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RESUME

L’urbanisation croissante et la propagation des activités humaines entrainent 1’augmentation de
I’apport de nombreux micropolluants dans le milieu aquatique. Le compartiment aquatique est alors
défini comme le réceptacle ultime de la pollution environnementale apportée par diverses sources : les
effluents municipaux et industriels, les lixiviats des sites d’élimination des déchets solides, le ruissel-
lement des eaux urbaines et des eaux des sites agricoles.

Parmi les contaminants retrouvés dans 1’eau, il y a les psychotropes (benzodiazépines, antidépresseurs,
antiépileptiques, etc...) qui appartiennent a la grande famille des médicaments. Ce sont des molécules
biologiquement actives, ubiquistes, qui sont principalement d’origine urbaine, qui sont apportées con-
tinuellement dans 1’environnement aquatique et qui sont fortement consommées au niveau mondial.
Depuis quelques années, les scientifiques commencent a s’ intéresser a cette famille thérapeutique mais
il existe encore un réel manque de connaissance sur I’intégralité du probléme de diffusion des psycho-
tropes, de leur passage en station d’épuration a leur présence dans I’environnement et enfin a leur im-
pact sur les organismes aquatiques. Ces travaux de theése cherchent donc a documenter ce point en se
focalisant sur I’étude de la présence, du devenir et de I’impact des psychotropes dans la Garonne es-
tuarienne (France) et le fleuve Saint Laurent (Québec, Canada).

Dans un premier temps, une méthode analytique multi-résidus permettant 1’analyse de 47 psycho-
tropes dans les eaux usées et les eaux de surface a été développée et validée. Des échantillonneurs
passifs de type POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler) ont été calibrés et validés afin de
permettre le suivi intégratif et continu des psychotropes dans les eaux de surface.

Dans un second temps, les effluents d’entrée et de sortie de station d’épuration des agglomérations de
Bordeaux en France et de Repentigny et Montréal au Québec ont été caractérisés. Les résultats de cette
étude montrent que les traitements épuratoires de chacune des stations d’épurations étudiées ont une
efficacité limitée pour éliminer les psychotropes dans les eaux usées. Par la suite, le suivi effectué dans
la Garonne estuarienne et dans le fleuve Saint Laurent a mis en évidence la présence de psychotropes
dans I’environnement qui sont majoritairement apportés par I’amont des villes de Bordeaux et Mon-
tréal.

La comparaison des résultats obtenus pour la France et le Québec montre qu’il existe bien des habi-
tudes de prescriptions et de consommations différentes entre les deux pays. Méme si les procédés
d’épuration sont différents entre les deux pays (traitement secondaire en France et primaire au Qué-
bec), I’efficacité d’élimination sur la famille thérapeutique des psychotropes reste insuffisante. Enfin il
a été observé que le débit du milieu récepteur jouait un rdle important dans la dilution et le devenir des
composés.

Dans un troisieéme et dernier temps, des études in vitro et in vivo ont montré que certains psychotropes
pouvaient avoir un impact toxique sur les bivalves d’eau douce étudiés (Elliptio complanata et Corbi-
cula fluminea) lors d’exposition de composés seuls ou en mélange a des concentrations de I’ordre du
mg.L’1 (concentrations expérimentales) et méme du ng.L’1 (concentrations environnementales).

Mots-clés : psychotropes, stations d’épuration, Garonne estuarienne, fleuve Saint Laurent, toxicité,
Elliptio complanata, Corbicula fluminea, expositions in vivo et in vitro.






ABSTRACT

Title : Presence, fate and impact of psychotropic drugs in the Garonne estuarine (France) and the St.
Lawrence River (Quebec, Canada).

Increasing urbanization and human activities cause an increase of micropollutant input in the aquatic
environment. The water compartment is then defined as the ultimate receptacle of environmental pol-
lution originating from various sources: municipal and industrial wastewaters, leachates from solid
waste disposal sites, waters of urban and agricultural runoff.

Among the contaminants found in the water, there are psychotropic drugs (benzodiazepines, antide-
pressants or antiepileptics) belonging to the family of pharmaceuticals. These are biologically active
molecules, ubiquitous, which are mainly of urban origin, which are continuously introduced into the
aquatic environment and are heavily consumed around the world.

