MEDSEINE

Etude de la contamination par les
médicaments de I'estuaire de la Seine.
Application des capteurs passifs a un
meilleur diagnostic de leur présence, flux et

impact toxique.

Budzinski H.., Forget-Leray J., Ait-Aissa S.

WS W=

| GIP Seine-Aval

| P6le Régional des Savoirs

| 115 Bd de I'Europe tel : 02 3508 37 64

| 76 100 - Rouen http://www.seine-aval.fr






Liste des scientifiques ayant participé au projet et des structures auxquelles ils
appartiennent

Equipe 1 : Laboratoire : EPOC - LPTC UMR 5805 CNRS — Université Bordeaux 1

Intervenants :

Responsable scientifique
Hélene BUDZINSKI, h.budzinski@epoc.u-bordeaux1.fr

Chercheurs (ou équivalents) permanents
Patrick MAZELLIER, p.mazellier@poc.u-bordeauxl.fr
Marie-Hélene DEVIERmMh.devier@epoc.u-bordeauxl.fr
Patrick PARDON p.pardon@epoc.u-bordeauxl.fr

Chercheurs (ou équivalents) contractuels
Nathalie TAPIE, n.tapie@epoc.u-bordeaux1.fr

Doctorants
Van Hoi BUI, doctorant viethamien recruté début 2010 dans le cadre d'un accord bilatéral, bvhoi83@gmail.com
Caroline Gardia-Parege, c.gardia-parege@epoc.u-bordeauxl.fr
Angel BELLES, a.belles@epoc.u-bordeaux1.fr
Ingénieurs
Karyn LE MENACH, k.lemenach@epoc.u-bordeauxl.fr
Sylvie AUGAGNEUR,_s.augagneur@epoc.u-bordeaux1.fr

Equipe 2 : Laboratoire : LEMA EA 3222 — Université du Havre

Intervenants :

Responsable scientifique
Joélle FORGET-LERAY, joelle.leray@univ-lehavre.fr

Chercheurs (ou équivalents) permanents
Céline LECOMTE, celine.lecomte @univ-lehavre.fr

Techniciens
Cédric LAVENUC, cedric.lavenuc@univ-lehavre.fr

Equipe 3 : INERIS, Unité d’Ecotoxicologie in vitro et in vivo (ECOT)

Intervenants :

Responsable scientifique

Sélim AIT-AISSA, Selim.AIT-AISSA@ineris.fr
Doctorants

Nicolas CREUSOT, Nicolas.CREUSOT @ineris.fr

Techniciens
Emmanuelle MAILLOT-MARECHAL, Emmanuelle. MAILLOT-MARECHAL @ineris.fr







Sommaire
[ oo [ ex 1ol =] A o] 01 (= (PP PPPPPPR
Il. Caractérisation de la contamination chimique de I'estuaire de Seine ............cccci e, 9

I1.1. Optimisation et développements analytiQUeS ........cccoooiiiiiiiiii e,

I1.1.1. Développements analytiques pour I'optimisation des méthodes d’'analyses des SP..............cc.oooeeee.
11.1.2. Développements analytiques pour la caractérisation des métabolites de la carbamazépine. .................
11.1.3. Développements analytiques pour la caractérisation des hormones .............cccccceii,
[I.2. Optimisation des méthodes d’échantillonnage passif pour le suivi des SP dans le milieu aquatique............

I1.3. Application des méthodes optimisées et développées au suivi environnementale de I'estuaire de Seine. ..

L T ] (= L= o [ =T o W =Tod g = Va1 0] o = T [
TR OtoTa 1 r=Ya aTTaF= N[0T a 1o LTSRN I = T
11.3.3. Suivi de la contamination dans I'@STUAIIE B SEINE ......uveeeiiieee ettt et r e e e e e e e e eeaas,

[ll. Caractérisation des effets toxiques des effluents de stations d’épuration, des échantillons du milieu et des
extraits des échantillonnNeurs PassifS ..., :

[11.1. Matériel et méthode : TEChNIQUES ULIISEES ..........uuiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e snnraeeeeees.

L O =Yy R Ul a1 0 B o] (U] = (o < TSRS
lll.1.1.a. Bioessai nauplien avec Eurytemora affinis ..o,
L I o IO =T Ao (SN g L= [0 (0 ) Lo (=T Y/ L1 (o T :

[11.1.2. Evaluation de la présence de composés oestrogéniques, androgéniques et dioxin-like a I‘aide de
o1 ISTT= LS T IR 11 o

[11.2. RESUITALS OBTENUS ...eeviieiteeit et ettt ettt e et e et e et e ettt et et e e et s e et e e e e e e e e s e e aa s e e et e e et re e e re s e reeanreeanseeennrenrrenen,

[11.2. 1. T@SE SUM MICTO-CIUSTACE .......eueeeiiieeeiieeittte et e e e e e e e e sttt et e e e e e e s s ettt e e e e e e e s b bbb et et e e e e e e s aanbbbbseeeeeaeeesannns
[11.2.1.a. Bioessai nauplien avec Eurytemora affinis ...
[11.2.1.b. Test de NEUrOLOXICItE 1N VITIO ......ueeiiiiiee e e it e e e e ettt e e e e e e s e st e e e e e e e e e s e nnnsaeeeeeeaaeeeesannnnsneneees :
L 20 O o @0 T 181 (o o

[11.2.2. Evaluation de la présence de composeés oestrogéniques, androgéniques et dioxin-like a I‘aide de
DIOESSAIS 1N VITIO ...ttt e oot e ook et e e e ettt e e e e b et e e s e bbe e e e e nibnr e e e e

[11.2.2.a. Activité dans |es effluentS A& STEP ..........ouiii e e e e e e e e e eeeeaaeeaans
[11.2.2.b. Activités dans 1€ MIlIEU NALUIEL...........c. e e e e e e e e e e e e e e s rereeaeeeeaans :
L2 o @ o Vo] 15 £ (o o
IV. Etude de la dégradation des SP dans des effluents de STEP ... 3

IV.L. MALEIIEI BT METNOUES ... oottt ettt e et e e e naen,

IV.1.1. Dégradation & I'obscurité des effluents (VIeilliSSEMENL).........cccuiiiiiiiiie e 1
IV.1.2. Photodégradation sous irradiation SOlaire SIMUIEE ..............uueiiiiieeiiiiiiiiiie e e e,
IV.1.1. Photodégradation initiée par rayonNemMENt UV ..........cccuuiiiiiiieee i iiiiiiiiiee e e e s e e e e e e e s snnaaeeeeaaeeeas
V.1, RESUIALS OBTEINUS ..ottt e e st e e e et e e e et e e e e aanreees

IV.1.1. Stabilité des SP contenus dans les effluents de stations d’épuration...........cccooeeeieieiiiii e,
IV.1.2. Dégradation sous irradiation solaire simulée ou par rayonnement UV ..........ccccoveeeiiiiiiiiiiiieeee e e
IV.1.2.a. Cas de trois anti-inflammatoires NoN StEroTdiENS .............uvuiiiiiie e,
IV.1.2.D. Cas deS antiDIOIQUES ........oeiiiiiieiiiie s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeaaeaaaeaaaeans



IV.1.2.c. Cas de compoSES B-bloquaNntS € @NTIVIFAUX .........euvuerrrrirririiiiiirreiereiererr ...
LY 2o B = 1] - T P PPPP PR

IV.1.3. Evolution de I'activité oestrogénique, androgénique et dioxin-like d’effluents de STEPs soumis aux
(o] oIt STS U sRe (Sl o] aTo) CoTo [=To = To F= 11 o o L0

V28O0 4 od [ 13 o o TP PRPPPRTIY
VI. Retombées OperationNnEllES .........coooiiiiiiiii i .
RV LI T ] o1 ot 1A= PRSP
V1. DIffICUITES FENCONTIEES ....ceiiiiiiiiiiiiie ettt e e e ettt e e e e e e e s b b e bt ettt e e e e e e e abbb bt e e e e e e e e e s annbbneneeeeeeeeeans 4
IX. BIblOGraphie. .. ..o ———————— .
X. Liste des communications présentées par I'ensemble des équipes du Projet............cocccveeveeeeeeeeeiiiiiiveeeneennn 53

DO B 00 0010 010 T (0= 1[0 ] 4 S = 1 [T T

X.1. Communications par affiCNe ... ...ttt



|. Introduction et contexte

Le compartiment aquatique recoit de nombreux xénobiotiques provenant des différentes activite
humaines. Depuis une quinzaine d’années, l'attention des chercheurs s’est portée sur la présence, dans les
superficielles, les eaux souterraines et les eaux destinées a la consommation humaine, de composés qualifi
polluants émergents parmi lesquels les produits pharmaceutiques et de soin personnel (Pharmaceuticals
Personal Care Products — PPCP). Ces contaminants ne sont pas nouvellement présents dans le compart
aquatiqgue mais de nombreuses données relatives a leur concentration dans les eaux de surface sont publiées
une quinzaine d’années grace notamment a l'amélioration significative des instruments et des procédu
analytiques. Malgré tout comparativement aux polluants organiques persistants, ces composés sont relativer
méconnus d’'un point de vue environnemental. Les substances pharmaceutiques (SP) ne sont que depuis
récemment considérées comme des polluants potentiels de I'environnement, étudiées sous le terme global
contaminants émergents » (Halling-Sorensen et al., 1998 ; Ternes et al., 2002 ; Pedersen et al., 20C
Pedersen et al., 2005 ; Huber et al. 2005; Hernando et al, 2006).

Les SP sont particulierement préoccupants d’'une part du fait de leur activité biologique (ils ont été cré
pour cela), mais aussi de par leur consommation trés importante (Tableau 1) et enfin du fait de leur toxic
maintenant avérée pour certains d’entre eux (@aks$, 2004, Triebskorn, 2004 ; Caminaetzal, 2006 ; Brairet
al, 2009). Ce sont des substances biologiqguement actives qui se caractérisent par une grande diversité de stru
chimiques.

Tableau 1 : Données de consommations exprimées en tonnes par an.
(a)Webb, 2001, (b) Hirsch et al., 1999 ; Ternes et al., 1998; Ternes, 2001, (c)(Khan et Ongerth, 2004, (d) (Janex et al., 2002)

Composés CIaSS(_e Angleterre Allemagne Australie | France
thérapeutique (2000) (a) (1995-1997) (b) (©) (d)

Paracétamol Analgésique 2000 - 295 2294
Aspirine AINS 770 > 500 20 880
Ibuproféne AINS - 105-180 14 166
Erythromycine | Antibiotique 27 - 11
Kétoproféne AINS - 0,7 4
Diclofénac AINS 26 75 4 39
Pénicilline V Antibiotique 22 140 9

De nombreux pays s'intéressent a cette problématique. L’Allemagne, les Pays-Bas, la Suéde, ont été
premiers a se préoccuper de la présence de ces composés dans les systemes aquatiques et de leurs effets
organismes. Au dela d'un probleme environnemental, c’'est un probléeme sanitaire qui a vu le jour, di a
difficultés d’approvisionnement en eau de plus en plus marquées qui incitent & la surveillance des syster
aguatiques, qu'ils soient ou non directement destinés a la consommation humaine. La potabilisation de nouve
ressources en eau souléve d’autant plus les probléemes gravitant autour de la contamination de ces ressource
effet, certaines régions du monde, exposées a une pénurie en eau de plus en plus marquée, développer
techniques de réutilisation des eaux usées (Aertgeerts et Angelakis, 2003 ; US Environmental Protection Ager
2001), pour l'agriculture (Blumentha&t al, 2001), pour l'industrie (systemes de refroidissement) et maintenant
pour réalimenter les nappes phréatiques destinées a la consommation humaine (Ecosse, 2001).

Les nombreux efforts faits a I'échelle européenne notamment avec la Directive Cadre Eau, vont dans
méme sens d’'une évaluation de la qualité environnementale des différentes ressources en eau disponibles, a pl
moins long terme, pour la survie des especes aquatiques mais aussi pour la consommation humaine. Depui
novembre 2009 la France a mis une priorité forte sur le probléme de la contamination des ressources aquatique
les substances pharmaceutiques avec le lancement du Plan National sur les Résidus de Médicaments (PNRM
France est en effet | consommateur mondial de médicaments. Plus de 3 000 médicaments humains et 3(
médicaments vétérinaires sont actuellement disponibles sur le marché francais. Apres excrétion sous leur fo
initiale ou comme métabolites, sous forme libre ou conjuguée (Halling-Sorehsadn 1998), les composeés
pharmaceutiques (usage vétérinaire ou humain), se retrouvent dans les écosystemesiaalifi@ientes voies
d’acces.. Les composés pharmaceutiques a usage humain sont dirigés dans les eaux résiduaires urbaines e
dans les stations d’épuration (STEP) dont les effluents sont rejetés dans les eaux de surface du milieu naturel.
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traitements des STEP ne dégradent pas complétement les substances pharmaceutiques qui donc se retrouver
les effluents et sont donc également rejetés dans le milieu naturel etJads 2008). Les composés
pharmaceutiques non utilisés peuvent étre déposés directement dans les décharges et étre ensuite entrainé
I'environnement aquatique par le phénomene de lixiviation.

Antibiotiques, antidépresseurs, bétabloquants... mais aussi médicaments a usage vétérinaire (antibiotiq.
hormones, antiparasitaires) sont autant de substances qui sont rejetées dans les milieux aquatiques.
concentrations dans le milieu récepteur varient selon la biodégradabilité des molécules et les performances
stations d’épuration ainsi que les modes d'appad (es effluents liquides des stations d’épuratiaia, les
lessivages de zones amendées par des lisiers, via des rejets d'industries pharmaceutiques, via les décharges, .

