés élevés a 200
et 290 °C pour ce compos€, comparativement a la faible concentration déterminée pour la
gabapentine précédemment, il est possible que la gabapentine-lactame soit également formée lors
du traitement. Une hypothese a vérifier serait donc que le signal obtenu initialement correspondrait

a la gabapentine et lors du chauffage, le signal serait relié a la forme lactame.

4.3.2 Analyses non ciblées en QToF

Des analyses non ciblées par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en temps
de vol (LC-QToF) ont également été effectuées, afin d’identifier les autres produits de
transformation responsables de la DCO. Dans le cas de I’analyse de la gabapentine, sept composés
ont pu €tre détectés a un ratio signal sur bruit (S/N) supérieur a 10. Lors de 1’analyse du composé-
méme, les masses rapportant a la molécule protonée [M+H]", a I’adduit sodium [M+Na]" ainsi
qu’au dimére adduit sodium [2M+Na]" ont été observés au méme temps de rétention. Pour les
composés inconnus, le méme phénoméne a été observé, soit la masse de la forme protonée [M+H]",
la masse avec une différence de 21,98 correspondant a I’adduit sodium, la masse se rapportant a

[2M +Na]" et dans certains cas, la masse du dimére [2M+H]", tous a un méme temps de rétention.
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Pour tous les produits retrouvés, les ratios entre les différentes formes ([M+H]", [M+Na]",
[2M+H]" et [2M+Na]") étaient caractéristiques et similaires a travers tous les échantillons. La
formation d’adduits sodium est possible, puisque le formate de sodium a été utilisé lors de la
calibration précédent I’analyse. Il peut donc rester des résidus de sodium, permettant ainsi leur

formation.

Tableau 11. Formules moléculaires proposées selon les masses exactes observées en QToF lors
du traitement de la gabapentine.

Formules Lo
Temps Ions . . Equivalent .
+ Ion moléculaires . Pertes/gains
de [M+H] Lo Am de liens , .
Y . ajoritaire Nom les plus moléculaires
rétention  observés \ (mDa) doubles ou .
(min) (m/2) observé probables cycles proposeés
(neutre)?
2,39 18i’9374 [2M+Na]*  TP-G183 CoH;3NO;  -0.,6 3,5 -4 H,+0
3,66 18%1(1}30 [2M+Na]*  TP-G185 CHisNO;  -0,5 2,5 2H,+0
437 16(%019)27 [2M+Na]*  TP-G167  CoHiNO,  -0,8 3,5 4H
493 172341 (Min) Gabapentine  CsHpNO; <09 1,5 i
185,0819 . N,-5H,
5,36 o [M-+Nal TP-G184 CoH 1,04 1,1 3,5 220
5,48 16(%3(?)26 [2M+H]"  TP-G167b  CoH;NO,  -0,7 3,5 4H
6,35 17%1(383 [2M+Na]*  TP-G169  CoHisNO,  -0,7 2,5 2H
6,99 153)’3(%30 [2M+H]*  TP-G153 GHisNO 04 2,5 2H, -0

* Selon I’exactitude de la masse (tolérance = 10 mDa) et le nombre de C et N dans la formule proposée (i.e.
les formules proposant un nombre plus élevé en C et/ou N par rapport a la molécule initiale ont été rejetées).
® Forme [M+Na]* également observée.

¢ Forme [2M+H]" également observée.

4 Forme [2M+Na]" également observée.

Lors du traitement par OVH, il est possible que des dimeres soient formés, puisque cela implique
des réactions radicalaires. Par contre, les réactions de polymérisation, lors d’expérience OVH, ont
plutot été observées lors de 'utilisation de catalyseur’***. Dans cette présente étude, les masses de
certains diméres et monomeres, comme celles correspondant au produit TP-G153, ont été
observées des Datteinte de 200 °C, soit avant 1’application des conditions d’oxydation en voie
humide et de la génération des radicaux. De plus, si les différentes formes ((M+H]", [2M+H]" et
etc.) avaient été¢ observées a différents temps de rétention, il aurait été plus probable que ces

dernieres correspondent a différentes molécules. Alors, la formation de dimeéres lors de ’OVH
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aurait pu étre considérée. Cependant, puisque les masses, correspondant aux monomeres, adduits
et dimeres, sont observées a un seul et méme temps de rétention, une autre hypothése plus plausible
est la formation de ces dimeres lors du processus d’ionisation durant les analyses par QToF. En
effet, ce phénomeéne de dimérisation est connu et a été¢ observé précédemment dans une autre
étude®. Pour la suite, seulement les ions monoméres [M+H]" seront considérés afin de faciliter

I’analyse de ces résultats.

Les formules moléculaires les plus probables, présentées dans le tableau 11 et les suivants, ont été
sélectionnées selon 1’exactitude de la masse avec une tolérance de 10 mDa et le nombre d’atomes
composant la molécule de départ, soit le nombre d’atomes de carbone, d’azote ainsi que le chlore
dans le cas du diclofénac, en excluant le nombre d’atomes d’hydrogéne et d’oxygene. Seules les
formules ayant des équivalents de liens doubles et cycles (en anglais, ring double bond equivalents
(RDBE) ou double bond equivalents (DBE)) positifs et une configuration électronique paire (.5 du
a la protonation H") ont été considérés, afin de respecter les configurations chimiques réelles et
possibles. Toutes les formules moléculaires remplissant les critéres énoncés ont été représentées
dans les tableaux récapitulatifs. Cependant, une seule formule probable a pu étre déterminée pour
la majorité des composés observés, comme il est le cas pour les produits de la gabapentine. Pour
chaque pic observé dans les chromatogrammes, les aires des ions correspondant a la forme protonée

[M+H]" ont été extraites et représentées a la figure 10 a la page suivante.

L’analyse de I’échantillon correspondant au prélevement apres 60 minutes de traitement n’a pu étre
réalisée par QToF puisque la quantité prélevée était insuffisante. Afin d’éviter de saturer le
détecteur et de ne pas limiter la détection des produits, une coupure a été effectuée lors de 1’élution
de la gabapentine. Le signal de celle-ci n’a donc pu étre représenté dans cette figure. Le premier
compos¢ ayant eu une réponse majoritaire est le produit de transformation TP-G153, qui
correspond a une perte d’eau. Ce produit pourrait donc correspondre a la forme lactame de la
gabapentine®®, ce qui viendrait confirmer I’hypothése émise plutot. En effet, aucune exposition
thermique, autre que le traitement dans le réacteur, n’a été effectuée pour cette analyse.
Initialement, aucun signal n’a été observé pour le produit TP-G153, mais a augmenté
significativement lors de ’augmentation de température dans le réacteur a 200 et 290 °C, pour étre
ensuite ¢liminé lors de 1’ajout d’air. Les autres produits détectés ont tous été formés apres I atteinte
de 290 °C et sont rapidement retransformés lors de I’oxydation. Le produit TP-G184 a atteint le

maximum de son signal apres 7,5 minutes, mais semble toutefois plus résistant a I’oxydation.

68



1400000

1200000

1000000 |
= TP-G183

?'3 800000 4 +— TP-G185
= TP-G167
£ v TP-G184
600000 - b + TP-G167b
< TP-G169
400000 TP-G153
200000 4 « v
3 » v
0ols + : = 1 X
& O © & & &
& '_LQQ 'ﬁn ’\v?& ,"‘f 'A?e
oy ) e
& & &

Température et temps de résidence

Figure 10. Suivi de I’aire des produits de transformation de la gabapentine observés en LC-
ESI(+)-QToF non ciblée.