In recent years, scientists have begun to show interest for this therapeutic family, but there is still a
real lack of knowledge about the full psychotropic diffusion problem; from their presence in
wastewater treatment plant to their presence in the environment and finally to their impact on aquatic
organisms.

In this global perspective these thesis works seek to document the presence, fate and impact of psy-
chotropic drugs in the Garonne estuarine (France) and the St. Lawrence River (Quebec, Canada).
Firstly, a multi-residue analytical method for the analysis of 47 psychotropic drugs in wastewater and
surface waters has been developed and validated. POCIS passive samplers were calibrated and vali-
dated for continuous integrative monitoring of psychotropic drugs in surface waters.

Secondly, the treatment plant influents and effluents of Bordeaux in France and Repentigny and Mon-
treal in Quebec have been characterized. The results of this study show that treatment processes of
studied wastewater treatment plants have limited performances to remove psychotropic drugs in
wastewaters. Thereafter, the monitoring performed in the Garonne estuarine and in the St. Lawrence
River has highlighted that the presence of psychotropic drug in the environment is mainly related to
upstream input of Bordeaux and Montréal.

Comparison of the results obtained in the two countries surveyed show that there are many different
patterns of prescriptions and consumption between the two countries. Although the treatment process-
es are different between the two countries (secondary treatment in France and primary in Quebec),
their removal efficiency is still insufficient for psychotropic drugs. Finally it was observed that the
flow rate of the receiving environment plays an important role in the dilution and the fate of the com-
pounds.

In a third and final stage, in vitro and in vivo studies have shown that some psychotropic drugs could
have a toxic impact on the studied freshwater bivalves (Elliptio complanata and Corbicula fluminea)
upon exposure alone or in mixture with concentrations in the order of mg.L™" (tests concentrations) and
even ng.L'1 (environmental concentrations).

Keywords: psychotropic drugs, waste water treatment plants, Garonne estuarine, St. Lawrence River,
toxicity, Elliptio complanata, Corbicula fluminea, in vivo and in vitro exposures.
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ABREVIATIONS

125 : géne de I’ ARN ribosomique mitochondrial

act : géne de la B-actine

ADN : Acide DesoxyriboNucléique

ADNec : Acide DesoxyriboNucléique complémentaire

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

Ansm : Agence national de sécurité du médicament et des produits de santé
ARN : Acide RiboNucléique

ATC : Anatomique, Thérapeutique, Chimique

ATP : Adénosine TriPhosphate

BAPE : Bureau d’ Audiences Publiques sur I’Environnement

BSA : Bovin Serum Albumin (Albumine de sérum bovin)

cat : géne de la catalase

CdH : Clos de Hilde

CEs : Concentration Efficace médiane

CHE : Clos de Hilde Entrée

CHET1 et CHET?2 : Clos de Hilde Entrée Traitée 1 et Entrée Traitée 2
CL5 : Concentration Létale médiane

cox 1 : géne de la sous-unité 1de la Cytochrome C oxydase

COX : CycloOXygénase

CSBE : Commissaire de la Santé et du Bien-Etre

DBO : Demande Biochimique en Oxygene

DBOs : Demande Biologique en Oxygeéne pendant 5 jours

DCE : Directive Cadre sur I’Eau

DCO : Demande Chimique en Oxygene

DCF : 2,7-dichlorofluorescein

DCFH-DA : 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate

DIA d5 : Déslsopropyl-Atrazine d5

DMSO : Diméthylsulfoxyde

ECP : Eau Claire Parasite

ECPP : Eau Claire Parasite Permanente

ECPM : Eau Claire Parasite Météorique

EDTA : Ethyléne Diamine TétraAcétique

EH : Equivalent Habitant

EI : Etalon Interne

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (dosage immuno-enzymatique sur support solide)
EMA : European Medicines Agency (Agence européenne du médicament)
ERO : Especes Réactive de I’Oxygene

EU : Eaux Usées

FSC : Forward Scatter Height (lecture de la taille relative d’une cellule avec un cytomeétre en flux)
gst : gene de la glutathion transférase

H,O0, : peroxyde d’hydrogene

HAP : Hydrocarbure Aromatique Polycyclique

21



Abréviations

HCI : Acide Chlorhydrique

HLB : Hydrophilic Lypophilic Balance

IC : Indice de Condition

IGS : Indice Gonado-Somatique

IL : Ile Lebel

INCB : (International Narcotics Control Board) Organe International de Contrdle des Stupéfiants
INERIS : Institut National de I’Environnement Industriel et des risques