Dans la phase précédente de Seine Aval (Seine Aval 2 et Seine Aval 3) des études ont été menées
documenter le probléme des médicaments en estuaire de Seine et ont démontré la réalité de la contaminatic
'estuaire par ces composés. L'estuaire de Seine s’est d’ailleurs révélé étre I'estuaire atlantique de loin le p
contaminé (Labadie, 2005 ; Togola, 2006). Lors de ces travaux que I'on peut qualifier de pionniers une vingtai
de composés parmi les plus classiques ont été suivis comprenant des anti-inflammatoires non stéroidiens,
analgésiques, des bronchodilatateurs, des hypolipémiants, des anti-dépresseurs.

Les objectifs du projet MEDSEINE ont donc été de réactualiser les connaissances acquises lors de
projets antérieurs en étendant la gamme des composés étudiés a la fois au sein des classes déja prises en com
le passé (par exemple un seul hypolipémiant avait été recherché en 2003, le gemfibrozil contre 6 dans cette étt
En paralléle de la caractérisation chimique des échantillons une caractérisation basée sur des bioessais de toxi
été menée. En effet, en mettant en ceuvre une analyse chimique méme tres sophistiquée, il est nécessaire
obtenir de bonnes performances en termes de sensibilité et de spécificité, d’effectuer des choix et de cibler
composés a analyser (analyses orientées), ce qui peut donc conduire a passer a coté de composés majorita
toxiques si ils n'ont pas été pré-sélectionnés. De plus, les colts analytiques limitent le nombre de substar
étudiées. La combinaison de tests de toxicité non spécifiques (cytotoxicité, toxicité aigué) et spécifiques d’'un mc
d’action déterminé (génotoxicité, perturbation endocrinienne, neurotoxicité ...) peut s’avérer pertinente tant pour
guantification que pour I'identification de composés toxiques dans le miigugquivalents-toxiques a l'aide de
tests cellulaires avec génes rapporteurs) (Eggen et Segner, 2003).

Au-dela des produits initiaux eux-mémes une démarche prospective sur I'étude de produits ¢
transformation de certains médicaments a été initiée. Les médicaments sont des molécules réactives qui peuve
transformer de fagon non négligeable et il y a un manque fort de connaissance sur les produits de transformatio
ces composés alors qu'ils pourraient se révéler bien plus persistants et plus toxiques que les molécules initi
parentes. Les phénomenes de transformation ainsi que I'évolution de certaines réponses aux bioessais on
investigués.

Enfin une partie de nos travaux a été consacrée au développement de nouvelles méthodolog
d’échantillonnage. En effet les premiers travaux avaient aussi montré la tres grande variabilité des concentratior
mis en évidence la difficulté d’appréhender une concentration moyenne d’exposition pour ces composés dan
cas de l'estuaire de Seine (Togola, 2006). Des outils échantillonnage passif permettant de quantifier ces substa
dans les milieux naturels ont été déployés afin de documenter la présence des SP dans I'estuaire de Seine.

Ce projet s’articule autour de trois axes :

- Caractérisation de la contamination en SP de l'estuaire de Seine: réactualisation des donne
précédemment acquises et acquisition de données sur de nouvelles molécules.

- Etude du potentiel toxique des effluents de STEP et de I'eau de surface de I'estuaire de Seine basée
des bioessais de toxicité.

- Etude des phénomeénes de transformation des SP (dégradation, photo-dégradation) et leurs effets su
organismes.



[l. Caractérisation de la contamination chimique de I'estuaire de Sei

[1.1. Optimisation et développemeranalytiques

[1.1.1. Développements atytigues pour I'optimisation des méthodes d’analyses d

Le screening de substances pharmacets (SP)dans I'environnement aquatique nécessite la maitri
protocoles analytiqgues multi-résidesmplexes, lors a mettre en ceuvre. Les screeningisés dans le milieu ont
été réalisés grace a deux méthodologies diss :

- l'une permettant de cibler les SP d'usage cour20 molécules alprazolam, amitriptyline,
bromazepam, caféinecarbamazepir, clenbutérol, diazépamdoxépini, fluoxétine, imipramine,
nordiazépamparacétam, salbutamol, terbutaline, théophylingtoprofén, naproxene, diclofénac,
ibuprofene, gemfibrozil),

- La seconde permettarde cibler des substances plus spécifigleesplus souvent soumises
prescription (77 molécule: abacavir, acide fusidiqueacide oxoliniqu, acide pipémidique,
amoxicilline, ampicilline, aténolol, azithromycine, bacitracinbjsoprolo, céfalexine, céfotaxime,
cefpodoxime, ceftiofur, céfuroxime, chloramphénicole, chlortétracyclin, ciprofloxacine,
clarithromycine, clindamycin¢, cloxacilline, cyclophosphamide daunorubicin, dicloxacilline,
docétaxel, doxorubiciny, doxycycline, enrofloxacine, épirubicinegérythromycin, fluméquine,
gemcitabine, ifosfamide, indinavir, josamycine, lamivudine,lincomycine, marbofloxacine,
méthotréxate, méprolol, métronidazole, monensine, nelfinaviryvinapine, norfloxacine, ofloxacine,
oxacilline, oxytétracyclin, pénicilline G, pénicilline V, propranolc, rifampicine, ritonavir,
roxithromycine, salinomycin, saquinavir, sildénafil, sotalokpiramycin, stavudine, sulfadiazine,
sulfadiméthoxine,sulfamérazin, sulfaméthazine, sulfaméthizolsplfaméthoxazo, sulfanilamide,
sulfapyridine, sulfathiazole, tamoxiferétracycline, thiamphénicol, timol, triméthoprime, tylosine,
virginiamycine,zidovuding).

Les extraits obtenus par ces deprotocoles sont également analysis facondifférenciés par des
méthodes d’analyse différentes dans un couplage LC/M, chaque extrait étaimjecté dans les deux méthis
d’ionisation par électronébulisation (ESI + et E-) de fagon a quantifier I'intégralité des SP recherc

Méthode Méthode
SP d’usage courant SP d’usage spécifique
Echantillon filtré Echantillon filtré
Acidifié a pH2 +EDTA 0,25M
+ Etalons internes + Etalons internes
4 L 1
Extraction SPE Extraction SPE
Cartouche Oasis MCX 60 mg, 3 mL Cartouche Oasis HLB 200 mg, 6 mL
Elution 3 mL acétate d’éthyl Elution 5mL eau/ACN (40/60,v/v)
3 mL acétate d’éthyl / acétone (v/v) T
3mL méthanol / dichlorométhane v/v avec 5% NH40H)
T Reconcentration sous flux d'azote
¥

Reconcentration sous flux d’azote
¥ Injection LC/MS/MS
pour l'analyse de 77 molécules

Injection LC/MS/MS pour I‘analyse
de 20 molécules

Figure 1 : Méthodologits d’extraction utiliséegpour le suivi des SP dans les ea

Afin de faciliter letraitement des échantillol de diminuer le temps passé et lelt des analyses une
méthode d’extraction et d’analyse combirsupplémentaire a été développ#&#n de pouvoirquantifier 53
moléculesparmi lesquelles des SP d’'usage courant et les SP e spécifique les plus retrouvé(abacavir, acide
4-chlorobenzoiqueacide clofibriqu, acide fénofibrique, acide salicyliquelprazolar, amitriptyline, aspirine,
aténolol, bézafibrate, bisoproJobromazépam,caféine, carbamazépineétirizine, clenbutérol, clonazépam,
clopidogrel, diazépam, diclofénadisopyramide, doxépine, fluoxétingemfibrozi, ibuproféne, imipramine,
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indinavir, kétoprofene, lamivudine, lorazépam, losartan, méprobamate, métoprolol, naproxene, nelfinavi
nevirapine, nordiazépam, oméprazole, oxazépam, paracétamol, pravastatine, primidone, propranolol, ranitidi
ritonavir, salbutamol, saquinavir, sildénafil, sotalol, terbutaline, théophylline, timolol, zidovudine). Ces 53
molécules sont extraites par extraction en phase solide (SPE) sur cartouche Oasix MCX, puis I'extrait est anal
par couplage LC/MS/MS dans les deux méthodes d’ionisation par électronébulisatibet(ESI). Le détail de

la méthodologie est décrit dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Méthodologie d’extraction et d’analyses développées pour le suivi des 53 SP d’usage courant et soumises a prescription.

Description du protocole d'extraction
Extraction : SPE Extraction en phase solide sur OASIS MCX (60mg, 3 cc, WATERS)

conditonnement 3mL acétate d'éthyle, puis 3mL eau Vitte
ajout 3mL eau pH =
dép6ot de échantilon pt
séchage sous vi
élution : 3mL acétate d'éthyle, puis 3mL acétate d'éthyle/acétone (50/50, viv) et mL
méthanol/dichlorométhane/5% hydroxyde d'ammoniun (50/50
Purification : pas de purification nécessi
ajout d'étalons d'injectic
aliquotage pour ESI +, ESI - et stockage
Volume final avant analyse : 100pL : acétonitrie pour analyses en mode négatif
100pL : eau mili-Q/acétonitrile (80/20, v/v) pour analyses en mode positif
Description de la méthodologie d'analyse en mode négatif
Séparation chromatographigue Séparation par chromatographie en phase liquide (LC) :
(pour le mode d'ionisation négatif) Colonne : Zorbax C18 (50mm* 2,1mm* 1,8 pm)
Débit: 0,6 mL/min
température = 30°C
Mode gradient : (A) eau mili-Q ; (B) acétonitrie
0 min: 100 % (A) /0 % (B)
30 min: 35 % (A) / 65 % (B)
31 min: 0 % (A) / 100 % (B)
32 min: 0 % (A) / 100 % (B)
33 min:100 % (A) /0 % (B)
38 min : 100 % (A) / 0 % (B)
Solvant de rincage ACN 0,1 % acide formique
Détection: Détection par spectrométrie de masse MS/MS, ionisation a pression atmosphéfique par
pour la détection par masse : mode  electrospray (mode négatif), en mode sélection d’ions (MRM).
d’ionisation négatif
Type d'étalonnage Quantification par étalonnage interne
étalons internes : zidovudine-d3, aspirine-d4, acide salicylique-d6, diclofénac-d4,
ketoproféne-d3, naproxéne-d3, ibuprofene-d3, gemfibrozi-d6, pravastatine-d>5,
atorstatine-d5

Equipement : Systéeme RRLC-QQQ Agilent
Description de la méthodologie d'analyse en mode positif
Séparation chromatographique Séparation par chromatographie en phase liquide (LC) :

Colonne : Zorbax SB C18 (50mm* 2,1mm* 1,8 pum)

Débit: 0,6 mL/min

température = 30°C

Mode gradient : (A) eau mili-Q/0,1% acide formique ; (B) acétonitrie/0,1% acide
0min:98 % (A)/ 2 % (B)

9,5 min : 50 % (A) / 50 % (B)

10 min: 0 % (A) / 100 % (B)

11,5 min: 0 % (A) / 100 % (B)

12,5 min:98 % (A) / 2 % (B)

17 min:98 % (A) / 2 % (B)

Solvant de rincage ACN / EAU (75/25)

Détection: Détection par spectrométrie de masse MS/MS, ionisation a pression atmosphéfique par
electrospray ESI (mode positif), en mode multiple reaction monitoring dynamic (MRM).

Type d'étalonnage (interne) Quantification par étalonnage interne

étalons internes : abacavir-d4, indinavir-d6, neviparine-d3, bromazepam-d4,
nordiazepam-d5, diazepam-d5, oxazepam-d6, paracétamol-d4, atenolokd7,
propranolol-d7, sotalol-d6, fluoxetine-d5, amitriptyline-d6, carbamazépine-d10,
3¢, salbutamol-d3, sidenalitC, bezafibrate-d6

étalon d'injection : imipramine-d4
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Cette nouvelle méthode @é validée tant au niveade I'étape d'extractic qu'au niveau de I|'étape
d’analyse. La linéaritéle la réponse a été tee et validéepour toutes les SP et leurs étalons internes dan
gamme de concentration allant dé& 500 pg injectés, pour diésites de détection variant entre 0,01 et 4t
injectés en fonction des composés consid. Des tests d'extraction ont été réalisés sur des échan
supplémentés d’'eau et de POCIS (Polar Organic Chemical Integrative S¢ Des échantillons supfmentés
ainsi que des blancs de protocole ont également été s dans chaqueérie d’échantillos.
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Figure 2 : Pourcentage de récupération des SP dides échantillons d’eau supplémentgar la nouvelle méthodologie dévelopj
(n=3).
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Figure 3 : Pourcentage de récupération des SP dides échantillons de POCIS supplémenpas la nouvelle méthodologie dévelop)
(n=3).

Globalement I'ensemble des composés présente des pourcentages de récsupérieurs a 80 %, mais
certains composés comme le bézafibratecétirizing la fluoxétine, la pravastatine, ranitidine présentent des
rendements faibles inférieurs & 50%. Ces composés ont été conservés dans la méthode d’analyse pout
screeimg qualitatif. Une fois leur présence avérée dans I'environnement aquatique, leur quantification pc
améliorée notamment par I'ajout d’étalon(s) interne(s) approprié(s)e protocole d’extractio
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[1.1.2. Développements analytiques pour la caractérisation des métabolites de la carbamazépine

La carbamazépine fait parti des SP retrouvéesiéégoient dans les effluents de station d'épuration et
dans les écosystemes aquatiques. Elle est rémanente et globalement résistante aux traitements appliqués de

stations d'épuration (taux d'élimination inférieurs & 7 %, Geletal, 2001). Cette molécule relativement
conservative peut servir de traceur pour suivre I'impact des rejets d’effluents sur un milieu récepteur.