Trés peu d’études ont ét¢ menées sur les produits de transformation de la gabapentine
précédemment, pour tous types de traitement confondus. Il est donc difficile de comparer ces
résultats avec ceux obtenus par d’autres procédés d’oxydation avancée. Cependant, quelques
études répertoriant des produits de dégradation d’origine thermique®, biologique®* et des produits
formés lors d’un stress oxydant par H>0,% ou par des procédés de photolyses®®” ont révélés
certaines similitudes avec les masses observées. Ces comparaisons peuvent étre considérées,
puisque dans une étude précédente®®, il a été également observé que d’autres types de traitement
utilisant des réactions d’oxydation et de I’hydrolyse thermique donnent des résultats semblables

lors des analyses.

Selon les études, ainsi que les masses exactes obtenues, le produit TP-G185 pourrait, par exemple,
correspondre a une cyclisation en forme lactame avec ’ajout de deux groupements OH ou a I’ajout
d’une cétone sur la molécule mére®. Le produit TP-G167 pourrait aussi correspondre a la forme
lactame de la gabapentine avec une liaison double formée dans le cyclohexane et ’ajout d’une
fonction OH*. Etant donné que la liaison double et le groupement OH peuvent étre & plusieurs
places sur la molécule, ceci expliquerait le fait qu’un méme ratio masse sur charge (m/z) a été
observé a deux temps de rétention différents. La masse exacte du produit TP-G169 a également
déja été observée précédemment et pourrait correspondre a la cyclisation de la fonction acide avec
le cyclohexane ainsi que 1’ajout d’une fonction OH sur le cycle a six carbones. Seuls les produits

TP-G183 et 184 n’ont pas €té retrouveés dans la littérature. Selon les masses exactes, les formules
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moléculaires, les équivalences en cycles et liens doubles ainsi que les gains et les pertes
moléculaires proposés, le produit TP-G183 pourrait correspondre a la formation de deux liaisons
doubles ainsi que I’ajout d’une fonction OH supplémentaire sur la molécule initiale. La formule
moléculaire proposée pour le produit TP-G184, également selon la masse exacte, suggere la perte

de la fonction amine et 1’ajout de groupements oxygénés.

Ces changements moléculaires semblent plausibles selon les structures similaires observées dans
la littérature précédemment, qui elles aussi proposent la formation de liens doubles et I’addition de
fonctions oxygénées. Cependant, ces structures ne sont que des propositions faites a partir des
informations découlant des masses exactes et des formules moléculaires les plus probables. Afin
de mieux identifier les molécules et proposer des structures, des analyses de spectrométrie de masse

en tandem avec la fragmentation des ions m/z sélectionnées seraient requises.

4.4 Etudes non ciblées du diclofénac

4.4.1 Analyses non ciblées en GC-MS

L’analyse non ciblée des échantillons de diclofénac traités a permis d’identifier trois autres
molécules que celles déja quantifiées, soit 1’acide 3-hydroxypropionique, 1’acide benzoique et le
1-(2,6-dichlorophényl)-2-indolinone. Les acides glycolique et succinique ont également été

observés. Les composés détectés et identifiés se retrouvent dans le tableau 12 suivant.

Tableau 12. Produits de transformation du diclofénac détectés par GC-MS.
Temps de

Meéthode IO Ions observés Méthode
, rétention Nom Structure . . .
d’analyse . (m/z) d’identification
(min)
: . i Confirmé par
5,62 205, 147, 73 Acide glycolique e Stalon”
219, 177, Acide 3- 2 Can o
Semi- 1 147,73 hydroxypropionique® HOJK/\OH IS S
volatils 179, 135, . . Confirmé par
8,01 103, 77 Acide benzoique 5 Stalon®
. L i o Confirmé par
8,96  247,147,73 Acide succinique Jb\( P
277,242, : . Ve NIST : 81 % et
Volatils 9,52 214, 179, 1'(2’652;‘21}2§;‘:)€11;e“y1)' o selon la
151 (- littérature -7

* Analysé sous forme dérivée TMS (+ Si(CHs)s3)
® Temps de rétention et spectre de masse confirmés par étalon et pointage de correspondance avec la banque
de données NIST supérieur a 90 %.
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Pour chaque molécule, un ion caractéristique a été choisi selon I’intensité de son signal et I’absence
d’interférence. Les aires de ces ions ont été extraites et représentées dans la figure 11 suivante.
Encore une fois, les acides glycolique et succinique ont été observés lors des analyses non ciblées,

en plus de la quantification.

25000

20000 ~

15000 - = Acide glycolique (m/z 205)

;', ®  Acide 3-hydroxypropionique (m/z 177)
o o Acide benzoique (m/z 105)
< A v Acide succinique (m/z 247)
10000 - v u 1-(2,6-Dichlorophényl)-2-indolinone (m/z 277)
v
5000 4
-
0-—r + + T T T ™
o O el & & & &
& & $ ,\of‘\ l\%é“ ] nPé‘\ -@6‘\
oy o] o) o)
& & & &

Température et temps de résidence

Figure 11. Suivi de I’aire des produits de transformation du diclofénac observés en GC-MS non

ciblée.

L’acide 3-hydroxypropionique a également été identifié avec un pointage de correspondance
satisfaisant, soit 90 %. Le composé a atteint un signal maximal dans les premiéres minutes du
traitement par oxydation, ce qui a été également observé dans le cas de la gabapentine. L’acide
benzoique a été également identifié et formé graduellement aprés avoir atteint 290 °C pour atteindre
un signal maximal aprés 7,5 minutes de traitement et étre retransformé par la suite. L’acide
benzoique est un produit de transformation trés probable, puisque le diclofénac contient
initialement deux composés aromatiques. La formation de ce produit a été précédemment observé,
notamment dans une expérience d’électro-Fenton’!. Le dernier composé identifié est le 1-(2,6-
dichlorophényl)-2-indolinone qui correspond a la cyclisation entre I’amine et ’acide carboxylique,
causant la perte d’une molécule d’eau. Le pointage de correspondance a la banque de données
NIST était de 81 %, ce qui est considéré comme plutot faible. Cependant, I’intensité du composé
ne permettait pas d’avoir un spectre libre d’interférences. Toutefois, les ions caractéristiques étaient
bien visibles et leurs patrons isotopiques correspondaient bien avec la banque de données. Afin de

confirmer 1’identification de ce produit, les résultats obtenus ont été comparés a ce qui se trouve
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dans la littérature. Le 1-(2,6-dichlorophényl)-2-indolinone a été répertori¢é comme un produit de
transformation, notamment lors de traitements par Fenton catalytique’®, thermique®, d’électro-
oxydation®® et d’¢électo-Fenton’!. Dans cette étude, ce produit de transformation est principalement
formé lors de I’atteinte de 290 °C, ce qui est en accord avec la littérature, considérant que cette
molécule serait formée di a ’augmentation de la température, comme observé précédemment lors

d’une étude de dégradation thermique™.

4.4.2 Analyses non ciblées en QToF

Puisque le diclofénac est une molécule plus grosse et complexe que la gabapentine, il était attendu
d’observer davantage de produits de transformation. Les spectres obtenus pour les différents
échantillons ont révélé la présence de plusieurs composés. Afin de simplifier les résultats et d’avoir
une certaine sélectivité en évitant les interférences, seuls les composés ayant un ratio signal sur
bruit (de I’anglais Signal-to-Noise ratio, S/N) supérieur a 10 ont été considérés pour 1’analyse des
résultats. Comme mentionné dans la section 4.3.4, toutes les formules correspondant aux critéres
(nombre d’atomes de carbone, d’azote et de chlore et équivalents de liens doubles et cycles

(RDBE)) ont été rapportées dans le tableau 13 a la page suivante.