IP : Iodure de Propidium

ISRS : Inhibiteur Sélectif de la Recapture de la Sérotonine

JM : Jean Marcotte

Koc : coefficient de partage entre la fraction de carbone organique et I’eau dans le sol ou le sédiment
Kow : coefficient de partage octanol-eau

LC-MS/MS : Liquid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry

LDI : Limites de Détection Instrumentales (= IDL : Instrumental Detection Limits)

LDM : Limites de Détection Méthodologiques (= MDL : Method Detection Limits)

LF : Louis Fargue

LFE : Louis Fargue Entrée

LFED : Louis Fargue Entrée Décantée

LFET : Louis Fargue Entrée Traitée

LG : Le Gardeur

LPTC : L’équipe de Physico-Toxico Chimie de I’environnement

LQI : Limites de Quantification Instrumentales (= IQL : Instrumental Quantification Limits)
LQM : Limites de Quantification Méthodologiques (= MQL : Method Quantification Limits)
MAGEST : Marel Gironde Estuaire (réseau d’observation automatisée pour la surveillance de la qua-
lité des eaux de 1’estuaire de la Gironde)

MCX : Mixed Cation exchange

MEC : Mesured Environment Concentration (concentration mesurée dans 1’environnement)
MES : Matiéres en Suspension

Métolachlore ESA : métolachlore acide sulfonique

Métolachlore OA : métolachlore acide oxanilique

MBR : bioréacteur 8 membrane

MRM : Multiple Reaction Monitoring

mt : géne de I’isoforme 1 de la métallothionéine

MTs : Métallothionéines

NaCl : Chlorure de sodium

NO : Nitric Oxide (Oxide nitrique)

NOEC : No Observed Effect Concentration

NQE : Normes de Qualité Environnementale

NQE-CMA : Normes de Qualité Environnementale - Concentrations Maximales Admissibles
NQE-MA : Normes de Qualité Environnementale - Concentrations Moyennes Annuelles a ne pas
dépasser

OCDE : Organisation de Coopération et de Développement Economiques

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAEQ : Programmes d’ Assainissement des Eaux du Québec

PBDE : PolyBromoDiphénylEthers

PBS : Phosphate Buffered Saline (tampon phosphate salin)

PCB : PolyChloroBiphényles

22



Abréviations

PCR : Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR : Real time quantitative Polymerase Chain Reaction)
PDMS : PolyDiMéthylSiloxane ou silicone

PEC : Predicted Environnemental Concentration (concentration prévisionnelle pour l'environnement)
PEHD : PolyEthyléne a Haute Densité

PES : PolyEtherSulfone

PK : Point Kilométrique

PNEC : Predicted No Effect Concentration (concentration prévisionnelle sans effet pour I'environne-
ment)

PNRM : Plan National des Résidus de Médicaments dans 1’eau

PNSE : Plan National Santé Environnement

POCIS : Polar Oragnic Chemical Integrative Sampler

PRC : Performance Reference Compounds

PRRI : Programme de Réduction des Rejets Industriels

PTFE : PolytéTraFluoroEthyléne

R : Rendement d’épuration moyen

RM : Résidus Médicamenteux

RQ : Risk Quotient (quotient de risque environnemental)

SAGE : Schémas d'Aménagement et de Gestion des Eaux

SPE : Solid Phase Extraction

SBSE : Stir Bar Sorptive Extraction

sod : gene de la mt : géne de la supéroxyde dismutase

SSC: Size Scatter Height (lecture de la complexité interne d’une cellule avec un cytomeétre en flux)
STEP : STation d’Epuration

TNF o : Tumor Necrosis Factor a (facteur de nécrose tumorale)

UPLC MS/MS : Ultra Performance Liquid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry
VGE : Valeurs Guides Environnementales
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INTRODUCTION

En 1930, la production mondiale de produits chimiques est d'un million de tonnes, aujourd’hui elle est
passée a 400 millions. En Europe, 100 000 composés organiques et inorganiques sont commercialisés,
30000 a 70 000 seraient utilisés quotidiennement, cependant l'impact toxicologique de seulement
3 000 de ces molécules est connu. Ces données sont essentiellement obtenues pour les produits chi-
miques dont la production a débuté apres l'application de la directive européenne 67/548/CEE, qui
contraint les industriels a fournir des données toxicologiques sur les produits qu'ils souhaitent com-
mercialiser.