Devant la forte présence de la carbamazépine, il a semblé intéressant de chercher a caractériser la pré:
des produits de transformation connus et des métabolites de la carbamazépine, un protocole de dosage spéc
de la carbamazépine et de ces métabolites principaux (trans-10,11-dihydro-10,11-dihydroxy-carbamazepir
10,11-dihydro-10-hydroxy-carbamazéping-®-glucuronide; carbamazépine-10,11-epoxide ; 2-hydroxy-
carbamazépine ; 3-hydroxy-carbamazépine ; 10,11-dihydro carbamazépine) a été développé.

Un premier screening semi quantitatif a été réalisé sur un POCIS exposé au niveau du barrage de Pose
19 juillet 2011 au 30 aout 2011. Les concentrations retrouvées dans le POCIS exprimées ée plage sont
présentées dans le Tableau 3. Cette premiére analyse a permis de confirmer la présence des métabolites
carbamazeépine dans le milieu a des concentrations égales voir supérieures a celles de la carbamazépine, confi
I'intérét de suivre ces molécules.

Tableau 3 : Concentration de la carbamazépine et de ses principaux métabolites retrouvées dans un POCIS exposé au niveau du barrag
de POSES du 19 juillet 2011 au 30 aout 2011

Composés Concentration(ng.g”)
Carbamazépine 293
trans 10,11 dihydro-10,11-dihydroxy carbamazépine 370
10,11 dihydro-10-hydroxy-carbamazéping-& glucuronide nd
CBZ-10,11-époxide 35
2-hydroxy carbamazépine 23
3-hydroxy carbamazépine 23
10,11-dihydro carbamazépine nd

[1.1.3. Développements analytigues pour la caractérisation des hormones

Afin de compléter le panel de molécules suivies Issr différents sites ciblés dans le projet, une
méthodologie de dosage ciblée sur une trentaine d’hormones a été développée. Parmi les molécules sélectior
on retrouve des hormones naturelles comme |'cestrone ou la testostérone, mais également des molécule
synthese comme [I'éthinyloestradiol ou le lévonorgestrel (11-cetotestosterone, 1la-OH-progesterone, 17-al
oestradiol, 17-alpha-OH progesterone, 17-beta oestradiol, 17a-OH-20b-dihydroprogesterone, 17a-O
pregnenolone, 4-androstene-3,17dione, 6-alpha-méthylprednisolone, canrenone, cortisone, dexamethasone, L
DHEA, dihydrotestotérone , ethinyloetradiol , hydrocortisone, levonorgestrel, mestranol, norethindrone
norgestimate, oestriol, oestrone, prednisolone, prednisone, pregnenolone, progesterone, spironolactc
testosterone, thiolcolchicoside). La séparation est réalisée sur une colonne Kinetex de 10 cm grace a un gra
eau/acétonitrile et I'analyse est réalisée par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
tandem. La quantification de ces molécules est réalisée par étalonnage interne et les limites de détection obte
pour cette méthodologie varient entre 0,2 et 9 pg injectés. La méthodologie analytique développée pour le suivi
hormones a été testée sur un extrait d’échantillonneur passif immergé au niveau de Poses au mois d’aout 2
cependant malgré les capacités de concentration de I'outil d’échantillonnage, aucune hormone n'a pu étre détec

II.2. Optimisation des méthodes d'échantillonnage passif pour le suivi des SP dans le milieu aquatique

Classiquement, l'analyse des contaminants dans éstréalisée aprés prélevements d'échantillons d'eau
en conditions "ultra-propres", afin d’éviter toute contamination des échantillons au cours du prélévement et
traitement, et aprés la mise en ceuvre de protocoles d'extraction-concentration en laboratoire. Ces technic
relativement longues, difficile a mettre en ceuvre et colteuses permettent de donner une image de la contamin:
a un instant t, mais pas (ou trés difficilement) d’extrapoler la contamination du milieu dans le temps. Afin de pali
ces inconveénients, une approche se basant sur des échantillonneurs passifs s’est développée durant ces del
années (Vrana et al., 2005, Alvarez et al., 2004). Les échantillonneurs passifs sont des outils capables d'intégre
contaminants ciblés présent dans le milieu pendant un temps défini. Classiquement ils sont composés c
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adsorbant (ou d’'un absorbant) capable de piéger les contaminants chimiques du milieu & analyser sans mécar
d’extraction actif. Les contaminants diffusent donc du milieu vers I'échantillonneur de maniére constante jusqu
une condition d’équilibre non atteinte a I'échelle du temps d’échantillonnage. L'un des échantillonneurs passifs
plus adapté a I'’échantillonnage des substances pharmaceutiques est le POCIS (Polar Organic Chemical Integr
Sampler) (Munaron et 212011 ; Togola et Budzinski, 2008; Alvarez et aD04).

Les POCIS sont composés d'une phase adsorbante solide emprisonnée entre deux membranes
polyéthersulfone (PES). Ces membranes présentent des diamétres de pores de 0,1 um permettant le passas
contaminants vers la phase adsorbante (Figure 4 et B)gure

g; —_—
CHZD Disque acie
inoxydable
— —
Membranes en — Ph
” S el ——————
Polyéther sulfone ase
e
e Disque acie
inoxydable

Figure 4 : Schéma d'un POCIS (Polar Organic Chemical Intergrative Sampler)

Pour les installations sur le terrain, un dispositif permet d’exposer simultanément 3 échantillonneu
(Figure 6). Un systéme de protection des échantillonneurs est aussi disponible, qui limite le dép6t de macro-dé
sur le dispositif et permet de fixer 'ensemble sur un support et d’ajouter des poids pour le lester et ainsi assurer
exposition permanente (Figure 7).

Figure 5 : POCIS Figure 6 : Holder, dispositif de fixation des 3 POCIS

Figure 7 : Cage protectrice des Echantillonneurs POCIS.

Dans le cadre de ce travail, I'approche PRC (Performance Reference Compound) (etuakin002)
a été utilisé afin d’améliorer I'aspect quantitatif de I'échantillonnage par les POCIS (Polar Organic Chemic:
Integrative Sampler). Des composés de référence et de performance (PRC) ont été introduits dans les POCIS ¢
leur exposition (Mazzellat al., 2010). Les PRC sont des molécules non interférentes, isotopiquement substitués
dont la désorption durant la période d’exposition permet de calculer un taux d’échantillonsége(R$, si)-
Trois molécules PRC ont été utilisée ici la DIA(déisopropyl-atrazinesjl la caféine G et le salbutamoldLa
DIA ds est un PRC validé en eau douce par Mazallal (2007, 2010). La validation des autres PRC et leur
validation en milieu estuarien sont en cours de finalisation dans la these d’Angel Belles (These actuellement
cours et encadrée par Hélene Budzinski).
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Le taux d’échantillonnage (Rs) établit un lien direct entre la quantité de composés retenue par les POCIS
leur concentration dans le milieu (Alvarez et2004; Vranaet al, 2005).

[CDOCIJ = [CeaL] X RS X t

OuU [Guodd : Concentration dans le POCIS (ng.g -1)
[Cead : Concentration moyenne dans I'eau pendant la période d’exposition (ng.L-1)
Rs : Taux d’échantillonnage (L. j-1.g-1)
t: Temps (j)

Afin de pouvoir déterminer la concentration des composés ciblés dans I'eau a partir de la quantité
composés accumulés dans le POCIS, il faut donc connaitre le temps d’exposition (t) et le taux d’échantillonne
(Rs) de chaque molécule ciblée. Traditionnellement le Rs est déterminé en laboratoire en conditions contrblées
les valeurs de Rs obtenues en laboratoire sont utilisées pour calculer les conceimtrsitiodes composeés ciblés.
Cependant le Rs est soumis a des variations en fonction des conditions du milieu (courant, turbulence, tempéra
biofouling, salinité...) (Figure 8). Il varie donc selon les conditions environnementales.

Figure 8 : Facteurs influencant ke et Rs (Belles com. pers.).

7

Afin de corriger ces variations induites par les conditions environnementales, I'approche PRC a é
développée dans les POCIS (Mazzellaal, 2010, Huckinget al, 2002). Un ou plusieurs composés PRC sont
introduits dans les POCIS avant leur immersion. La désorption de ces composés durant la période d’expositior
permettre le calcul d'une constante de désorption (ke) qui suit une cinétique d'ordre 1 dans le cas d'échal
isotrope :

d Crocis
—— = —keC
dt e Cpocis

L’introduction de PRC et le suivi de leur cinétique de désorption du POCIS vers le milieu va don
permettre de calculer la constante de désorption ke des PRC in situ.

[C POCIS prc]
Ke prC i sitw = — IN—————
[C pocis preto]

Ou ke : constante de désorption
[C POCIS prc] : concentration des PRC aprés exposition des POCIS
[C POCIS prc to] : concentration des PRC avant exposition des POCIS
t : temps d’exposition

Cette constante ke est directement corrélée au Rs et varie en fonction des conditions du milieu, plus ke
faible plus Rs sera faible, et inversement (Figure 8). L'obtention de cette constante dans les conditic
environnementales permet ensuite par comparaison aux Rs et aux ke obtenues durant les calibrations en labor:
de déterminer un Rsi, (Petty et al., 2004)

RSin situ = (kein situ/ kecalibratior) X Rscalibration

Ou Rsp iy : Taux d’échantillonnage calculé in situ dans les conditions environnementales.
ke in siu: Constante de dépuration déterminé in situ dans les conditions environnementales.
Ke calibration: CONstante de dépuration déterminé en laboratoire en conditions controlées.
RS aiibration - TAUX d’échantillonnage déterminé en laboratoire en conditions controlées.
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Figure 9 : Principe de quantification par les PRC (Belles com. pers.)
(PRC : Performance Reference Compounds, md : masse d’analytes aprées exposition, ke : Constante de dépuration, Rs : taux
d’échantillonnage)

Ce Rg sy déterminé dans les conditions d’expositiorsitu va permettre de déterminer la concentration

des composés ciblés dans le milieu exprimé en'ng.L

Dans le cadre de ce travall, les taux d’échantillonnage (Rs) de différentes SP ont pu déterminés dans un pre:
temps au laboratoire dans des conditions d'expérimentations contrblées (calibration laboratoire). Nous av
déterminé les taux d’échantillonnage (Rs) de plus de 50 molécules. Nous avons identifié deux potentiels compc
PRC (caféine, salbutamol) et enfin nous avons étudié et démontré le peu d’influence des variations des conditi
environnementales telles que le pH et la salinité sur les Rs. De fagcon a améliorer I'aspect quantitatif de I'ot
(notamment vis-a-vis des conditions hydrodynamiques) nous avons dans une seconde phase développé et opt
l'utilisation des PRC. Les couples kg / Rsan, Ont été déterminés, permettant ainsi une approche quantitative plus
fine sur les échantillonneurs exposés dans le milieu (Figyre 10

Figure 10 : Taux d’échantillonnage (Rs labo) déterminés en laboratoire en conditions controlées.

@ Ibuprofene
0,45 B-Naproxen
A Gemfibrozil
04 X Ketoprofene
* Carbamazépine

035 ® Clenbuterol
+ Nordiazepam
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# Doxepine /
02 | itriptiline
Bromazepam / /
0,15 ——<Alap ‘ /
0,1
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Y

Figure 11 : Relation entre la constante d’élimination (ke) de la caféine
et le taux d’échantillonnage Rs de quelques pharmaceutiques modéles.
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[1.3. Application des méthodes optimisées et développées au suivi environnementale de |'estuaire

[1.3.1. Stratégie d’échantillonnax

Afin d’évaluer les nivaux de concentrations deifférentes SP dans le milieu étudiéde quantifier les
apports de SP par les STE@Rs campagnes de préléevements ont été res sur 5 sites sur I'estua (8
campagnes « milieu ») stir 4 STEP6 campagnes « STEP ») (Tableau 4, Figure 12).

Tableau 4: Campagnesd’'échantillonnage menées dans le cadre du projet Meds

Date Milieu Dissous Milieu STEP
POCIS

Campagne 1 08/03/2011
Campagne 2 05/04/2011
Campagne 3 04/05/2011
Campagne 4 15/06/2011
Campagne 5 19/07/2011
Campagne 6 30/08/2011
Campagne 7 13/10/2011
Campagne 8 23/11/2011

X | %X [% |%X |%X (%X | % |%
X |%X |[% |% |% %
X |%X |[% |% |%X %X

Pour les campagnesmilieu », cinq sites d'échantillonnage répartigit au long de I'estuairont été
choisis :
» Poses au niveau du barrage afin de caractériserpportsen SP venant deamont
« Elbeuf: au niveau du pont routier afin de caractériser les niveaux de contamination aval
« La Bouille: au niveau du bac pour caractériser les niveaux de contamination apre
» Caudebec en Cawau niveau du dernier poni devant la mairie
* Honfleur: au niveau du radar de Honfl

Les campagnes ont été conduites de mars a novembre 2011 dans des conditions de marée sin
préléevements ont été réalisés a marée descendante de I'amont vers I'aval sur des ccde marée d’environ
80. Le premier prélevement a Poses a toujours été réalisé au moment de la marée haute au Havre ¢
prélevement au niveau de Honfleur & marée |. Sur chaque site, des prélevements ponctuels d’eau o
réalisés. A partir du mois dmai en parallél des prélevements ponctuels des échantillonneurs passifs ¢
POCIS ont été déployés.