De plus, dans le but de faire un suivi de ces 14 molécules, les ions observés ont été extraits et les
aires correspondantes ont été représentées dans la figure 12 suivante. Le diclofénac n’a cependant
pas été analysé lors de 1’analyse des échantillons, afin de ne pas saturer le détecteur. Il est aussi a
noter que la figure 12 a été séparée en deux graphiques n’ayant pas la méme graduation pour I’axe

des y afin d’améliorer la visibilité des résultats.

Selon les aires retrouvées, plusieurs produits ont ét¢ formés lors de I’augmentation de la
température a 290 °C et retransformés par la suite, soit les produits TP-D215, TP-D187, TP-D179,
TP-D193, TP-D272 pour la figure a) ainsi que TP-D195, TP-D289, TP-D273, TP-D229, et TP-
D273b pour la figure b). Il est a noter que deux composés ont été formés en majorité a 200 °C, soit
TP-D309 et TP-D277. Deux produits, majoritairement formés lors de 1’ajout d’air, ont également
observés, soit TP-D219 et TP-D239 (Figure 12 a).
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Tableau 13. Formules moléculaires proposées selon les masses exactes observées en QToF lors
du traitement du diclofénac.

Temps de Ions Formule Equivalent de Pertes/gains
- . . . Am . . .
rétention  observés Nom moléculaire la plus (mDa) liens doubles ou  moléculaires
(min) (m/z) probable (neutre)® cycles proposés
. -2C, -2H,
5,17 216,0668 TP-D215 C12HoNOs -1,3 8,5 2CL 40
5,63 219,9934°  TP-D219 CsH7,CLILNO; -0,7 4,5 -6C, -4H
6,09 188,0718  TP-D187 C11HoNO; -1,2 7,5 -3C, -2H, -2Cl1
625 1800217  TP-DI79 CsHCINO 0,6 6,5 =G AL L
6,47 194,0378*  TP-D193 C1oHsCINO -1,1 6,5 -4C, 351’ -Cl,
-5C, -4H, -2C],
C9H7NO4 7,() 655 +20
6,54 239,9983  TP-D239 C11H,CIbNO -0,6 7,5 -3C, 4H, -O
-4C, -5H, -Cl,
CioH6sCINO; 7,5 7,5 10
7,22 273,0089°  TP-D272 C12H10CL0s -0,9 6,5 '2C’+'IC{)’ N,
7,31 196,0764  TP-D195 CisHoNO -0,7 9,5 < '2_% -2€1,
7,86 290,0143  TP-D289 C1sHsCINO;4 7,2 10,5 -3H, -Cl, +20
7,96 274,0274>  TP-D273 Ci4HsCINO; -0,9 10,5 -3H, -Cl, +O
8,01  230,0374°  TP-D229 Ci:HsCINO -0,7 9,5 = 32 <l
-2C, -4H, -2C],
CioH/NO, 7,4 9,5 120
8,09 310,0038°  TP-D309 Ci4HoCILNO; -0,6 9,5 -2H, +O
8,11 274,0278  TP-D273b Ci4HsCINO; -1,3 10,5 -3H, -Cl, +O
8,32 278,0146°  TP-D277 CisHyCILNO -1,2 9,5 -2H, -O
-C, -3H, -Cl,
Ci3HsCINO, 6,9 9,5 10
8,83 296,0243  Diclofénac Ci4H11CbNO, -0,3 8,5 -

2 Selon I’exactitude de la masse (tolérance = 10 mDa) et le nombre de C et N dans la formule proposée (i.e.
les formules proposant un nombre trop élevé en C et/ou N par rapport a la molécule initiale ont été rejetées).
® Observé aussi sous forme adduit sodium.
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Figure 12. Suivi de Iaire des produits de transformation du diclofénac observés en LC-ESI(+)-
QToF non ciblée.

Dans le but de comparer ces résultats avec d’autres types de traitement, un survol de la littérature
sur le suivi des produits de transformation du diclofénac traité par différents procédés d’oxydation

avancée (AOP) a été effectué.

Tableau 14. Comparaison des masses exactes des produits de transformation du diclofénac aux
structures proposées dans la littérature.

Produits identifiés C%langgment Structures Changements Yy
, moléculaire selon ; Procédés et
dans cette présente correspondantes observés dans la Lo
. la formule iy o références
étude . dans la littérature littérature
empirique
-2C, -2H, AOQP catalytique
TP-D215 2C1L 40 u (-C), (-COOH) avec UV
i P (-CsHsNO»), Sonochimie avec
TP-D179 5C, -5H, -Cl, -O /CE (+2(OH)) UV
-C, -3H, -Cl, _
TP-D229 -0 ou -2C, -4H, ('C(})z’éicgg?)’ Oxyg?(t;o;} P
-2Cl, +20 ’ :
TP-D309 2H, +O 5 f (-2H), (+O) Ozonation’
-2H, -O Ozonation,
TP-D277 ou -C, -3H, -Cl, (-Cl), (+OH) UV/H,0, avec
+20 ozone’®7”’
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Dans le cadre de ces études, la plupart ont utilisé la GC-MS ou la spectrométrie de masse en temps
de vol afin d’identifier les produits de transformation. Les produits retrouvés étaient souvent reliés
a I’ajout de fonction oxygénées, soit alcools ou cétones causant I’augmentation de la masse initiale
ou a la fragmentation au milieu de la molécule. Les produits observés, a la suite du traitement OVH,
semblent toutefois correspondre a des modifications ayant des variations de masses moins
importantes. Seulement 5 composés sur 14 associés aux masses observées expérimentalement ont

été retrouves.

Une structure ayant la méme masse que le produit TP-D215 a été retrouvée lors de 1’analyse du
diclofénac traité par oxydation avancée catalytique avec l’utilisation de rayons ultra-violets’.
Cependant, la structure, soit le diclofénac ayant subi la perte de la fonction acide ainsi que d’un
atome de chlore pour former un cycle a 5 entre reliant les deux cycles aromatiques, ne concorde
pas avec celle qui a ét¢ obtenue a partir de la masse exacte dans cette présente étude. Le deuxiéme
produit ayant une masse similaire est le produit TP-D179, qui a été retrouvé lors de I’oxydation
sonochimique avec rayonnement UV "3, Cette molécule correspond a un cycle aromatique substitué
par deux atomes de chlore et deux groupements OH. Toutefois, cette structure ne correspond pas a
la formule empirique proposée dans le tableau 13. La formation d’un composé correspondant a la
masse du produit TP-D229 a été observée dans une étude d’oxydation du diclofénac par le C10,7.
La formule moléculaire présentée dans 1’étude correspond a la premiere proposée dans le tableau
13, ce qui pourrait étre associé a la perte d’un atome de chlore par la formation d’un cycle a 5 entre
les deux composés aromatiques de la molécule mere et d’une réduction de I’acide carboxylique en
aldéhyde. Une structure correspondant a la masse du produit TP-D309, soit I’ajout d’une fonction
cétone sur le cycle substitué de la fonction acide en position méta ainsi que la délocalisation d’une
liaison double sur I’atome d’azote, a été observée aprés ozonation”. Cette structure correspond
également a la formule empirique proposée plus tot dans le tableau 14. Le dernier produit a avoir
une masse correspondante dans la littérature est le TP-D277. Un produit similaire a été observé a

la suite de traitements par ozonation’®

et par oxydation avancée impliquant 'UV/H>O, et
d’0ozone’®””. Ce dernier correspond a la substitution d’un chlore par un groupement OH selon ces

¢études. Cependant, en considérant la masse exacte retrouvée, une perte de d’eau serait a considérer.