Chaque jour, les activités humaines dispersent une grande variété de contaminants chimiques dans
I’environnement. Les eaux de surface et les nappes phréatiques sont particulierement affectées par ces
pollutions ponctuelles ou diffuses. Le compartiment aquatique est alors défini comme le réceptacle
ultime de la pollution environnementale apportée par diverses sources : les effluents municipaux et
industriels, les lixiviats des sites d’élimination des déchets solides, le ruissellement des eaux urbaines,
le ruissellement des eaux des sites agricoles et les retombées atmosphériques (Bedding et al., 1982).
Face a I’abondance et la variété des molécules polluantes, face a la complexité de leurs effets sur les
écosystemes et le vivant, les gestionnaires et les acteurs de 1’eau expriment un besoin croissant de
connaissances, d’outils et de méthodes opérationnelles. Les politiques publiques européennes souhai-
tent retrouver et/ou préserver la santé des milieux aquatiques ; pour cela ils adoptent la Directive
Cadre sur I’Eau (DCE) et ses directives filles, qui structurent depuis 2000 1’effort communautaire de
surveillance et de protection des milieux aquatiques. La DCE demande aux états-membres, un effort
de recherche et de développement dans de nombreux domaines : de la chimie environnementale a la
modélisation des transferts dans les bassins versants, de 1’écotoxicologie a I’ingénierie de
I’assainissement.

Plusieurs études ont ainsi montré la présence d’une multitude de polluants chimiques dans les compar-
timents aquatiques. En Europe, une étude a cherché a donner un large apercu de la contamination des
eaux de surface. Sur les 100 rivieres étudiées issues de 27 pays européens, plusieurs familles de com-
posés ont été détectées : des perturbateurs endocriniens, des acides perfluorés, des plastifiants, des
détergents, des pesticides, des hormones et des médicaments (Loos et al., 2009).

En France, de 2007 a 2009, un bilan de présence des micropolluants dans les milieux aquatiques a fait
état de la recherche de pres de 950 produits chimiques dans les rivieres, plans d’eau, eaux souterraines,
et sédiments des eaux superficielles. Sur I’ensemble des composés chimiques recherchés, 60% sont
des pesticides ; les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (générés lors de divers processus
de combustions : transports, incinération, chauffage) sont fréquemment retrouvés dans les cours d’eau
de métropole et les polluants persistants tels que les polybromodiphényl-éthers (PBDE) (utilisés dans
I’industrie comme retardateurs de flamme) ou les polychlorobiphényles (PCB) sont présents dans les
sédiments de nombreux cours d’eau (Dubois et Lacouture, 2011).

Les avancées dans la chimie analytique ont permis de développer des méthodes plus sensibles permet-
tant de détecter plusieurs micropolluants organiques ayant des propriétés physico-chimiques variées
dans des gammes de concentrations différentes allant du ng.L"' au mg.L" (Schwarzenbach et al.,
2010).
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Ces progres en instrumentations analytiques ont donc permis de mettre en évidence depuis une dizaine
d’années la présence de molécules retrouvées a I’état de traces dans I’environnement. Ces composés
dits émergents sont constitués entre autres des produits pharmaceutiques, des stéroides, des détergents,
des désinfectants, des produits cosmétiques, des retardateurs de flamme phosphatés, des antioxydants
ou encore des drogues illicites. A titre d’exemple, aux Etats-Unis, une étude portant sur 139 cours
d’eau a montré que les composés les plus fréquemment retrouvés sont des micropolluants émergents,
tels que les stéroides, les médicaments (avec ou sans prescriptions médicales), les désinfectants, ou
encore les antioxydants (Kolpin et al., 2002).

Les médicaments congus pour étre biologiquement actifs, sont ubiquistes ; leur principale origine est
urbaine et leur apport dans I’environnement aquatique est continu. Bien que régulieérement étudiés
dans de nombreux programmes de recherche, le devenir, la présence et I’impact de ces molécules dans
I'environnement ne sont pas encore assez documentés et ni spécifiquement réglementés.