. ® Caudebecen Caux

% 's
- SITER‘Rouen
B Fabouille @, &

R LAl AN S, r
STEP Elbeuf §5e 1.8 Poses

Figure 12 : Localisation géographique des stations de prélevements sur I'estuaire et des 4 STEP échantill
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Pour les campagnes « STERjuatre STEP ont été suivi@tp://assainissement.developper-
durable.gouv.fr/):

« STEP Elbeutf Saint Aubin les Elbeuf (capacité nomin118 000 EH débit de référence 800 ni.j?)
Prélévements moyennés 24h de 11h ¢ débit moyen lors des prélévemerit8 000 +900 rhj™.

« STEP Rouen Le petit Quevilly (capacité nominale £ 000 EH débit de référence 85 00Cj™)
Prélévements moyennés 24h de 8h débit moyen lors des prélévemer@i§ 600 +15000 rhj™.

« STEP Tancarville Tancarville (capacité nominali 800 EH débit de référence 30C°j™)
Prélevements ponctuels

« STEP Le HavreLe Havre (capacité nominale 000 EH débit de référence 52 00Cj™)
Prélevements moyennés 24h de Oh .

[1.3.2. Contamination des STI

Dans les rejets d&tations d’épuration I'ensemble des 97 SP d'usage courant et d'usagique ont été
suivis et 71 molécules ont été détect#u moins 1 fois. La Figure 1fBustre les niveaux de concentrations moy
en SP retrouvés dans les effluents des 4 STEP durant la période d’étude. Les concentrations moyenne:
ne présentent pas de différensigificatives et sont de l'ordre de 8 p™.

Figure 13 : Concentrations totales moyennes en SP retrouvées dans les 4 STEP échantillc
Les concentrations exceptionnellement fortes retraaéenoins de juin dans I"effluent de Tancarville ont été écadégsu de dnnées pour cette représentation, afin que le
profil atypique vraisemblablement du a un dysfonctionnement de la STEP a ce moment la ne marque pas la tendar

Afin d’aller plus loin dans l'interrétation des niveaux de concentration desi8ns les effluents de STE
les Figure 14, Figure 15 et Figui€ illustrentles variations de concentration des différentes STEP, ains
'empreinte moyenne de contamination. Les concentrations des différentes STEP présentent un profil de
comparable avec des concentrations en SP pluss en juin, puigjui diminuent pendant I'é, et réaugmentent a
'automne.Les STEP d’Elbeuf et de RoL présentent des profils d@ntaminations similaires dominés par
bétabloquants comme le sotalogténolol le propranolokt le bisoprolol, des antibiotiques appartera la famille
des quinolone comme la ciprofloxacine et la norfloxacine ou a la famille macrolides comme la
clarithromycine et I'érythromycine, desnti-inflammatoire non stéroidien (AINS)omme le diclofénac et le
kétoproféne et un antiépileptique, régulateur de I'humeur la carbamazépine. La STEcarville qui est la seule
STEP suivi par échantillonnage ponc, présente une forte concentration de paracétamol au mois d(70
ng.L™"). Cette forte concentration exceptionnelle du mois de juin a été exclue de la représentation de I'em
contamination moyenne (Figurgd) afin de ne pas marquer les tendandgstte forte concentration
paracétamol estorrélée a la présence d’autres composés a des concentrations plus forte que la moyenne
caféine (4378 ng.D), la théophylline (3066 ng™), l'aténolol (2043 ng.L, I'azythromycine (943 ng™), la
spiramycine (498 ng:t) le sulfaméthoxazole 1988 n(%) la sulfapyridine (1659 ng™). Par ailleurs, le profil
moyen (hors prélevement du mois de j montre que la proportion d’antibiotiquesd’AINS est plus important
gue dans l'effluent deSTEP d’Elbeuf et RouerLa caféine et la théophylline apparaissent égalemel
proportions significatived.a STEP du Havre présente un profil de contamination Iégerement différent de:
de Rouen et d’Elbeuf aveane proportion plus importante d’antibiotiis et une moindre proportion
bétabloquants.
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Figure 14 : Empreintes et concentrations des différentes substances pharmaceutanalysées dans les effluents de statit
d’épuration.
Les concentrations exceptionnellement fortes retraméenoins de juin dans I”effluent de Tancarville ont été écardégsu de dnnées pour cette représentation, afin que le
profil atypique vraisemblablement du a un dysfonctionnement de la STEP a ce moment la ne marque pas la tendar
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Figure 15: Concentrations moyennes retrouvées pour les différen
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Les concentrations exceptionnellement fortes retrouvées au moins de juin dans I"effluent de Tancarville ont été écartées du jeu de données pour cette représentation, afin que le profil atypique vraisemblablement du a un dysfonctionnement de la STEP a ce ir

tes substances pharmaceutiques détectées dans les effluents des STEP de Tancarville et du Havre durant la p
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marque pas la tendance générale

Figure 16 : Concentrations moyennes retrouvées pour les différen



Les données de concentrations obtenues dans le cadre de ce suivi ont été comparées pour quelques mole
modeles aux données obtenues dans des travaux antérieurs (Togola, 2006). Les concentrations retrouvees sc
méme ordre de grandeur que celles observées en 2006. Dans la gamme des concentrations moyennes retrg
dans les STEP européennes (Tableau 6).

Tableau 5 : Comparaison des données obtenues dans le cadre du suivi Medseine avec des données antérieures (Togola, 2006)

STEP Elbeuf STEP Rouen STEP Tancarville
Togola, 2006 Medseine 2011 Togola, 2006 Medseine 2011 Togola, 2006 Medseine 2011
Caféine 54[nd-115] 163[34-446] 5¢[16-130] 33[9-66] 221[3-815] 761[19-4378]
Carbamazépine 367d-858] 413198-594] 324[nd-858] 37€[178-539] 813[113-2519] 797414-1308]
Diclofénac 9614-282] 58€[214-827] 47([14-282) 852[631-1156] 464[26-1014] 1257862-1691]
Gemfibrozil 1216-525] 12[5-26] 6¢[6-525] 14[2-34] 62[nd-135] 8[5-12]
Ibuproféne 10fhd-342] 36[14-61] 48[nd-342] 30[11-77] 44[7-95] 34[14-77]
Kétoprofene 21[21-1136] 361[63-698] 71[21-1136] 247[154-409] 988[nd-3903] 142[49-206]
Naproxén 14(nd-267] 90[13-244] 14€[nd-267] 11€[57-188] 160[14-620] 32[7-73]
Tableau 6 : Comparaison des données obtenues avec les données de la littérature
Composés Cette étude Pays Concentration Référence
Bibliographique
(ng.")
Caféine 373[9-4378] France 94 — 857 Togola 2006
Etats Unis jusqu’ a 9900 Battt al, 2006
Suéde Jusqu’a 220 Bendzet al, 2005
Carbamazepine 477 [157-1308] France 194 - 1506 Togola 2006
Suéde Jusqu’a 1180 Bendzt al, 2005
- 150 - 2300 Miegeet al2009
Ciprofloxacine 887 [294-2 465] Suisse 72 £14 Goletet al, 2002a
France 60 Andréozei al, 2003
Suéde 30 Andréozet al, 2003
Clarithromycine 266 [9-1235] Allemagne 240 Hirschet al, 1999
- 359 Miegeet al, 2009
Diclofénac 842 [214-1691] France 81 - 3243 Togola 2006
- 35-1950 Miegeet al, 2009
Diazépam 4[2-7 Allemagne jusqu’ a 40 Ternes, 1998
- nd a 20 Togola 2006
Erythromycine 236 [40-509] Allemagne 2500 Hirschet al, 1999
Allemagne 150 - 430 Huscheket al, 2004
UK 10 -1840 Petrovicet al, 2005
Canada 80 Petrovicet al, 2005
Gemfibrozil 12 [2-34] France 100 - 1372 Togola 2006
- 60 - 1340 Miegeet al, 2009
Ibuprofene 55 [11-200] France 67 - 1768 Togola 2006
Allemagne jusqu’a 3400 Terns, 1998
- 2 -24 600 Miegeet al, 2009
Kétoproféne 255 [49-698] France 139 - 3341 Togola 2006
- 40 - 1620 Miegeet al, 2009
Métoprolol 82 [0-248] France 80 Andréozziet al, 2003
Italie 10 - 100 Andréozzet al, 2003
Naproxéne 93 [7-263] France 1005 - 7355 Togola 2006
Ofloxacine 147 [28-556] France 330 - 510 Andréozzt al, 2003
Italie 290 - 580 Andréozzt al, 2003
Suéde 120 Andréozziet al, 2003
Paracétamol 8245 [35-70229] France 424 — 16 667 Togola 2006
Allemagne jusqu’a 6000 Ternes, 1998
Propranolol 291 [116-945] France 10- 40 Andréozziet al, 2003
Italie 10-90 Andréozziet al, 2003
Roxithromycine 139 [30-386] Allemagne 110 - 520 Huscheét al, 2004
Sulfaméthoxazole 266 [12-703] Italie 10 -30 Andréozet al, 2003
Allemagne 400 Hirschet al, 1999
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Les données de concentration en SP retrouvées dans les STEes ont été corrigées par le déde
référencedes STEP afin d’obtenir une approximation des flux de SP dis dans I'estuaire par ces rései
d’assainissementhttp://assainissement.developper-durable.gouv.frf) A titre de comparaison, IFigure 17
présente les débits de SP en sortie des STEP et du barrage de Poses ('axe des ordonnées es
logarithmique) Le flux de SP observeur le fleuve au niveau du barrage de Poses est 75 +5,89 kg alors
que cewobservés aux niveaux des STEP sont pour Rouer4d7 +0,07 kgJ pour Elbeuf de (08 +0,023 kg
pour Tancarville de 0,006 +0,009 k™ et pour Le Havre de 0,34 +0,20 ky.i.e fleuve au niveau de Pose app:
donc20 a 200 fois plus de SP que les STEP étu, le vecteur principal de SP dans I'estuaire est donc enc
I'heure actuelle l'activité anthropique en amont du barrage de Poses et selon toutes vraie les STEP de la

région parisienneomme par exemple la STEl'Acheére qui traite 7 50000 EH et affiche un débit de référei
de 2 300 000 fj™.

b

H| +

Figure 17 : Quantité de SP déversés pas jour dans I'estuaire au niveau du ba de Poses et par les différentes STEP étud
Les concentrations exceptionnellement fortes retraaéenois de juin dans I"effluent de Tancarville ont été écartées du jeuntéel® pour cette représentatiafin que le
profil atypique vraisemblableemt du & un dysfonctionnement de la STEP a ce moment la ne marque pas la tendanct

[1.3.3. Suivi de la contamination dans I'estuaire de S

Sur I'ensemble des Sites suivis tout au long de I'estuai4l SP sur les 97 molécules suivies ont
détectées au moins une fois. Eigure 18 illustre les variations de la concentration totale en SP retrouvées

BN

différents sites durant la période d’étude de mars a novembre Les concentrations les plus fortes ¢
retrouvées au niveau de Poses (1850 +741 ™) puis décroissent tout dong de I'estuaire. Les sites de Elbe
La Bouille, Caudebec et Honfleur présentent respectivement des concentrations moyennes 599 ng.L”,
640 +215 ng.[*, 498 +263 ng.L*, 188 4110 ng.L*. Globalement les concentrations en SP diminuent de I'a
vers I'aval vraisemblablement par un effet de dilution due a I'entrée d’eau marine dans I'estuaire. Cette ot

confirme les tendances déja observées (Togola, 20(confirme égement le fait que I'appomajoritaire de SP
dans I'estuaire vient de Poses.
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Figure 18 : Variation des concentrations en SP totales retrouvées sur les différents sites de I'estuaire de mars a novem|
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Les profils de contaminatierdéterminés sur les différents sitggreés analyse des prélevements ponc
d’eau sont représentés dan&igurel9. Sur I'ensembleas points suivis, les concentrations en SP semblent ¢
une évolution similaire présentant une Iégére augmentation des concentrations au niveau du mois de jui
hausse significative durant la période automnale vraisemblablement e aux pis infectieux. Cette tendance a
déja été observée au niveau des <. Les profils de contamination sont similaires, ils sont dominés par les
comme le kétoproféne, I'ibuproféne et le diclofénac, les bétabloquants comme le sotanolol et I'aténolc

antibiotiques comme I'érythromyci et la spiramicyne, la caféine et la carbamazépine représentent égalen
part importante des SP retrouvés dans I'esti
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Figure 19 : Empreintes et concentrations des différentes retrouvées dans les échantillons ponctt sur les stations de I'estuaire.