Il n’en reste que ces résultats sont qu’une introduction a I’¢lucidation des produits de

transformation plus prés de la molécule mére et que la proposition de structures plus exactes
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pourrait étre effectuée avec des expériences de fragmentations. Ces résultats démontrent la
pertinence d’approfondir les analyses sur ce type d’échantillon et explique en partie la proportion

de la DCO non identifiée apres I’atteinte de 290 °C ainsi qu’apres 60 minutes d’oxydation.

4.5 Etudes non ciblées du triméthoprime

4.5.1 Analyses non ciblées en GC-MS
Dans un premier temps, des analyses non ciblées ont été effectuées par GC-MS apres avoir dérivé

les échantillons. Ces résultats sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau 15. Produits de transformation du triméthoprime détectés par GC-MS.

Temps de .
rétention Ions observés (m/z) Nom Structure y Met‘hode.
. d’identification
(min)
219, 191, 190, 147, . L H]CW)L Confirmé par
5,40 133 Acide lactique [ stalon®
205, 177, 161, 147, . L f Confirmé par
5,59 73 Acide glycolique . /lbo.ﬁ Stalon®
6,57 219, 177,147, 73 Acide 3-hydroxypropionique® o Jk/\m. NIST : 90 %
7,23 204, 188%3147’ A0 TP-T1 - Non identifié
N
7,74 140, 112, 85, 71, 69 Méthénamine Eg NIST : 92 %
N
7,85 207, 189;3171’ 147, Urée® L NIST : 91 %
8,72 154, 126, 85, 56 TP-T2 - Non identifié
8,94 247,147, 73 Acide succinique® . o Confirmé par
g ¢talon
933  255,241,147,99,73 Uracile® oy NIST : 94 %
254,239, 170, 125 . HOYN\ iz
b b 2 9 a ‘ . o/cC
12,60 {12 98,73 Cytosine Ty NIST : 57 %
196, 181, 125, 110 34,5 e,
s s ) s . 5Ty . “” D > : 0/c¢C
12,60 93 triméthoxybenzaldéhyde® “‘]"J NIST : 85 %
13,80 254,239, 224, 73 Syringaldéhyde? HOI;/LH NIST : 92 %

* Analysé sous forme dérivée TMS (+ Si(CHs)s3)

® Temps de rétention et spectre de masse confirmés par étalon et pointage de correspondance avec la banque
de données NIST supérieur a 90 %.

¢ La cytosine et le 3,4,5-triméthoxybenzaldéhyde se chevauchent dans le chromatogramme, ce qui diminue
le pointage de correspondance. Ils ont toutefois été considérés puisqu’ils se retrouvent dans la littérature”*°.
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Figure 13. Suivi de I’aire des produits de transformation du triméthoprime observés en GC-MS
non ciblée.

Comme précédemment, un ion caractéristique a été sélectionné selon son intensité et afin d’éviter
les interférences. Les aires de ces ions ont €té€ extraites et représentées aux figures suivantes. Dans
le but de bien illustrer les tendances, les résultats ont été représentés dans deux graphiques distincts
et chaque axe des y a été ajusté afin d’optimiser la visibilité. Les acides lactique, glycolique et
succinique ont ¢té quantifiés dans la section précédente et ont également été observés lors de
I’analyse non ciblée. L’acide 3-hydroxypropionique a été¢ observé apres le début de 1’oxydation,
comme il a été observé dans le traitement des deux premiers composés. Le produit TP-T1 n’a pu
étre 1dentifié¢ avec un bon pointage de correspondance. Cependant, cette molécule semble étre un
produit d’oxydation, puisqu’elle a été formée des les premieres minutes d’oxydation. I est difficile
d’¢lucider la structure a partir de ces spectres sans la correspondance avec la banque de données,
puisque ce sont des molécules qui peuvent étre dérivées plusieurs fois ou non avec une
fragmentation particulieére. De plus, les analyses des produits de transformation du triméthoprime

qui sont présentes dans la littérature utilise plutdt la chromatographie liquide.
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La formation de la méthénamine a été également observée dans le cas du triméthoprime. Elle a
atteint une aire maximale des le début de I’oxydation et a été éliminée par la suite. La détection de
ce composé, des les premiéres minutes d’oxydation lors du traitement de la gabapentine ainsi que
du triméthoprime, suggere que la méthénamine serait un produit d’oxydation de groupements
amines. L urée s’ajoute également aux produits de transformation identifiés lors du traitement par
OVH. Dans ce cas-ci, le signal observé oscillait a un faible signal durant toute la durée du

traitement, ce qui laisse croire que ce produit est intermédiaire dans le procédé.

Le produit TP-T2 a été¢ formé en partie a 290 °C, mais a atteint une réponse maximale apres 15
minutes de traitement. Pour les raisons mentionnées précédemment, le composé n’a pu étre
identifié. La cytosine a été formée a 290 °C et a ensuite été éliminée lors de I’oxydation. L uracile,
correspondant a la cytosine oxydée, a été formé apres I’atteinte de 290 °C et a été €liminé apres
plus de 15 minutes d’oxydation. Le 3.,4,5-triméthoxybenzaldéhyde a été observé lors de
I’augmentation de température a 290 °C et a ensuite été retransformé lors de I’oxydation. Une partie
du produit semblait résistante entre 7,5 et 15 minutes, mais a été retransformée aprés 30 minutes
d’oxydation. Ce dernier a été observé dans d’autres études précédentes, notamment lors de
traitement par électro-chimie’® et d’oxydation utilisant le ferrate!. Finalement, le syringaldéhyde
est également un produit formé lors de ’augmentation de température a 290 °C. Cependant, les
premieres minutes d’oxydation ont été suffisantes pour retransformer le produit. Le 3,4,5-
triméthoxybenzaldéhyde, la cytosine et 1’uracile ont atteint des aires trés élevées a 290 °C
comparativement aux autres produits observés. Ceci pourrait expliquer en partie le 50 % de la DCO
non identifié. Cependant, il est important de vérifier si d’autres types de molécules contribueraient
également a ce pourcentage a 1’aide de la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de

masse en temps de vol.