Depuis quelques années, les scientifiques commencent a s’intéresser a la famille thérapeutique des
psychotropes (benzodiazépines, antidépresseurs, antiépileptiques, etc...) car ce sont des molécules
fortement consommées au niveau mondial. Malgré les recherches mises en ceuvre, il existe un réel
manque de connaissance sur un grand nombre de molécules psychotropes, sur leur devenir dans les
stations d’épuration et dans 1’environnement, sur leur présence dans le milieu aquatique et enfin sur
leur impact toxique sur les organismes aquatiques.

C’est dans ce contexte que s’inscrivent ces travaux de theése qui visent a comprendre 1’intégralité du
probléme de diffusion des psychotropes, de leur passage en station d’épuration a leur présence dans
I’environnement et enfin a leur impact sur les organismes aquatiques. Les objectifs de cette theése sont
de développer et valider des méthodes analytiques et d’échantillonnage afin de renseigner les niveaux
de concentrations et les comportements des psychotropes sélectionnés dans les différents comparti-
ments aquatiques étudiés : effluents d’entrée et de sortie de stations d’épuration (STEP) bordelaises et
québécoises, eaux de la Garonne et eaux du Saint Laurent. Ce suivi de la contamination en psycho-
tropes en France et au Québec a permis alors de comparer ces deux pays qui sont différents au niveau
des habitudes de prescription et de consommation de ces composés, au niveau des traitements épura-
toire mis en place dans les STEP mais aussi au niveau de leur hydrosystéme récepteur. Pour finir, cette
étude a aussi pour objectif d’apporter des renseignements sur 1’éventuelle toxicité de certains psycho-
tropes sur des bivalves d’eau douce.

Le premier chapitre de ce manuscrit est une synthése bibliographique sur 1’état des connaissances sur
la contamination des milieux aquatiques par les médicaments et plus particulierement par les psycho-
tropes. Ce chapitre présente la consommation, les sources d’introduction, le devenir, la présence et la
toxicité de ces molécules pour 1’environnement. Cette synthése apporte aussi quelques informations
sur I’impact des psychotropes par I’intermédiaire de I’utilisation de biomarqueurs. Enfin le fonction-
nement et les caractéristiques des deux hydrosystémes étudiés, la Gironde et le fleuve Saint Laurent,
sont abordés.

Le choix des molécules, les sites de prélevement, les techniques d’échantillonnage, les méthodes ana-
Iytiques, les organismes aquatiques et les biomarqueurs étudiés sont détaillés dans le second chapitre
de ce manuscrit.

Le troisieme chapitre présente tout d’abord le développement et la validation des méthodes analytiques

sélectionnées pour détecter dans les eaux de surface et les eaux usées, les 47 psychotropes choisis. Ce
chapitre traite ensuite de la calibration et de la validation des échantillonneurs passifs de type POCIS
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(Polar Organic Chemical Integrative Sampler) permettant le suivi intégratif et continu des psycho-
tropes dans les eaux de surface.

Le quatrieme chapitre décrit et discute les résultats obtenus sur la présence des psychotropes dans les
stations d’épuration bordelaises et québécoises et sur leur devenir dans les eaux de 1’estuaire de la
Gironde et du fleuve Saint Laurent. Une comparaison entre la France et le Québec conclut ce chapitre.

Le cinqui¢me chapitre de ce manuscrit présente I’étude de I’impact toxique de certains psychotropes
sur deux bivalves d’eau douce (Ellipto complanata et Corbicula fluminea) grace a : (1) une approche
in vitro avec des concentrations en composé de 1’ordre du mg.L™"' et méme de la centaine de mg.L™" et
(2) une approche in vivo avec des niveaux de concentrations en psychotropes qui ont été retrouvés
dans les STEP et dans les milieux aquatiques étudiés.

Pour finir, ce manuscrit se clot par une conclusion générale qui intégre 1’ensemble des résultats de ces
travaux de these et par la présentation de perspectives.
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De nombreux micropolluants sont présents dans le milieu aquatique, leur introduction est associée a
plusieurs activités de types domestiques, industrielles ou encore agricoles. Le compartiment aquatique
est alors défini comme le réceptacle ultime de la pollution environnementale apportée par diverses
sources (Bedding et al., 1982) :

-les effluents municipaux

-les effluents industriels

-les lixiviats des sites d’élimination des déchets solides

-le ruissellement des eaux urbaines

-le ruissellement des eaux des sites agricoles

-les retombées atmosphériques

Les avancées dans la chimie analytique ont permis de développer des méthodes plus sensibles permet-
tant de détecter des micropolluants organiques ayant des propriétés physico-chimiques variées dans
des gammes de concentrations différentes allant du ng.L"' au mg.L"'(Schwarzenbach et al. 2010). Ain-
si plusieurs types de composés peuvent étre détectés dans les eaux de rivieres (Kolpin et al., 2002)
(Tableau 1).