Les données obtenues au niveau du barrage de Poses lors de cette étude ont été comparées ave
antérieures (Togola, 20p6Afin d'illustrer les flux de SP de facon plus parlante, les flux de quelque
représentatives ont été calculés en nombre de comprimés déversés par jour au niveau du barrac
(Tableau 7)Pour le calcul, le débit du fleuve a Poses a été multiplié par la concentration déterminée de
I'eau prélevée au niveau du barra@Géobalement le nombre de comprimés déésest équivalent a celui déversé
en 2003, mis a papour I'ibuproféne o la quantité de comprimé a significativement dime (ce qui pourrait étre
du & une amélioration du traitement biologique e-méme des stations amont ou de 'adjonction de traite
tertiaire ou a unenoindre consommatiot

Tableau 7: Comparaison des données obtenues au niveau de Poses dans le cadre du suivi Medseine avec des données
(Togola, 2006)

Quantité de comprimés déversés par
au niveau du barrage dedeo

Togola, 2006 Medseine
carbamazépine (200 mg) 6 105 [584-16 816] 5906 [2951-12 312]
diclofénac (50 mg) 39154 [5030-81 900] 16 58 [4435-32 753]
gemfibrozil (450 mg) 498 [76-1 368] 475 [224-917]
ibuprofene (200 mg) 24932 [1031-108 149] 3076 [0-7 063]
kétoprofene (200 mg) 3466 [0-9527] 5065 [304-14 013]
naproxene (500 mg) 1941 [214-4 864] 1773 [609-2 922]

Paallelement aux échantillonnages ponctuels, un suivi de la contamination par des échantillonneu
de type POCISa été réalisé. Ces échantillonneurs ont été analysés par la nouvelle méthodologie a
permettant de suivre 53 SP usage courant et d’'usage spécifique sur une seule analyse. Les concentre
retrouvés dans les échantillonneurs exprimées .g" de phase sont présentées darFigure 20. Ces résultats
confirment les tendances déja observées et permettent également de mettre en évidence de nouvelles m
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suivies initialement dans I'échantillonnage ponctuel corl’acébutolol (bétabloquant), 'oxazépam (anxiolytiq
le bézafibrate (hypolipidémiant), la cétirizine (-histaminique), le disopyramideantiarythmiques) et le
méprobamate (myorelaxant, anxyolitig.
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Figure 20 : Concentrations des différentes SP retrouvées dans les POCIS sur les différentes stations de I'e

Les échantillonneurs utilisés dans le cadre de ce suivi contiennent des composés PRC permetta
d'une constante d’éliminatiom situ (ke i, sw). Grace a cette approcfRRC, les constantes d’éliminations
composés PRC que sont la DIA de la caféine ;3 et du salbutamolzdont étédétermin:in situ. La Figure 21
illustre les ke moyens retrouvés sur les différents sites. Dans I'ensemble les ke de la 3 et de la DIA ¢
sont équivalents, alors que celle du salbutamol est significativement plus élevé. Ceci est cohérent
tendances observées lors d’expérimentations en laboratoire ou lors d’exposition dans d’autres milieu
I'estuaire de la Gironde. On peut éement noter que les ke au niveau de Honfleur sont plus faibles, ce
s’expliquerpar le fait que les POCIS immergés au nivee radar de Honfleur ont st du biofouling dur (balanes
notamment) limitant les échanges entre les POCIS et le r
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Figure 21 : Moyenne des constantes d’éliminations (ke) déterminés in situ sur les différents sites durant la période d'étude du
mai 2011 au mois de novembre.

Les domées de concentration expries en ng.d dans les POCIeuvent étre transforres en
concentration dans I'eau sous réserve gis taux d'échantillonnage (Rs)es molécules quantifiéesent été
déterminées. En effet ltaux d’échantillonna établit un lien direct entre la quantité de composés retenue
POCIS et leur concentratiaans le milieu (Alvareet al., 2004; Vranat al., 2005).

[Cpoc|4 = [CeaJ X RS X t

OU [Gead : Concentration dans le POCIS (ng)g

[Cea] : Concentration moyenne dans I'eau pendant la période d’expositior?)
Rs : Taux d’échantillonnage (L. j-1.g-1)
t: Temps (j)

La Figure 23llustre les concentrations retrouvées sur les différents sites aprés éctnage ponctuel et
apres échantillonnage paspifur un composé mod: : la carbamazépind.es concentrations retrouvées son
méme ordre de grandeur. Les différences observées sont due au fait que les prélévements ponctuels (
image instantanéeeda contaminatiolau moment du prélevement d’ealors que les POCIS permettent d’a\
acces a la concentration moyenne d’'un composé durant la phase d'exgCette concentration moyenne peri
d’obtenir une vision intégréde la contamination et donc d'affranchir de la variabilité journaliére, et do
pouvoir calculer des flux de contaminants plus représes de la réalité.
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Figure 22 : Comparaison des concentrations obtenues aprés échannage ponctuel et aprés échantillonnage passif pou
carbamazépine sur I'ensemble de I'étude.
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[1l. Caractérisation des effets toxiques des effluents de stations d'épuration, des échantillons du mi
et des extraits des échantillonneurs pass

[11.1. Matériel et méthodeTechniqus utilisées

[11.1.1. Test sur micro-crustacé

[11.1.1.a. Bioessai naplien avec Eurytemora affir

Nous avons déterminé la toxicité des différents extraits aqueux a l'aide d’un test larvaEurytemora
affinis Les tests larvaires slEurytemora affirs s’appuient sur les travaux de Fo-Leray et al (2005) et
Devrekeret al. (2007) réalisés dans le cadre du programme Seine Aval 3. Les tests sont pratiqués en ¢
contrblées directement sur les premiers stades de développement du copépode, la phase nauplienne
toxiques sont suivis tout au long du développe nauplien.

Cycle de vie d’Eurytemora affinis

La durée du cycle de vie du copép E. affinisdépend des conditions abiotiques, néanmoins dar
conditions optimales le cycle dure entre 18 et 21 jours. Pendant son développement, le (E. affinis passe
par trois phases successives comportant des métamorphoses : la phase nauplienne (6 stades et 5 mu
copépodite (5 stades et 4 mues) avant d’atteindre I'age adulte caractérisé par un dimorphisnFigure 23).
Une foisle stade adulte atteint, les copépodes sont capables de se reproduire. Lors de la reproductic
capture et immobilise la femelle puis fixe un ou plusieursrmatophores. Une femelle peut porter plusit
spermatophores et par conséquent étre fécondée par plusieurs males. Une fois fécondées, les femelle
sac ovigeére contenant des ceufs. Elles sont ainsi facilement différenciables des autres

Eurytemora

affimis

Figure 23 : Gycle de vie du copépode E. affinis (d’apres Katona, 1970, modifié par Souissi, .

Prélévement et acclimatation

Les copépodek. affinisont été collectés a I'aide d'un filet WP2 (maillage 200 um) dans la zone
haline de I'estuaire de Seine prés du pont de Tancarville. Les échantillonnages ont été effectués contre
de jusant & marée descendante. Les organismes ont éténus dans des glacieres afin d’étre ramené
laboratoire. Arrivés au laboratoire, ils ont été transférés dans des béchers de 3,5 L et acclimatés aux
d’expositions (i.e. eau Volvic & 5 PSU, 15°C). Les copépodes ont ensuite été maintenus chambre
thermostatée a 15 °C et a une photopériode de 12 heures jour/12 heu
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Exposition des nauplii (Figure 24)

Trois réplicas d’extraitequeux provenant des différents points de prélevements dans I'estuaire ¢
sont déposés dans des cristallisoirs de 2,5 cm de diametre. Les naus de 24h (environ 30 a 50) sont al
placées dans chaque cristallisoir contenal mL d’extrait aueux. Les cristallisoirs contenant les nauplii ¢
ensuite placés dans une enceinte thermostatée a 18°C, au rythme circadien (12 heures de luminosité ¢
d’obscurité). Chaque jour, la viabilité des nauplii est vérifiée. Les animaux sont ravec une suspension
d’algues verteslgochrysis sple premier et le troisiéme jour. A™jour, la taille des individus (longueur (L
Figure 24)est évaluée (3 mesures de 10 individus par ré).

Figure 24 : Bio-essai nauplien avec Eurytemora affinis pour évaluer la toxicité des extraits aq.

[11.1.1.b. Test de neurotoxicité in vit

Réle de l'acétylcholinestérase

L’intensité des perturbations locomotrices peut étre quantifiée via la mesure de biom:
enzymatiques tels que l'activité acétylcholinestérase (AChE). En effet, cette enzyme est un neurol
permettant la transmission de l'influx nerveux au ru des jonctions neuromusculaires. Depuis de nombr
années, la mesure de cette inhibition chez les organismes aquatiques est également utilisée comme t
des effets neurotoxiques de certains contaminants (organophosphates et les carbam le cadre de la
surveillance de la contamination aquatique (Bocquené et Galgani., 1998 ; et al, 2003). La découverte de
I'existence d'une AChE unique et de forte activité cE. affinis (Forgetet al, 2002) a renforcé l'intérét ¢
I'utilisation de cette enzyme en tant que biomarqueur d’exposition aux contaminants chez cett

Purification de ’AChE

L'’AChE a été purifiéepar chromatographie d’affinité a partir d'échantillons triéEurytemora affinis
frais (Forgetet al., 2002). Le rendement de la purification a été de 80% et permet d’obtenir un
d’acétylcholinesterase a forte activité enzymatique de 15 a 2mL.

Exposition in vitro et dosage de I'activité ACI

Lors des essais réalisés a 4 °C, pl d’AChE puifiée est mis en contact aveqL d’échantillon a tester
(50 pL d’extrait aqueux ou 5ud’extrait organique), le temps d’exposition est de 30 min, puis on effectL
mesure de I'activité enzymatique de 'AChE par la méthode d’Ellman (1961) € a la lecture en microplaque
(Forgetet al,, 2003).
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[11.1.2. Evaluation de la présence de composés oestrogéniques, androgéniques et dioxin-like a l‘aide de
bioessais in vitro

Il est reconnu que les effluents de STEP urbaioestituent une source de contamination des milieux
aguatiques par les composés chimiques de type perturbateur endocrinien (PE) éTralys2®10, Belletet al.
2012). Un des mécanismes initiaux de l'action des PE consiste en leur capacité a se lier a certains récept
nucléaires (NR). Ces récepteurs sont des facteurs de transcription qui régulent I'expression de genes clés impli
dans les réponses cellulaires aux hormones. Une altération de l'activité de ces récepteurs peut donc conduire
dysfonctionnement cellulaire ou tissulaire susceptible d’affecter des fonctions physiologiques essentielles régul
par le systeme endocrinien comme le développement ou la reproduction.

Dans ce projet, la présence de deux grandes familles de polluants toxiques, les perturbateurs endocrinie
activité hormono-mimétique et les composés dioxin-like, a été testée a I'aide de bioessais in vitro décrits ci-ap
(Tableau 8). Ces tests sont basés sur l'utilisation de cultures cellulaires qui expriment de maniére permanente
gene marqueur artificiel (e.g. luciférase) ou endogene (e .g. cypla) dont I'induction est dépendante et spécifique
I'activation des récepteurs endogénes des hormones cestrogénes (ER), androgéenes (AR) et glucocorticoides (G
du récepteur des hydrocarbures aromatiques (AhR) (Tableau 8). Les tests ont été réalisés sur les extraits organ
des effluents de STEP et des prélevements d’eaux de surface.

Tableau 8 : Description et principe des tests cellulaires utilisés pour la détection de ligands environnementaux dans les extraits
organiques d’effluents et d’eaux de surface.

Lignées cellulaires Effet mesuré Méthode References
PLHC-1 Activation du récepteur de la Activité CyplA Laville et al, 2004
Cellules hépatique de poisson (Poeceliopsis | dioxine (AhR) (essai EROD)

lucida)

MELN Activation du récepteur des Dosage de la luciférase| Pillon et al, 2005

Cellules humaines MCF-7 exprimant de maniéfecestrogenes (ER) exprimé de
permanente le géne rapporteur luciferase couplénaniére endogéne
a un élément de réponse aux cestrogénes (ERE)

MDA-kb2 Activation/inhibition des récepteurs Dosage de la luciférase Wilson et al, 2002
Cellules MDA-MB-543 exprimant de maniére | des androgenes (AR) et des
stable le gene rapporteur luciferase couplé au | glucocorticoides (GR)

promoteur MMTV

Méthodologie

Les lignées cellulaires MELN et MDA-kb2, dérivées de cellules de cancer du sein, sont cultivées a 37°
sous 5% de CO2 dans du milieu nutritif complet DMEM (Dulbecco's modified Earles Medium, Gibco) en présenc
de 5 % de sérum de veau foetal (SVF) et 1% d'antibiotiques. Les cellules PLHC-1, dérivées de cancer du foie
vairon tropical, sont cultivées a 30°C sous 5% de @&nhs du milieu EMEM (Earle's salt minimal essential
medium, Gibco) supplémenté par 5% de SVF et 1% d'antibiotiques. Vingt-quatre heures avant le test, les cellt
sont ensemencées en plaques de cultures de 96 puits a raison de 105 cellules par puits. Pour le test d'ac
cestrogénique (cellules MELN), le milieu est remplacé par du milieu dépourvu de rouge de phénol et en prése
de SVF préalablement déstéroidé.