4.5.2 Analyses non ciblées en QToF

L’analyse non ciblée par QToF des échantillons a été effectuée, ce qui a permis d’observer 22
composés supplémentaires. Afin de ne pas saturer le détecteur, le triméthoprime n’a pas été analysé
dans les échantillons et n’est donc pas représenté dans les figures de suivi. De plus, dans le but de
simplifier les résultats et d’avoir une certaine sélectivité, seuls les composés ayant un ratio signal
sur bruit supérieur a 10 ont été considérés pour ’analyse des résultats. Les formules moléculaires

proposées sont représentées dans le tableau 16 a la page suivante.
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Tableau 16. Formules moléculaires proposées selon les masses exactes observées

du traitement du triméthoprime.

en QToF lors

Formule Equivalent .
Temps de . ) . . Pertes/gains
rétention Ions observés Nom moléculaire la Am de liens moléculaires
(min) (m/z) plus probable (mDa)  doubles ou proposés
(neutre)* cycles
2,20 293,1248 TP-T292 C13H16N4O4 -0,5 7,5 -C, -2H, +O
2,44 163,0620%¢ TP-T162 C7HsN4O -0,6 6,5 -7C, -12H, -20
CeH100s -1,9 1,5 -8C, -8H, -4N, +20
2,56 192,0774 TP-T191 CoHoN30» -0,6 6,5 -5C,-9H, -N, -O
3,70 167,0458 TP-T166 C7HgN>03 -0,7 5,5 -7C, -12H, -2N
4,47 277,1300 TP-T276 Ci3H16N4O3 -0,5 7,5 -C, -2H
4,59 247,1194 TP-T246 C12H14N4O; -0,4 7,5 -2C, -4H, -O
4,69 287,1142 TP-T286 C14H14N4O5 -0,3 9,5 -4H
4,76 277,1300 TP-T276b Ci3Hi16N4O3 -0,5 7,5 -C, -2H
5,00 247,1197 TP-T246b Ci2H14N4O; -0,7 7,5 -2C, -4H, -O
5,08 307,1408 TP-T306 Ci14H1sN4O4 -0,7 7,5 +0
5,08 277,1303 TP-T276¢ Ci3H16N4O3 -0,8 7,5 -C, -2H
5,20 292,1291 TP-T291 C14H17N304 0,1 7,5 -H, -N, +O
5,49 291 , 1459 Triméthoprime C14H1sN4O3 -0,7 7,5 -
5,90 305,1251 TP-T304 Ci14H16N4O4 -0,7 8,5 -2H, +O
5,90 263,1033 TP-T262 Ci3H14N204 -0,7 7,5 -C, -4H, -2N, +O
Ci2H14N4O3 10 7,5 -2C, -4H
6,09 256,1185° TP-T255 Ci2Hi7NOs -0,6 4,5 3215 -_?6
6,16 263,1030 TP-T262b Ci3H14N204 -0,4 7,5 -C, -4H, -2N, +O
Ci2H14N4O3 10 7,5 -2C, -4H
6,30 240,1237%4¢ TP-T239 Ci2H17NO4 -0,7 4,5 -2C, -H, -3N, +O
6,40 293,1137¢ TP-T292b Ci14H16N2Os -0,5 7,5 -2H, -2N, +20
6,74 222,1129 TP-T221 Ci2HisNOs3 -0,4 5,5 -2C, -3H, -3N
C7H15N305 -4,5 1,5 -7C, -3H, -N, +20
6,81 197,0813 TP-T196 CioH1204 -0,5 4,5 -4C, -6H, -4N, +O
Ci1HsNy 0,9 9,5 -3C, -10H, -30
6,93 241,1072¢ TP-T240 Ci12H60s5 -0,1 4,5 -2, -2H,
’ ’ ’ ’ -4N, +20
Ci3H12N4O 1,2 9,5 -C, -6H, -20
Ci4H12N>0, -10,0 9,5 -4H, -2N, -O
6,99 211,0969¢ TP-T210 Ci1H1404 -0,4 4,5 -3C, -4H, -4N, +O
Ci2HioNy 0,9 9,5 -2C, -8H, -30

* Selon I’exactitude de la masse (tolérance = 10 mDa) et le nombre de C et N dans la formule proposée (i.e.
les formules proposant un nombre trop élevé en C et/ou N par rapport a la molécule initiale ont été rejetées).
® Aucune formule correspondait aux contraintes, le nombre de C est supérieur a la formule initiale.

¢ Observé aussi sous forme adduit sodium, ¢ de dimére adduit sodium [2M+Na]" et ¢ de dimére [2M+H]*
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Aire (u.a.)

Dans le but de représenter 1’évolution des composés observés selon la température et le temps de

traitement, les aires de chaque ion correspondant ont été extraites et rapportées dans les figures

suivantes.
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Figure 14. Suivi de I’aire des produits de transformation du triméthoprime observés en LC-
ESI(+)-QToF non ciblée.

Selon les résultats, la majorité des produits observés, soit 15 composés sur 22, ont atteint leur
maximum en signal lors de I’atteinte de 290 °C. Les produits TP-T306 et TP-304 se sont démarqués
par leur formation lors de I’augmentation de température a 200 °C. Méme si le TP-T306 continue
a augmenter légérement, apres 15 minutes de traitement, la majorité a été retransformée. Quant au
produit TP-T304, une petite partie a été formée apres avoir atteint 200 °C, mais une majeure partie
a été formée lors de I’oxydation. Sept des produits observés, soit les produits TP-T162, TP-T191,
TP-T304, TP-T262 et TP-T255 ont été majoritairement formés lors de 1’ajout d’air. Les composés
ayant de forts signaux retrouvés au prélevement de 290 °C peuvent en partie €tre responsables des
pourcentages a la demande chimique en oxygene non identifiés. Certains semblent résiduels méme
apres 60 minutes d’oxydation, ce qui pourrait également expliquer une partie du 74 % de DCO non

associée précédemment.

Dans I’objectif d’interpréter ces données, un survol de la littérature a été effectué. Pour le traitement
de triméthoprime, il était plus facile de trouver des études citant des traitements d’oxydation
avancée. Cependant, les études portaient généralement sur les variations de la molécule mére avec

I’ajout ou I’¢élimination de groupements fonctionnels et ne présentaient pas toutes les voies de
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transformation jusqu’a la minéralisation. Sur les 22 masses exactes observées précédemment, 10

ont correspondues a des structures proposées dans les études précédentes de la littérature consultée.

Afin de faciliter la représentation des composés correspondants, un tableau récapitulatif est

représenté ci-dessous.

Tableau 17. Comparaison des masses exactes des produits de transformation du triméthoprime
aux structures proposées dans la littérature.

Produits
identifiés dans

Changement

moléculaire selon

Structures
correspondantes dans

Changements
observés dans

Procédés et

cette' présente la f0@ule la littérature la littérature références
étude empirique
TP-T292 et -C, -2H, +O ou fj/\ﬁy’““w > (-CH3), (+OH) Photoélectro-
T292b 2H, 2N, +20 |7 e Fenton™
Photoélectro-
NH; (OCH,), Fent0n79’
TP_TzZ?;szb -C,-2H NS (-CH3), (+H) ozonation®?,
W on sonolyse™,
photochimie®
Photoélectro-
Kty . o Fenton”,
T “on ozonation®?,
TP-T306 +0 HZN/KN/ e (+OH), (-H) sonolyse®
*on photochimie®,
électro-Fenton®®
vy o Photoélectro-
Y O Fenton”,
TP-T304 -2H, +O e o5 (+0), (-H>) ozonation®,
S, sonolyse®?,
photochimie®*
e OCH
TP-T262 et -C, -4H, -2N, +O N ’ -(CH3)z, . e
T262b ou -2C, -4H AJJA@]; (+2H) Photochimie
OH
O‘
TP-T196 -4C, -6H, -4N, +O 0\2“3 (-C4H5Ny), Oxydation par
ou 3C, -10H, -30 o” (-H), (+0) ferrate®! @
0.

® Ne fait pas partie des AOPs, oxydation simple.

Tous les types de traitement énoncés précédemment sont des procédés d’oxydation avancée,

excepté pour I’oxydation par ferrate. Cependant, ce procédé a ¢été considéré afin d’avoir une

meilleure représentation du processus d’oxydation.
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Pour les produits TP-T292 et TP-T292b, les changements observés dans la littérature, soit la
décarboxylation et I’oxydation correspondent a ce qui était établit selon la premiére formule
moléculaire proposée a partir de la masse exacte. Le fait d’observer la méme masse a deux temps
de rétention différents peut étre expliqué par le fait que plusieurs isomeres peuvent étre formés
selon la position de la décarboxylation et de I’oxydation. Pour les produits TP-T276, T276b et
T276¢, le méme phénomene peut étre expliqué tout dépendamment de la position des groupements
OCH3 et OH. Le changement moléculaire proposé précédemment correspond également aux
changements déterminés dans la littérature. Les produits TP-T276, TP-T306 et TP-T304 sont des
composés qui se retrouvent souvent comme produit de transformation lors plusieurs types de
traitement. Les masses exactes qui correspondent a TP-T306 et TP-T304 sont associées a
I’oxydation de la molécule mere, soit respectivement 1’ajout d’un groupement alcool et 1’ajout
d’une cétone. Ces deux types de réaction ont lieu lors de ’augmentation de la température et lors
de I’oxydation en voie humide, ce qui suggere que les conditions permettent I’oxydation lors du

chauffage, méme si I’air n’a pas été ajouté, puisqu’il y a la présence de 1’eau dans le systéme.

Pour les produits TP-T262 et T262b, un composé correspondant & deux décarboxylations est
observé dans la littérature, comme la deuxiéme formule moléculaire proposée a partir de la masse
exacte dans le tableau 16. Puisque plusieurs isomeres sont possibles, dii au positionnement des
deux groupements OH et un (OCH3), il est valide que plusieurs composés ayant des temps de
rétention différents possedent la méme masse exacte, comme il est observé pour les produits TP-
T262 et TP-T262b. Le dernier composé observé lors du traitement par OVH ainsi que dans la
littérature est le produit TP-T197. Deux formules avaient été proposées, cependant une seule a été
retrouvée dans la littérature, soit C10H1204. Cette structure retrouvée correspond également au
3.,4,5-triméthoxybenzaldéhyde, qui avait été identifié par GC-MS a la section 4.5.3. Les deux
produits observés ont des variations d’aires comparables, ce qui valide I’hypothése que ces deux

molécules seraient le 3,4,5-triméthoxybenzaldéhyde.

Dans le but de confirmer les formules empiriques des autres molécules ne se retrouvant pas dans
la littérature, des analyses de spectrométrie de masse en tandem pourraient étre réalisées afin
d’avoir plus d’informations sur les structures a partir de leurs fragmentations. Ces informations
sont complémentaires aux travaux réalisés dans ce présent projet et permettraient d’identifier

davantage les produits de transformation.
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4.6 Etude de suivi de I’acide acétylsalicylique

4.6.1 Analyses non ciblées en GC-MS
Afin d’identifier la provenance de la contribution a la DCO au prélévement de 290 °C, une analyse

non ciblée en GC-MS a été effectuée. Les résultats sont présentés dans le tableau 18 suivant.

Tableau 18. Produits de transformation de I’acide acétylsalicylique détectés par GC-MS.

Temps
, de Ions observés M¢éthode
Méthode i htion (m/2) Nom Structure - ; entification
(min)

219, 191,

5,39 190, 147, Acide lactique®
117,73

219, 177,

6,56 147, 133,
116, 73

Semi- 179, 135,

Q
o]
HDJ\/\OH
[s] OH
. . Confirmé avec
volatils 8,00 105, 77 Acide benzoique 5 ctalon®

[e]

OH

Confirmé avec
étalon®

Acide 3-

. NIST : 90 %
hydroxypropionique

8,93 247,147,773 Acide succinique® Confirmé avec

étalon®

267, 209, . T Confirmé avec
11,55 135,91, 73 Acide salicylique ctalon®

. 166, 151, f o 1a Confirmé avec
Volatils 7,50 135,95 Phénol ctalon®

* Analysé sous forme dérivée TMS (+ Si(CHz)s3)
® Temps de rétention et spectre de masse confirmés par étalon et pointage de correspondance avec la banque
de données NIST supérieur a 90 %.

Comme effectu¢ précédemment, un ion caractéristique de chaque composé identifié a été
sélectionné selon son intensité et de 1’absence de signal interférant. Les aires de ces ions ont été
extraites et représentées dans la figure 15 a la page suivante. Les acides lactique, succinique et
salicylique ont été quantifiés précédemment, mais se retrouve également lors de 1’analyse non
ciblée. Les tendances observées sont similaires a celles observées plus tot, soit I’augmentation de
I’acide succinique apres quelques minutes d’oxydation, la variation plutot faible de I’acide lactique

et ’augmentation significative de 1’acide salicylique a 200 °C.
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Figure 15. Suivi de I’aire des produits de transformation de I’acide acétylsalicylique observés en
GC-MS non ciblée.

L’acide 3-hydropropionique, qui a été observée précédemment lors du traitement de tous les autres
composés étudiés, se retrouvent également dans les échantillons d’acide acétylsalicylique traités.
Encore une fois, cet acide se forme généralement apres 7,5 minutes d’oxydation. L’acide benzoique
se forme graduellement des I’atteinte de 290 °C et semble augmenter selon le temps d’oxydation.
Cependant, seulement une faible différence entre les signaux a été observée. Le signal le plus
important qui a €té observé dans les analyses non ciblées est attribué au phénol. En effet, un signal
maximal a été obtenu apres avoir atteint 290 °C, ce qui suppose que la majorité d’acide salicylique
observé a 200 °C s’est transformé en phénol. Etant donné sa toxicité plutot reconnue, la formation
de phénol durant le procédé pourrait €tre préoccupante et non désirée. Cependant, le phénol est
rapidement éliminé lors de I’oxydation, ce qui est favorable pour le développement de ce type de
traitement. Puisque le phénol a une réponse majeure a 290 °C, ceci laisse croire qu’une grande
partie de ce composé serait responsable du 67,2 % de la DCO non identifié et que la contribution

a la DCO serait majoritairement expliquée a partir des informations obtenues jusqu’a présent.
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4.6.2 Analyses non ciblées en QToF

Lors de I’analyse par spectrométrie de masse en temps de vol, 1’adduit sodium de 1’acide
acétylsalicylique a été observé. Cependant, aucun autre produit n’a pu étre observé et identifi¢ a
partir de cette méthode. Puisque les molécules observées précédemment étaient relativement de
petites tailles, ceci pourrait expliquer pourquoi rien de concluant n’est observé par QToF et que les

analyses par GC-MS seraient plus appropriées dans ce cas-ci.

4.7 Synthese des informations acquises sur le devenir des contaminants organiques

A partir des résultats obtenus lors de la réalisation de ce projet, plusieurs observations générales
ont pu étre effectuées en lien avec le devenir des composés pharmaceutiques et leurs produits de
transformation. Que ce soit lors du traitement hydrothermal, correspondant au chauffage des
échantillons aqueux, ou lors de I’oxydation en voie humide, de multiples produits intermédiaires,

dont certains réfractaires ont pu étre identifiés ou observés.