Les cellules sont exposées pendant 4 h (PLHC-1) et/ou 24 h (MELN, MDA-kb2, PLHC-1) aux différent:
extraits organiques dilués 200 fois dans le milieu de culture (concentration finale de 0.5 % v/v), ceci afin
s'affranchir d'une toxicité du solvant. Chaque plaque de culture inclue un témoin négatif (solvant seul), un tém
positif (cestradiol (E2) 10 nM, dihydrotestostérone (DHT) 10 nM, benzo(a)pyrene (BaP) 0,3 uM ou dioxin
(TCDD) 1nM, selon le test) et une gamme de dilution de I'’échantillon a tester (0,5 a 0,005% vol/vol). Apre
exposition, 'activité luciférase (cellules MELN et MDA-kb2) est mesurée par luminescence apres ajout du subst
luciférine (0,3 mM) dans les puits. L'induction du CYP1A (cellules PLHC-1) est déterminée par la mesure c
l'activité EROD (7-éthoxyrésorufine-O-dééthylase) au spectrofluorimétre apres ajout de 7-ethoxyrésorufine (2 ul
dans les puits. Les résultats bruts sont exprimés en unités de luminescence ou de fluorescence relatives a l'ac
maximale induite par le témoin positif.
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Lorsque les échantillons sont positifs, les courbes-réponse sont modékes a 'aide de la macro Ex
RegTox (Vindimian, 2012) et les EC20 (concentration en échantillon donnant 20% d’effet) sont déter
partir des courbes modélisées. Les teneurs en équi-toxiques (TEQ) sont alors calculées selon I'équati
TEQ = EC20 de la substance de référence / EC20 de I'échantillon, en g d’ég-toxique/L d’échantillon de
départ. Les limites théoriques de détection dans I'échantillon sont calculées a partir de 'EC5 (conc
donnant 5% d’effet) de la substance référence, selon I'équation : LD = EC5 de la substance de référ

concentration d’échantillon maximale testée (en L d’efflu

[11.2. Résultats obtenus

[11.2.1. Test sur micro-crustacé

[11.2.1.aBioessai nauplien avec Eurytemora aft

Effets sur la survie
Les résultatprésentés sont la survie pour tous les extraits aqueux prélevés le long de I'estuaire de
cours de I'année 2011 (Figure 25-&ure26).

La Figure 25orésente la survie du premier st de développement du copépcEurytemora affinisapres
une exposition de 6 jours en condition semi statiques (renouvellement du milieu & J3) a des extrai
provenant de différents points le long de I'estuaire de Seiin’apparait ici aucune dilrence significative par
rapport au Témoin selon le mois de prélévement et selon les sites d’échantillonnage, excepté pour |
agueux provenant de la Bouille en avril et juillet 2

survie (%)

avr-11 | mai-11 | juin-11 | juil-11 laolt-11| avr-11 |mai-11 | juin-11 | juil-11 |300t-11) avr-11 | mai-11 |juin-11 | juil-11 (300t-11) avr-11 | mai-11 | juin-11 | juil-11 ao00t-11 awr-11 |mai-11  juin-11 | juil-11 aodt-11

Blanc Honfleur Poses Caudebec La Bouille Elbeuf

Figure 25 : Survie des nauplii acours des 6 jours d’exposition aux différents extraits aqueux de I'estuaire de Seine, en ordonnée
le pourcentage de survie et en abscisse les différentes stations d'dllonnage.
*représente une différencsignificative par rapport au contr6leUnilateral Mann-Whitney rank sum test ; p<0,0*

La Figure 26représente les effets létaux des extraits aqueux pris a la sortie de trois s’épuration
(Elbeuf, Rouen et Tancarville) situées le long de I'estuaire de Seine aval, il apparait sur cet histogramme
significatifs sur la survie du stade nauplien du copéEurytemora affinisnotamment pour les effluents en so
de la STPP d’Elbeuf qui semblent les plus toxiques, suivi de Rouen et de Tancarville, on observe dans ce
d’exposition des mortalités proche ou inférieur a 5
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Figure 26 : Survie des nauplii au cours des 6 jours d’expositiaux différents extraits aqueux de I'estuaire de Seine, en ordonnée fi
le pourcentage de survie et en abscisse les différentes stations d’échantillonnage. *représente une difference sigipar rapport au
contréle (Unilateral Manr-Whitney rank sum test ; p<0,05).

Effets sur la croissance

La taille est mesurée le jour de I'éclosion et aprés 6 jours de développement, il s’agit donc de la c
du premier stade de développement : la phase naupl

En ce qui concerne les effets sucroissance nauplienne (Figure) 2fbus les extraits testés exceptés «
de la station d’'Honfleur en mai et aolt 2011 ont entrainé un ralentissde la croissance des nauplii de fa

significative par rapport au témoin, méme si tous les nauplii ont atteint en 6 jours le dernier
développement nauplien (N6).
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Figure 27 : Croissance des nauplii au cours des 6 jours d’exposition aux différents extraits aqueux de I'estuaire de Seine, en o
figure le croissance en um (J80) et en abscisse les différentes stations d’échantillonno représente aucune différence signiative
par rapport au contrdle (Unilateral Man-Whitney rank sum test ; p<0,0¢

Lors des expositions aux extraits aqueux prélevés en sortie de station d’épuration, les composés |
leurs concentrations plus élevéms un effet sur la croissar dans tous les cas d’exposition cde que soit la

STEP ou quel que sdi mois de prélevement, puisqu’en moyenne la croissance esium ce qui représente la
moitié de celle du témoin (Blanc STEP) (Jum) (Figure 28).
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Figure 28 : Croissance des nauplii au cours des 6 jours d’exposition aux différents extraits aqueux en sortie de STEP se dévers
I'estuaire de Seingen ordonnée figure la croissance qum (J6-J0) et en abscisse les différentes stations d’épuration. Tous les b
représentées sont significativement différente par rapport au Blanc /STEP (Unilateral Whitney rank sum test ; p<0,0¢

[11.2.1.b.Test deneurotoxicité in vitrc

Effet sur l'activité AChE in vitro

Les Figure 29 et Figure 3@présentent I'impact neurotoxique des extraits aqueux des différents pc
prélevements le long de l'estuaire de seine et des effluents de trois stations d’épurations. En effet
acétylcholinestérasest un biomarqueur d’exposition aux neurotoxiques mais elle est également représent
activités locomotrices &urytemora affini (Cailleaudet al,, 2011).

Les extraits aqueux ne présentent pas d'effet significatif sur I'Activité Ain vitro, seul le prélévement a
Caudebe@n avril 2011 entraine une inhibition de 50% de I'activité par rapport au témoin. Néanmoins ur
neurotoxique plus fort est observé avec les expositions aux effluents des Stations d’é

Figure 29 : Activité AChE in vitro aprés une exposition de 30 minutes aux différents extraits aqueux de I'estuaire de Seine, en or
figure le % d’activité AChE d’Eurytemora affinis par rapport au controle et en abscisse les différentes stid’échantillonnage.
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Figure 30 : Activité AChE in vitro aprés une exposition de 30 minutes aux différents effluents de STEP de I'estuaire de Se
ordonnée figure le % d’activité AChE d’Eurytemora affinis par rapport au conie et en abscisse les différentes ST

Les Figure 31 et Figure 32présentent I'impact neurotoxique des extraits organiques des différents
de prélevements le long de I'estuaire de seine et des effluents de trois stations d’épi

Pour les expositions aux extraits organiques, I'impneurotoxique dsplus important, la moitié de ¢
extraits organiqgues issus des difféegroints de prélevements entraine une inhibition de I'activité AchE supé
a 50%.

Pour les extraits organiques desuents des stations d'épurations, I'actik€hE in vitro est inférieure a
50% par rapport a I'activité témoin dans tous les cas d’expo

On peut noter que les blancs de manipulations ont un effet sur 'activité AChE purifié de I'ordre
probablement lié au DMSO, le solvant utilisé ples extraits organiques.

Figure 31 : Activité AChE in vitro aprés une exposition de 30 minutes aux différents extraits organiques de I'estuaire de Se
ordonnée figure le % d’activité AChE d’Eurytemora affinis par rappoiu contrdle et en abscisse les différentes stati
d’échantillonnage.
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Figure 32 : Activité AChE in vitro apres une exposition de 30 minutes aux différents effluents de STEP de I'estuaire de Se
ordonnée figure le % d’actit® AChE d’Eurytemora affinis par rapport au contréle et en abscisse les différentes £

[11.2.1.c.Conclusion

Les effets observés les plus marquants sont sur la croissance du premier stade nauplien qui au c
6 jours d'exposition effectue normalement 'ues successives pour passer du stade N1 au stade NG6. |
d’histoire de vie, la cresance, est un paramébeaucoup plus sensible que la mortalité chez le stade na
d’Eurytemora affinis Les effets observés sont probablement du a des inteies avec certains récepteurs
ecdystéroides, qui sont a I'origine, de la synthése de I'hnormone de mue (20 HE). Cette hormone de mue
concentration dans I'hémolymphe des crustacés déclenche la production de chitobiase, capable de ¢
chitine, une degnzymes nécessai pour le bon déroulement de la mue et la succession des stades n
D’autre part une croissance plus faible des organismes peut s’expliquer par la mobilisation de r
énergétiques fixes dans le but d’effec une détoxication des composés plutdt que de favoriser le dévelopy
de l'animal.

Les effets neurotoxiques ne sont observés de fagon significative qu’aprés une exin vitro avec des
extraits organiques, et ce quelque soit la saison ou I'ef de la station d’épuration, ce test d’'inhibition ACin
vitro semble prometteur pour effectuer des screening rapides d’extraits organiques d’échantillons nature
cadre d’un suivi et de I'évaluation de la qualité des milieux aquat

Pour finir, les échantillons issus des prélevements a la sortie des stations d’épuration se révelent
plus toxiques que les autres stations d’échantillonnage le long de I'estuaire de Seine, avec des effets imgf
la croissance et sur l'agtié AChE des copépodes estuariEurytemora affinis

[11.2.2. Evaluation de la présence de composés oestrogéniques, androgéniques -like a l‘aide de
bioessais in vitro

[11.2.2.a.Activité dans les effluents de ST

Une activité cestrogénique a été détectée dansemble des préléevements d'effluerFigure 33). Dans
une majorité de cas, les concentrations mesurées sont relativement homogénes d’'une péiantillonnage a
une autre, variant de 1,6 a 7 ng EQ/L. Ces niveaux de concentrations correspondent & des niveaux cour:
rencontrés en sortie de STEP urbaines francaise (Labadie et Budzinski 2005, et al., 2010, Bellett al.,
2012). Le suiviemporel de ces stations a néanmoins permis d'identifier deux prélevements, a Elbeuf en ¢
(19 ng E2EQ/L) et a Tancarville en juin 2011 (78 ng-EQ/L), qui présentent des concentrations en -
aestrogenes significativement plus fortes. Ces me révélent probablement un dysfonctionnement ou ur
d’activité a cette périodd.a forte activité retrouvée au niveau du prélévement ponctuel réalisé a Tancar
juin 2011, peut étre mis en relation avec les fortes concentrations en SP retror ce point (par exemple
paracétamol 70 ugl....) qui laissent également & penser qu'il y eu un dysfonctionnement sur crnée
d’exploitation sur la STEP (ou rejet d’eau non traitée par exemple par bypass intentionnel lors d’une mail
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ng E2-EQ/L

Tancarville

Figure 33 : A : Activité cestrogénique mesurée dans les extraits d'effluents de STEP a 'aide du test MELN. En juin 2011, l'activité
mesurée a Tancarville était de 78 ng E2-EQ/L. Aucune activité n'a été détectée dans le blanc d’expérimentation. Les barres d’erreur
correspondent aux intervalles de confiance (95%) ; LD = limite de détection de 0.7 ngE2-EQ/L.

La Figure 34 présente les activités mesurées avec le test MDA-kb2, qui co-détecte la présence de comp
activateurs des récepteurs des androgenes et des glucocorticoides. Il est notable que des activités agot
sont détectées dans tous les prélevements des STEPS dElbeuf et de Rouen. Ces activités varient
6 & 30 ng DHT-EQ-L. Ce résultat est particulierement intéressant dans la mesure ou la présence de compos
activité stéroidienne autres que les cestrogene-mimétiques dans les effluents est encore peu documentée. Des
trés récentes montrent néanmoins la présence d’'androgenes et de corticostéroides dans divers effluents ur
(Chang et al., 2007, Van der Linden et 2008, Bellet et al2012). Notre étude suggeére que la présence de ce type
de molécules dans les rejets de Rouen et Elbeuf. Sur la station de Tancarville, aucune activité n'a été déte
hormis dans le prélevement de juin 2011 dans lequel une trés forte activité (323 ng DHT-EQ/L) est mesurée. C
mesure coincide avec la forte activité observée avec le test MELN et les fortes concentrations en SP égaler

observées sur ce prélevement (Figure 33), ce qui confirme un possible dysfonctionnement au cours ou précé
cette période d’échantillonnage.
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Figure 34 : Activité androgénique et/ou glucocorticoide dans les extraits d’'effluents de STEP a I'aide du test MDA-kb2. En juin 2011,
I'activité mesurée a Tancarville était de 323 ng DHT-EQ/L. Aucune activité n'a été détectée dans le blanc d’expérimentation. Les barres
d’erreur correspondent aux intervalles de confiance (95 %) ; n.d. = activité non détectée ; LD = limite de détection de 4.4 ng DHT-EQI/L.
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Pour compléter le diagnostic sur la présence de composés biologiqguement actifs dans les extraits,
agonistes du récepteur de la dioxine (AhR) ont été rechewthéame induction de l'activité EROD dans les
cellules PLHC-1. Les résultats montrent une induction tres modérée de I'activité EROD apres un temps co
d’exposition (4 h), induction qui ne persiste pas aprés 24 h d’exposition des cellules. Ce constat indique que
composeés responsables de ces effets sont rapidement dégradés dans le systéme d’essai, probablement \
métabolisme cellulaire. Ce type d’induction transitoire a été tres bien décrit pour des composes tels que les H/
(Louiz et al, 2008). Les courbes dose-réponses obtenues aprés 4h ont néanmoins permis de quantifier des acti
exprimées en équivalents BaP, et présentées dans la Figure 35. Ces activités, qui varient entre 0,1 et 0,3 ug
EQ/L, pourraient correspondre a des concentrations résiduelles en HAPs et dérivés plus polaires dans la pl
soluble. Il n’y a pas de variation significative liée a la période d’échantillonnage.