4.7.1 Produits généraux observés

Lors des différentes expériences d’oxydation en voie humide, certains produits ont été observés au
cours du traitement de tous les composés modeles, soit les acides acétique, glycolique, succinique
et 3-hydroxypropionique. Il est a noter que ces mémes acides, excepté [’acide 3-
hydroxypropionique, ont été également observés lors du traitement des effluents réels et de la
solution d’acétaminophéne. Selon les résultats, 1’acide glycolique était le seul produit
majoritairement formé avec I’augmentation de la température, pour ensuite étre ¢liminé au-dela de
15 minutes d’oxydation. Les acides 3-hydroxypropionique, acétique et succinique ont, quant a eux,
été observés des les premieres minutes d’oxydation, pour ensuite €tre retransformés lentement.
L’acide acétique a été considéré comme réfractaire dans tous les cas, dii a Iatteinte de hautes
concentrations et d’un plateau lors de I’oxydation, ce qui est normal puisque 1’acide acétique est
difficilement oxydable, comme mentionné précédemment. Les tendances de formation et de
retransformation semblent les mémes pour les trois composés qui sont éliminés rapidement, soit la
gabapentine, le diclofénac et I’acide acétylsalicylique. Cependant, dans le cas du triméthoprime,
qui est le composé éliminé le plus lentement, un décalage dans les tendances a été observé dans la
formation de ces acides (i.e. ¢limination plus lente, formation tardive). La rapidit¢ de la

transformation des composés a traiter semblerait donc un facteur impactant la formation des
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différents produits de transformation. Afin de valider cette hypothése, I’étude du devenir de
molécules ¢liminées a différents temps d’oxydation et plus résistantes aux hautes températures

devrait étre effectuée.

4.7.2 Influence du choix des molécules traitées

Selon les résultats précédents, le choix des molécules a traiter semble avoir également un impact
sur les produits de transformation formés. En effet, la composition atomique, soit la présence
d’azote ou de chlore par exemple, peut influencer directement la composition des produits
observés. Par exemple, la présence de groupements azotés semble favoriser la formation de la
méthénamine lors des premiéres minutes d’oxydation, comme dans le cas de la gabapentine, du
triméthoprime et des effluents réels. Le diclofénac est composé également d’un atome d’azote. En
revanche, la méthénamine n’a pas été observée, possiblement di au manque de sensibilité de
I’analyse. Lors des analyses non ciblées, une grande majorité des formules moléculaires probables
correspondaient a des molécules contenant au moins un atome d’azote, dans les cas ou des atomes
d’azote étaient présents au départ. Certains de ces composés étaient produits lors du chauffage de
la solution et d’autres, lors de 1’oxydation. Quelques-uns semblaient plutdt réfractaires ou plus
difficilement traitables. Il serait donc intéressant d’étudier le devenir de I’azote avec de meilleures
limites de détection, puisque la majorité des composé€s pharmaceutiques contiennent des atomes
d’azote. Pour ce qui est des produits dérivés du diclofénac, peu de molécules identifiées par GC-
MS contenaient des atomes de chlore. Cependant, lors des analyses non ciblées par QToF, plusieurs
formules moléculaires ont révélé la possibilité de la présence d’atomes de chlore sur les produits
de transformation. Encore une fois, certains composés chlorés semblaient plutdt réfractaires et
d’autres plus difficilement traitables. Ce type de composé nécessite une attention particulicre

puisque les composés chlorés produits peuvent étre hautement toxiques et peu biodégradables®’.

Comme il était attendu et selon ce qui a été observé, les plus petites molécules, soit 1’acide
acétylsalicylique et la gabapentine, n’ont pas généré une grande quantité de produits intermédiaires,
contrairement au diclofénac et au triméthoprime. Ces deux derniers ont permis de former davantage
de composés pres de la structure initiale, que ce soit lors du traitement hydrothermal ou lors de
I’oxydation. Certains produits étaient toutefois difficiles a éliminer, méme apres 60 minutes de

traitement.
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Dans le cas de la présence de cycles aromatiques (triméthoprime, diclofénac et acide
acétylsalicylique) ou non (gabapentine), peu de différences ont pu étre observées dans la formation
des petits acides carboxyliques. Cependant, dans le cas des composés contenant des cycles
aromatiques initialement, des produits de transformation aromatiques, comme I’acide benzoique,
le phénol et un type de benzaldéhyde, ont été retrouvés. Toutefois, il est intéressant de constater
que lors de cette étude, deux molécules habituellement formées lors du traitement de composés

aromatiques, soit la benzoquinone et 1’hydroquinone®”+>4¢

, nont pas été observées lors du
traitement par OVH des composés pharmaceutiques (LOD = 0,1 et 0,2 mg/L respectivement). Ceci
serait probablement di aux conditions plus agressives utilisées en OVH. Ces deux composés sont
habituellement reconnus comme problématiques dans le milieu du traitement des eaux, puisqu’ils
ont une grande toxicité, notamment pour les bactéries impliquées dans les traitements biologiques,
ou la respiration des boues activées peut étre diminuée a 50 % (CEso) en présence de seulement 3
mg/L de benzoquinone®®’. Le traitement par oxydation en voie humide est donc prometteur en

¢évitant de former ce type de composé.

4.7.3 Pertinence de ’identification des produits intermédiaires

L’identification des produits par QToF s’est révélée pertinente dans 1’ optique ou certains composés
ont été formeés, mais sont que tres peu retransformés par la suite. En effet, une grande partie des
produits sont générés a I’atteinte de 290 °C et explique une portion de la DCO non identifiée lors
du traitement de tous les composés modeles. Ces composés sont ensuite retransformés lors du
traitement par oxydation. Toutefois, une partie de ces composés restent méme apres 60 minutes,
notamment observé lors du traitement du diclofénac, ce qui peut étre préoccupant pour la suite.
L’oxydation en voie humide implique des conditions agressives comparativement aux traitements
biologiques présents dans les stations d’épuration. Cependant, pour des raisons technico-
économiques, il serait improbable que les conditions menant a la minéralisation compléte soient
utilisées dans un contexte a grande échelle. Un compromis est donc étudi¢ en utilisant les
conditions optimisées pour I’élimination d’une grande majorité des composés pharmaceutiques,
soit 15 minutes de traitement a 290°C. Dans ce présent chapitre, les temps de résidence de 7.5, 30
et 60 minutes sont analysés afin d’avoir un suivi plus global. A la lumiére des résultats, il resterait
donc beaucoup de produits, qui semblent intermédiaires dans cette étude puisque le temps
d’oxydation est prolongé. S’il reste encore des produits persistants lors traitement, il est d’intérét

de se questionner sur la faisabilité de retransformation lorsque les effluents seront acheminés aux
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stations d’épuration. Les analyses non ciblées par QToF permettent donc d’évaluer si les conditions
de traitement sont optimales selon les types de matrices et de contaminants a traiter, tout en
s’assurant que des molécules traitables sont formées, d’ou la pertinence de faire ces analyses en

complémentarité avec les analyses quantitatives.

L’identification et la quantification des produits ont permis d’avoir davantage d’informations sur
la nature des effluents traités, contrairement a ce que la mesure de la DCO peut donner. En effet,
souvent, 1’élimination des contaminants initiaux est évaluée par le biais des valeurs de DCO
mesurées. Toutefois, il a été démontré dans cette étude que ceci ne peut étre qu’une estimation,
puisque les produits formés contribuent également a la demande chimique en oxygene, comme
dans le cas de I’¢élimination de I’acide acétylsalicylique ou > 99,9 % du compos¢ initial était éliminé
aprés 60 minutes d’oxydation, mais qu’une diminution de seulement 70,8 % de la DCO a été
mesurée, puisque de I’acide acétique était encore présent. L’analyse des produits intermédiaires et

finaux est donc essentielle a une meilleure compréhension de ces phénomeénes de transformation.
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CONCLUSION GENERALE

Les résultats présentés dans ce mémoire ont permis de franchir une premiere étape dans la
compréhension du devenir des contaminants contenus dans les effluents hospitaliers apres un
traitement par oxydation en voie humide (OVH). Dans un premier temps, une méthode analytique
par GC-MS a été développée et validée, ce qui a permis d’étudier davantage le devenir du carbone
non minéralisé lors du traitement d’effluents hospitaliers réels. Des analyses non ciblées par GC-
MS ont également été effectuées pour mieux caractériser ces effluents. Pour faire suite a ces
résultats ainsi que les précédents avec les effluents réels, une étude comparative des composantes
organiques et structurelles a été effectuée sur des composés modeles, exempt de matrice réelle, par

le biais d’analyse quantitative et des analyses non ciblées par LC-QToF.

En effet, un nombre limité d’études sur 1’élimination des composés pharmaceutiques par oxydation
en voie humide non catalytique se retrouve dans la littérature et encore moins sur les produits de
transformation formés. Il est commun de prouver I’efficacité du traitement par des méthodes
simples et fréquemment utilisées dans le milieu, comme la demande biochimique en oxygene
(DBO), le carbone organique total (TOC), la demande chimique en oxygéne (DCO) ou par le suivi
de la concentration du composé d’intérét. Cependant, il est encore plus important de s’intéresser
aux produits de transformation afin d’optimiser le traitement en fonction de ce qui est réellement
introduit dans I’environnement et non seulement par 1’élimination des contaminants primaires,
puisque des produits encore plus nocifs ou présents en trop grande quantité pourraient étre rejetés.
Les méthodes analytiques développées dans ce projet ont donc permis de fournir une méthodologie
analytique pour ’application future lors les traitements d’effluents réels et d’introduire certaines
connaissances générales sur les produits potentiellement formés, soit lors des traitements
d’effluents réels d’hdpitaux ainsi que de cinqg composés modeles exempt de matrice, tout en
donnant de nouveaux outils, tant pour la communauté scientifique, par la publication des résultats,

que pour les ingénieurs et collaborateurs ceuvrant avec ce type de traitement des eaux.

Pour débuter, le premier objectif était de développer une méthode quantitative afin de faire un suivi
plus exact des produits de transformation les plus fréquents lors de traitement par procédés
d’oxydation avancée, soit les acides carboxyliques a courte chaine. Cet objectif a pu étre atteint par

’utilisation de la GC-MS, puisque les composés d’intérét étaient de petites molécules. Certains
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composés €taient tres volatils, ce qui a nécessité une dérivation par BSTFA avant les analyses.
L’optimisation de la préparation des échantillons a permis de conclure qu’une extraction par MTBE
¢était nécessaire pour les produits plus volatils et que I’évaporation de I’eau était suffisante pour
I’analyse des composés semi-volatils avec une reconstitution dans un mélange de MTBE-ACN. La
température et le temps de dérivation ont également été optimisés et les méthodes ont été validées
en répondant aux critéres analytiques. L’intérét de développer une méthode quantitative pour
analyser ces petits acides était de pouvoir quantifier les produits intermédiaires qui ont tendance a
étre formés vers a la fin du traitement afin d’évaluer s’ils sont réfractaires comme 1’acide acétique.
La quantification aide également dans I’optimisation du traitement afin d’évaluer la possibilité de

revaloriser les produits finaux pour tous types d’échantillons.

A la suite du développement des méthodes, une preuve de concept a été effectuée par le suivi des
produits de transformation de 1’acétaminophene. Une partie de I’hypothése principale reli¢ a
I’OVH, soit que les molécules méres sont transformées en de plus petites molécules rapidement
étant donné que les conditions relativement agressives utilisées, a été¢ confirmée avec 1’observation
de la formation de petits composés comme les acides acétique, formique, glycolique, oxalique,
glyoxylique, maléique, succinique, fumarique et malique. Lors de I’application de la méthode sur
les effluents réels traités, les acides acétique, glycolique et succinique ont ¢galement été observés.
Afin d’avoir plus d’information sur les produits, une analyse non ciblée exploratoire a été réalisée
sur ces derniers échantillons. Les effluents réels non traités ont pu étre en partie caractérisés
notamment par 1’observation d’acides aminés, du glycérol, de 1’urée et de la créatinine. Les
effluents traités ont également été en partie caractérisés par 1’observation des acides acétique,
succinique, glycolique, benzoique et formique ainsi que de la méthénamine et du glycérol. A partir
de ces méthodes, 35 a 46 % de la contribution a la demande chimique en oxygene a été identifi€,
justifiant la nécessité de faire davantage d’investigation sur les échantillons en faisant des analyses

non ciblées.

Dans la deuxieéme partie du projet, les méthodes développées précédemment ont été utilisées en
plus de I’analyse des composés pharmaceutiques par LDTD-QqQMS, les analyses non ciblées en
GC-MS ainsi qu’en spectrométrie de masse en temps de vol (LC-QToF) afin de faire une étude
comparative. Ce dernier type d’analyse a permis d’identifier davantage de produits de

transformation plus prés de la structure initiale, ce qui était plutdt limité avec le GC-MS. Les
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modifications a la structure initiale proposé€es peuvent étre variées selon le composé traité.
Cependant, davantage de produits ont été observés pour des molécules plus complexes, comme le
diclofénac et le triméthoprime. Des variations, comme 1’ajout de fonctions oxygénées, ont été
souvent répertoriées. Dans la majorité des cas, plusieurs molécules étaient formées lors de
I’augmentation en température a 200 et 290 °C et étaient ¢liminées par la suite. Une autre partie
des composés observés était plutot attribuée a des produits de transformation propres a 1I’oxydation
comme les acides succinique et 3-hydroxypropionique, qui ont été retrouvés dans tous les
échantillons traités. Les petits acides carboxyliques quantifiés ont plutdt été observés apres
I’oxydation, ce qui vient confirmer I’hypothése que de plus petites molécules sont formées pendant
le traitement par OVH. Cependant, une certaine partie de plus grosses molécules ont été observées

encore apres 15 minutes de traitement, comme dans le cas du triméthoprime.

Ces résultats sont un bon point de départ pour I’étude des produits de transformation lors de milieu
complexe, comme les effluents hospitaliers. Bien que les expériences avec les composés modeles
aient fournis de I’information sur le possible devenir des molécules, il reste toutefois beaucoup de
travail a faire pour 1’élucidation compléte dans une matrice réelle. A la lumiére des résultats
obtenus lors de ce projet, plusieurs voies de continuité peuvent étre développées. En effet, lors de
cette étude, seulement une partie du devenir du carbone a pu étre évaluée a partir des méthodes
quantitatives développées. Afin d’étre plus représentatif de la réalité, un suivi de molécules azotées
pourrait étre d’intérét, puisqu’une grande majorité de molécules pharmaceutiques sont composées
de fonctions azotées. De ce fait, il serait donc possible que les taux de contribution a la DCO

déterminés expérimentalement soient améliorés en augmentant la variété de molécules quantifiées.

Un autre aspect du projet qui pourrait €tre développé serait d’approfondir les analyses de
spectrométrie de masse en temps de vol en effectuant des analyses en tandem. En effet, les analyses
non ciblées présentées dans ce mémoire ne sont qu’une introduction a la matiere et des analyses
plus complétes permettraient d’¢élucider davantage les structures des composés formés selon leurs
fragmentations. Bien que ce projet ait d’autres perspectives toutes aussi intéressantes, les résultats
de ce projet ont permis de fournir une méthodologie aux collaborateurs étudiant ce type de
traitement pour ’application a des projets concrets, notamment dans la revalorisation des produits
de transformation et dans la possibilit¢ d’inclure un traitement des effluents OVH dans la

construction de nouvelles infrastructures comme des hopitaux.
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