0,9

0,8

0,7
0,6

0,5

ug BaP-EQ/L

0,3

Tancarville

Figure 35 : Activité de type HAP dans les extraits d’effluents de STEP a 'aide de l'induction de l'activité¢ EROD dans les cellules PLHC-
1 aprés 4 h d’exposition. Les analyses de juin et juillet n’ont pu étre réalisées. Aucune activité n'a été détectée dans le blanc
d’expérimentation. Les barres d’erreur correspondent aux intervalles de confiance (95 %) ; LD = limite de détection de 0.02 ug BaP-
EQI/L.

[11.2.2.b.Activités dans le milieu naturel

La Figure 36 représente I'activité luciférase déas cellules MELN exposées aux extraits des eaux
prélevées a différents points de I'estuaire de la Seine. Les concentrations des extraits en composés cestrogén
sont globalement inférieures au seuil de détection (0,7 ng E2-EQ/L), seules des inductions marginales de lucifél
sont observées sur Poses, la Bouille et Elbeuf en juin et juillet 2011.

Concernant le test MDA-kb2, aucune induction significative de la luciférase n'a été observée apre
exposition aux extraits organiques (Figure 37), suggérant les tres faibles concentrations (<4 ng DHT-EQI/L)
composes agonistes des récepteurs des androgénes et/ou des glucocorticoides dans ces extraits.
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Figure 36 : Mesure de I'activité luciférase dans les cellules MELN aprées exposition aux extraits d’eaux a différents points de
prélevement. T- : témoin cellulaire ; T+ : témoin positif cestradiol 10 nM ; Bk : blanc expérimental.

Figure 37 : Mesure de I'activité luciférase dans les cellules MDA-kb2 aprés exposition aux extraits d’eaux a différents points de
prélevement. T- : témoin cellulaire ; T+ : témoin positif dihydrotestostérone 10 nM ; Bk : blanc expérimental.

[11.2.2.c.Conclusion

Les analyses par les bioessaisvitro ont montré la présence dans les effluents de composés capable:
d’interagir avec les récepteurs hormones stéroidiennes. Dans certains cas, les niveaux d'activité cestrogén
mesurés (e.g. supérieures a 5 ng E2-EQ/L) correspondent a des concentrations capables d’induire des €
biologiques chez le poisson (Briehal., 2004, Naskt al,2005). Si plusieurs substances telles que les cestrogénes
naturels et de synthese ou des alkylphénols ont été bien identifiés comme contaminants actifs récurrents dar
type d'effluents, l'identification des composés responsables des effets observés dans la présente étude perme
de mieux appréhender le risque associé a ces rejets. Les composés actifs dans le test MDA-kb2 (tres probable
des androgenes) restent a étre identifiés.

L'analyse des composés inducteurs d'EROD a été menée a titre exploratoire. A priori, les substanc
responsables de cet effet (e.g. HAPS, PCBS-DL, dioxines...) sont plutdét hydrophobes et ont peu de chance d
retrouver en fortes concentrations dans la phase aqueuse. De maniere logique, des activités facilement dégrad
dans les systémes cellulaires ont été retrouvées et suggérent la présence de composés de type HAPs da
effluents. Des composés dioxin-like persistants ne sont pas détectés (< 3 ng TCDD-Eq/L).

Les analyses des prélevements ponctuels d’eaux de surface le long de I'estuaire n'ont pas permis |
détection, méme si la présence de composés cestrogénique est suggérée sur certains points (La Bouille, P
L'utilisation d’échantillonneurs passifs ou I'extraction de plus grands volumes d’eau (ici 250 mL) pour les biotest
permettrait d’augmenter la sensibilité.
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V. Etude de la dégradation des SP dans des effluents de STEP

Dans cette partie du projet, il s’agissait principalement :

- de déterminer parmi les SP détectés dans les effluents de stations d’épuration quels étaient ceux
présentaient un forte sensibilité aux transformations photochimiques (soit rayonnement solaire, st
rayonnement UV)

- de savoir quels étaient les impacts des réactions de phototransformation sur les réponses aux bioes
d’effets toxiques.

La stabilité des SP dans les effluents collectés a été testée dans différentes conditions expérimentales :

- al'obscurité dans des contenants en verre ou en plastique,

- sous irradiation solaire simulé®>300 nm) pour comprendre I'impact du rayonnement solaire sur la
stabilité des SP,

- sous irradiation UV X=254 nm) pour simuler les cas de stations d'épuration équipée de systeme d
désinfection UV avant rejet dans le milieu naturel.

Les bioessais décrits dans le paragraphe 111.1.2 ont été appliqués sur des effluents des différentes stat
d’épuration soumis aux processus de photodégradation.

IV.1. Matériel et Méthodes

IV.1.1.Dégradation a I'obscurité des effluents (vieillissement)

Apres filtration, les échantillons sont placés dassflacons (en verre ou en polyéthylene a haute densité -
PEHD) recouverts de papier aluminium (afin de pallier tout processus de photodégradation) et laisser a I'obscu
a la température ambiante (22°C) pendant 24h et 48h. Les échantillons vieillis seront extraits et analysés selor
deux méthodologies décrites précédemment.

IV.1.2.Photodégradation sous irradiation solaire simulée

Le dispositif commercial (Figure 38) est équipénd@uampe a arc Xénon de 1500 W et d’'un filtre
éliminant la majeure partie des rayonnements L\W<a290 nm et des rayonnements IR. Ce dispositif permet ainsi
une réelle simulation du rayonnement solaire recu a la surface de la Terre (Figure 38).

Le dispositif commercial a été modifi€ comme présenté sur le schéma de la Figure 39 pour permet
lirradiation de volumes de solution plus importants. En effet, le dispositif commercial permet d'irradier
simultanément et de maniere reproductible un volume de solution limité & 200 mL. Ceci est insuffisant dans nc
cas car, pour chaque irradiation, un volume minimal de 500 mL était nécessaire afin d’obtenir les échantillons p
I'analyse chimique et les bioessais d’effets toxiques.

=

Figure 38 : (a) Photographie du dispositif commercial Suntest CPS+ ™ (Société Atlas) et (b) spectre d’émission de la lampe équipant le
dispositif comparé au spectre solaire défini selon la norme CIE 85.
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Ainsi, un réacteur ouveft. x D: 20 cm x 2,5 cmEouplé a un systéme de recirculation a été inste
l'intérieur de la chambre d’irradiation. L’effluent irrac (1,1 L) est stocké dans le réservoir et circule & un «
important de maniéere a rendrégtigeable le temps de séjour de la solution dans le réacteur devant le ten
d’irradiation.

La puissance d’éclairement est constante et réc400 W/nf. A chaque durée d’exposition sélectionr
le volume de solution nécessaire est prélevéité selon les protocoles décrits précédemn

7

| Réacteur | | Chambre de réactiqn

Figure 39 : Schéma complet du dispositif d’irradiation par simulation solaire incluant le systéme de recirculi

IV.1.1.Photodégradatiomiti€e par rayonnement U

Avant rejet des effluents de sons d’épuration, une étape de désinfectionrayonnement UV peut étre
installéedans le cas de rejet dans des zones particulierement ss comme des zones de baign ou de
conchylicultureLe but des expériences réalisées avec ce type de réacteur était de documenter le compor
SP si un tel traitement était appliqué.

Le dispositif expérimental est reproduit dan:Figure 40 Il s’agit d'un réacteur fermé de type batch d
volume total de 2 L. Une lampe a vapeur de mercure basse pression de puissance électrique de 6 W a
Ces lampes émettent plus de 95% de leurnnement a 254 nm. La lampe est placée au centre du réactet
une gaine en quartz transparente aux rayonnements UV. Le flux lumineux est régulierement cor
actinométrie chimique. Un volume c1,1 L deffluent a été irradié pour chaque expére. Les durées
d’irradiation ont été choisies de maniére a obtenir des doses UV réalistes par rapport a celles appliquées
temps d’exposition choisis (2 minutes et 5 minutes) correspondent respectivement a des doses U\m’ et
1000 J/rfi pour une eau résiduaire présentant une absorbance ccmi* & 254 nm.

Hg

Figure 4C : Schéma complet du dispositif d’irradiation UV 254 nm.
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IV.1. Résultats obtenus

IV.1.1.Sabilité des SP contenus dans les effluents de stations d’épuration

réalisé en utilisant un des effluents collectés dans le

cadre du projet. Des exemples de résultats sont présentés dans la Figure 41, par classe de composés.
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Figure 41 : Stabilité de SP classées par famille lors de I'étude du vieillissement sur 48 heures en contenant en verre (a) ou en
contenant PEHD (b). Les concentrations initiales ont été normalisées & 100 % mais varient de prés de*pqgy.l'aténolol

(par exemple) & quelques ng ipour lifosamide (par exemple).
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IV.1.2.Dégradation sous irradiation solaire simulée ou par rayonnement UV

Les phénoménes de dégradation induit par la lunfgakaire ou UV) peuvent étre dus a deux types de
réactions différents :

- les phénoménes provoqués directement par I'absorption de la lumiére par le composé. Ce sont al
des réactions de phototransformation directe qui dépendent essentiellement de quatre paramétres
rendement quantique (efficacité de réaction) et le coefficient d’absorption molaire, propres al
composeé, sa concentration dans le milieu et la transparence du milieu.

- les phénomeénes liés a la production d’especes radicalaires oxydantes a partir de la matiere organi
naturelle dissoute dans le milieu. Cette derniere absorbe la lumiere et généere des radicaux ¢
réagissent ensuite non seulement avec les composés dissous dans le milieu mais également ave
matrice inorganique et la matiére organique elle-méme. Ces réactions dépendent a la base de
constitution du milieu mais il s’agit avant tout de cinétique compétitive et donc les composés les plL
réactifs apparaitront comme étant ceux présentant la constante de vitesse de second ordre la plus él
avec le radical oxydant et / ou ceux étant en plus forte concentration dans le milieu.

IV.1.2.a.Cas de trois anti-inflammatoires non stdieiis

La Figure 42 rapporte I'évolution de la concentratide trois anti-inflammatoires non-stéroidiens
(naproxéne, diclofénac et ibuproféene) lors de I'exposition des effluents deSTiBRau rayonnement solaire
simulé (a) d’'une part et au rayonnement UV (b) d’autre part. Peu de différences sont remarquables entre
différents effluents de STEP. Les différences de comportement semblent plus liées au composé lui-méme.

08 +
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Elbeuf Tancarville Rouen Elbeuf Tancarville Rouen

Figure 42 : Dégradation de trois anti-inflammatoires non-stéroidiens lors de I'exposition solaire simulée ou aux UV des effluents des
trois stations d’épuration.
Elbeuf : [Naproxéne]= 26 ng.L*, [Diclofénac]=1026 ng.L*, [Ibuproféne]=35 ng.L?,
Tancarville : [Naproxéne]= 24 ng.L*, [Diclofénac]=1602 ng.L*, [Ibuproféne]=61 ng.L?,
Rouen : [Naproxéne]= 311 ng.L, [Diclofénac]=981 ng.L*, [Ibuproféne]=35 ng.L™.

Ainsi, pour ce qui concerne le naproxéne, un abattement de I'ordre de 50 % est observé dans le cas
traitement des effluents par UV alors que ce composé n’'est dégradé qu’'a un maximum de 40 % lors de I'exposil
solaire des effluents. Pour le diclofénac, aussi bien I'exposition solaire simulée que I'exposition aux rayons L
aboutissent a une dégradation supérieure a 90 %. Seul le cas de I'effluent de Tancarville sous exposition solair
permet d’obtenir qu'un abattement de l'ordre de 70 %. Enfin, I'lbuproféne semble avoir un comportemer
particulier, difficile a rationaliser car autant I'exposition solaire que les rayons UV aboutiraient soit & un
dégradation compléte soit a une dégradation faible voire nulle. Il convient de souligner que les concentrations
trois composeés sont trés différentes d’un effluent a I'autre et d'un composé a I'autre. Néanmoins, il est reconnu
le Diclofénac est un composé qui subit des réactions de photodégradation rapide (Mazlli2006) alors que
I'lbuprofene est relativement stable vis-a-vis des rayons UV et n'absorbe pas la lumiére solair
(Szabo et aJ 2011).
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IV.1.2.b.Cas des antibiotigues

La Figure 43 présente I'évolution des concentratien antibiotiques lors de la dégradation sous lumiere
solaire simulée et sous irradiation UV d’'un échantillon d'effluents de la station d’épuration de Rouen. De
tendances similaires sont observées avec les autres effluents.
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Figure 43 : Dégradation des antibiotiques lors de I'exposition solaire simulée ou aux UV dans un effluent collecté a Rouen.

Globalement, les antibiotiques sont dégradés a des taux plus élevés lors de l'irradiation solaire que lors
'exposition aux rayons UV. Seuls les antibiotiques de la famille des fluoroquinolones (et assimilés) sor
particulierement bien dégradés par les rayons UV. Ceci est en accord avec les résultats de la bibliographie
indiquent une photosensibilité particuliéere des fluoroquinolones (Fesahil999). Les antibiotiques de la famille
des sulfonamides sont eux par contre relativement stables. Il convient également de souligner la photoréacti
particuliere du réronidazole sous irradiation solaire alors qu'il est relativement stable sous irradiation UV. Ce
résultat est cohérent avec le fait que kranidazole présente une photodégradation directe lente (PradostJoya
al., 2011). Les réactions de photodégradation directe (sous UV) sona goiaci lentes alors que les réactions de
photodégradation indirecte pourraient étre beaucoup plus efficaces (sous irradiation solaire).

IV.1.2.c.Cas de composés R-bloquants et antiviraux

La Figure 44 présente I'évolution des concentratidlune série de compospshloquants et antiviraux
lors de la dégradation sous lumiére solaire simulée et sous irradiation UV d’'un échantillon d’effluents de la stati
d’épuration de Rouen. Globalement, ces SP sont assez stables vis-a-vis des irradiations (solaires ou UV).
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Figure 44 : Dégradation deg8-bloquants, anticancéreux et antiviraux lors de I'exposition solaire ou aux UV dans un effluent collecté
a Rouen.
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IV.1.2.d.Bilan

Les résultats obtenus montrent une diversité depodement, qui était attendue. Comme indiqué
précédemment les réactions de dégradation (directe ou indirecte, sous UV ou sous irradiation solaire) des comp
organiques et notamment des substances pharmaceutiques dépendent a la fois des caractéristiques intrinsequ
composés (SP) mais également des caractéristiques du milieu. Il est difficile dans le cadre de ce projet
rationaliser completement les comportements observés. En effet, il aurait été nécessaire pour cela d'avoir
caractérisation globale des effluents collectés (spectre UV, COD ou DCO, concentration de nitrate,...), C
parameétres impactant en effet trés fortement les réactions de photodégradation.

IV.1.3.Evolution de I'activité oestrogénique, androgénique et dioxin-like d’effluents de STEPs soumis aux
processus de photodégradation

La Figure 45 rapporte l'induction cestrogéno-dépatelde la luciférase dans les cellules MELN exposées
aux extraits organiques d’effluents avant et apres traitement de photodégradation. La concentration en extrait es
0,5 % v/v dans le milieu de culture des cellules.

Les résultats montrent une tendance a I'augmentation du potentiel cestrogénique des 3 effluents testeés &
une exposition solaire. En revanche, le traitement aux UV ne semble pas affecter I'activité cestrogénique
effluents.

Figure 45 : Activation de la luciférase dans les cellules MELN apres exposition aux extraits d’effluents de STEP avant (T0O) et aprés
traitement UV pendant 2 (T2’ UV) ou 5 minutes (TS’ UV) ou au rayonnement solaire (ST) pendant 6, 12 ou 24h. Aucune induction n’est
notée pour les blancs d’expérimentation (Blc Solv, Blc Cart) par rapport au témoin cellulaire non traité (T-). Les résultats sont des

moyennes de triplicatstécartype.
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Un tout autre constat est retrouvé concernant le test d’activité androgénique dans les cellules MDA-k
(Figure 46). Dans ce test, si une activité est bien retrouvée dans effluents non traités (T0), les deux types
traitement photochimique inhibent significativement cette activité, dans les trois effluents testés.

Figure 46 : Activité luciférase dans les cellules MDA-kb2 aprés exposition aux extraits d’effluents de STEP avant (T0O) et aprés
traitement aux UV pendant 2 (T2’ UV) ou 5 minutes (T5' UV) ou au rayonnement solaire (ST) pendant 6, 12 ou 24h. Aucune activité n'a
été détectée dans les blancs d’expérimentation (Blc Solv, Blc Cart) par rapport au témoin cellulaire non traité (T-). Les résultats sont des

moyennes de triplicats + écartype.

Ces expériences montrent que les molécules responsables des effets cestrogéniques et androgéniques
differemment affectées par les traitements photochimiques infligés aux effluents. L’absence d’inhibition (par U\
voire I'augmentation de I'activité cestrogénique est un résultat notable qui suggére la production de métaboli
actifs sur le récepteur des estrogénes. A l'inverse, les composés responsables de I'effet dans le test MDA-
semblent completement dégradés aprés les traitements photochimiques, ce qui suggére gu’il ne s’agit pas
mémes composés actifs dans les deux cas.
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V. Conclusion

Le projet MEDSEINE avait plusieurs objectifs :

- Le développement et I'adaptation des protocoles et méthodes d’analyse pour doser les différen
substances pharmaceutiques et la mise en place de campagnes de mesure sur différents sites (na
et effluents de station d’épuration.

- Le développement et/ou I'adaptation d’échantillonneurs passifs de type POCIS (Polar Organi
Chemical Integrative Sampler) pour la mise en évidence et la quantification des substance
pharmaceutiques dans le milieu naturel et dans les effluents de station d’épuration.

- L’évaluation de la toxicité globale de différents échantillons (milieu, stations d’épuration et
extraits d’échantillonneurs passifs).

- L’étude des processus de photodégradation des effluents de STEP et de quelques compo
emblématiques de la contamination des milieux par les substances pharmaceutiques.

De nombreux résultats concernant ces différents objectifs ont été acquis lors du déroulement du projet. |
données obtenues sont issues de prélevements milieux et prélevement en stations d’épuration échelonnés
mars et novembre 2011. Les principaux points forts ou conclusions qui ressortent de notre étude sont :

- Le projet a permis d’acquérir de nouvelles données concernant la contamination de I'estuaire ¢
Seine par les substances pharmaceutiques.

Les méthodologies analytiques développées au LPTC dans le cadre de précédents proj
ont ainsi été consolidées et de nouveaux protocoles permettant la quantification des hormones (
assimilées) ou la quantification des métabolites de la carbamazépine ont été developpé. L
protocoles existants ont par ailleurs été fusionnés et retravaillés afin de proposer une nouve
méthode plus rapide permettant de quantifier 53 substances pharmaceutiques d’'usage courant
une seule analyse.

L'utilisation des POCIS a été étendue a un plus grand nombre de molécules grace a la mi:
en ceuvre de calibrations en laboratoire. L'aspect quantitatif des POCIS a été amélioré pi
l'introduction de deux PRC de type SP (caféine et salbutamol) et par I'utilisation d'un PRC de type
pesticides déja validé dans la littérature (DIA).

Nous avons pu valider I'utilisation des POCIS pour le suivi des SP en estuaire de Seine ¢

tester une méthodologie de surveillance qui s’est révélée adaptée et utilisable pour le suivi d
substances pharmaceutiques.

Le suivi de la contamination a été réalisé par échantillonnage ponctuel et par
échantillonneur passif de type POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler) afin d’'intégre
la variabilité des concentrations en substances pharmaceutiques dans le milieu.

Ces nouvelles connaissances confirment que la présence des substances pharmaceutic
dans l'estuaire de Seine provient trées majoritairement des entrées au niveau de Poses donc
I'activité anthropique de la région parisienne.

En intégrant les études antérieures on peut grace a ce travail avoir un suivi sur une dizai
d’année de la contamination en substances pharmaceutiques de I'estuaire de Seine montrant
d’évolution sur la situation tant qualitative que quantitative vis-a-vis des substances
pharmaceutiques.

L'échantillonnage des stations d’épuration ne révele pas de surprise majeure méme si e
analyses réalisées montrent que « I'empreinte substances pharmaceutiques » difféere un peu d’
station a I'autre.

En raison du nombre conséquent de molécules suivies dans ce projet nous sommes a meé
de proposer des traceurs a suivre pour évaluer I'évolution ou la non-évolution de I'état d
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contamination par les substances pharmaceutiques de I'estuaire de Seine ; nous pouvons égaler
proposer des traceurs de dysfonctionnement comme le paracétamol.

- Des tests de toxicité in vitro (INERIS), déja validés et spécifiques de la perturbation
endocrinienne et des tests in vivo (LEMA) développés dans le projet ont été réalisés.

Les testdn vitro ont montré des activités aestrogéniques dans les effluents de STEP ave
des pics d’activité pour 3 échantillons sur 18 (I'un étant trés certainement lié & un disfonctionnemel
de la STEP)

Les testsn vivo ont montré un retard de croissance lors de I'exposition des copépodes auy
préléevements environnementaux.

Les tests de neurotoxicité ne donnent des résultats significatifs que lors d’expasition
vitro a des extraits organiques des échantillons prélevés. Ce test pourrait étre utilisé pour effectt
des screening rapides d’extraits organiques d’échantillons naturels dans le cadre d’un suivi et
I'évaluation de la qualité des milieux aquatiques.

Les échantillons issus des prélevements a la sortie des stations d’épuration se révele
beaucoup plus toxiques que les autres stations d’échantillonnage le long de I'estuaire de Seine, a
des effets importants sur la croissance et sur I'activité acétylcholinestérase des copépodes estuar
Eurytemora affinis

- L'exposition des effluents de STEP a des rayonnements UV ou solaires a été réalisée s
certains effluents. A différentes doses ou temps d’exposition des analyses chimiques ont é
couplées aux tests de toxicité in vitro.

Les résultats obtenus montrent une diversité de comportement des substance
pharmaceutigues avec des composés trées photoréactifs et des composés avec une certa
photostabilité. Malheureusement, il est impossible de rationaliser complétement les comportemer
observés car une caractérisation globale des effluents collectés aurait été nécessaire, de nombi
paramétres impactant fortement les réactions de photodégradation.

Le couplage photodégradation / réponses aux bioessais d'effets toxiques montre que I
molécules responsables des effets cestrogéniques et androgéniques sont differemment affectées
les photo-traitements infligés aux effluents. L’absence d’inhibition (par UV) voire I'augmentation
de l'activité cestrogénique est un résultat notable qui suggére la production de métabolites actifs ¢
le récepteur des cestrogenes.

VI. Retombées opérationnelles

Parmi tous les résultats générés on peut distinguer ceux qui sont plus particulierement en lien avec des retom
opérationnelles potentielles.

Retombées opérationnelles :

- Développement de méthodologies analytiques
- Mise de ceuvre d’'une méthode d’analyse multi-résidus rapide et performante (utilisable en surveillapce)
- Méthodologie de surveillance des substances pharmaceutiques via les POCIS
- Typologie de la contamination de I'estuaire de Seine

- Comparaison de la situation présente avec celle du passé (évolution de la contamination en SP sun 10 an:s
- Base de comparaison pour suivre la contamination en SP en lien avec I'évolution des pratigues

consommation et des procédés d’'épuration.
- Hiérarchisation des sources : STEP versus amont
- Application de méthodologies de biomonitoring basées sur des bioessais
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VII. Perspectives
Quelques questions restent en suspens a l'issue de ce travail :

- Quelles sont les substances pharmaceutiques présentes dans les effluents de STEP qui ¢
responsables des effets dans les bioessais de toxicité ? Il faudrait pour répondre a cette ques
procéder a une étude de type « EDA — effect directed analysis » qui n’a pas pu étre menée dan:

cadre du projet.

- Lors du couplage photodégradation / bioessais, il est apparu que les effets mis en évidence |
les tests étaient plus intenses lors de la photodégradation. Pourquoi ? Quelle(s) substance
pharmaceutique(s) ? et par quel processus de photodégradation ? et pour donner quel
photoproduit(s) finalement plus actif(s) ? Sur cet aspect aussi, une approche « EDA » devrait ét
entreprise.

VIII. Difficultés rencontrées

Rappel sur le déroulement du projet et sur une difficulté majeure :

Nous avons été obligés de décaler notre approche terrain. En effet, les échantillonnages terrain et ST
devaient étre menés dées 2012 en parallele de nos travaux laboratoire et de nos développements analytiqu
méthodologiques mais nous n'avons pas réussi a obtenir la permission pour avoir acces aux rejets des STE
Rouen et d’Elbeuf du fait d'une méfiance forte a I'égard des scientifiques depuis I'émission « Du poison dans I'e
du robinet » de Sophie Le Gall programmé le 17 mai 2010 sur France 3. Malgré de nombreuses relances €
nombreuses tentatives de discussion et communication, nous nous sommes heurtés a un blocage assez fort
gue compréhensible, pénalisant nos travaux. Nous avons avancé dans la négociation et la communication e
blocages se sont levés fin du premier trimestre 2011. Nous avons donc démarré les échantillonnages en mars
avec prés de 8 & 10 mois de retard. Nous avons pu rattraper notre retard et nous avons compensé le manq
points a 18 mois qui étaient prévus a tire de comparaison avec les 6 premiers mois par le suivi de la statior
Havre qui n’était pas prévue et quelques points milieu naturel supplémentaires. Les derniers échantillons ont
traités il y a peu et I'exploitation des résultats bien qu’avancée n’a pas pu étre aussi intégrée que nous l'auri
souhaité. Nous n’avons par exemple pas pu croiser comme nous I'aurions voulu les résultats de chimie avec
résultats de biologie. L'interprétation croisée se poursuit donc dans la thése de Van Hoi Bui. Ce retard explic
aussi le manque de publication (cf paragraphe X). Nous avons pu produire des communications orales et
affiches mais du fait de la génese tardive des résultats il n'y a pas encore de publications. Nous enaisageo
minima deux publications : la premiére centrée sur les résultats du suivi en lui-méme basé sur les prélévem
ponctuels et sur les POCIS ; la seconde comparant les résultats a ceux génées par le LPTC lors des travaux de
de Anne Togola et permettant ainsi de proposer un suivi sur 10 ans de la communication en SP de I'estuaire
Seine (basé sur une quinzaine de molécules).
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