Tableau 1. Fréquence de détection par type de composes (source : Kolpin et al., 2002).
Fréquence de détection

Types de composés %)
Stéroides 89
Médicaments sans prescription 81
Répulsifs 74
Dérivés de détergents 69
Désinfectants 65
Plastifiants 63
Retardateurs de flamme 59
Antibiotiques 48
Insecticides 45
HAPs 44
Hormones 39
Autres médicaments 32
Antioxidants 29
Fragrances 27
Solvants 23

L’étude de Kolpin et al. (2002) montre que dans le milieu aquatique plusieurs classes de composés
sont retrouvées. Sur les 95 composés recherchés, ceux qui sont les plus fréquemment détectés sont les
stéroides (89 %) mais aussi les médicaments sans prescription (81%). Parmi les différents types de
composés détectés, 5 groupes (médicaments sans prescription, antibiotiques, hormones, autre médica-
ments et fragrances) peuvent €tre rassemblés en une seule famille, celle des Médicaments et des Pro-
duits cosmétique au sens large. Ainsi ces résultats montrent une forte présence et fréquence de détec-
tion des Médicaments et Produits cosmétiques dans les eaux testées.

En Europe, il y a plus de 100 000 produits chimiques enregistrés et entre 30 000 et 70 000 seraient
utilisés quotidiennement. L’étude de Loos et al. (2009) a alors cherché a donner un large apercu de la
contamination des eaux de surface européennes. Pour cela, ils ont recherché 35 composés dans plus de
100 rivieres issues de 27 pays européens. Parmi les 35 molécules recherchées, il y a des composés
pharmaceutiques, des pesticides, des détergents, des hormones, des perturbateurs endocriniens, des
acides perfluorés, etc...

La Figure 1 présente la fréquence de détection en pourcentage des composés analysés.
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Les composés les plus fréquemment détectés sont le Nitrophénol (97%), le NEP1C (97%), le PFOA
(97%), la Caféine (95%), la Carbamazépine (95%), le PFOS (94%) et le Benzotriazole (94%). Sur
I’ensemble des pesticides et des médicaments analysés, 15 ont une fréquence de détection supérieure a
50%. Cependant les pesticides ne sont jamais détectés a des concentrations dépassant la centaine de
ng.L "' (sauf pour I’Isoproturon) alors que pour la plupart des médicaments, les concentrations maxi-
males retrouvées peuvent atteindre le ug.L" et méme la dizaine de ug.L"'. Cette différence de concen-
tration serait due a la période d’échantillonnage qui a eu lieu en automne et qui ne correspond pas aux
périodes de traitement des terres agricoles.

Certaines familles de contaminants peuvent avoir plusieurs sources comme les pesticides (d’origine
agricole et urbaine) alors que les médicaments sont principalement d’origine urbaine apportés en con-
tinu dans le milieu aquatique par les effluents de stations d’épuration (STEP). C’est pourquoi les mé-
dicaments sont généralement détectés toute 1’année a des concentrations plus ou moins importantes.

De par leur caractére ubiquiste, leur apport principal d’origine urbaine et leur apport continu dans le
réceptacle aquatique, les médicaments sont devenus un objet d’étude pour la communauté scientifique
cherchant a évaluer leur présence et leur impact dans 1’environnement.

1. Les médicaments

1.1 Définition

Le code de la Santé publique définit un médicament comme « toute substance ou composition présen-
tée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a l’égard des maladies humaines ou
animales, ainsi que toute substance ou composition pouvant étre utilisée chez [’homme ou chez
I’animal ou pouvant leur étre administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer,
corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immu-
nologique ou métabolique » (http://legifrance.gouv.fr article L.5111-1).

1.2 Réglementation francaise

a) Autorisation de Mise sur le Marché (AMM)

Les composés pharmaceutiques sont d’origine synthétique ou naturelle, ils posseédent des propriétés
curatives et préventives. IIs sont synthétisés pour le bien étre ou la santé des consommateurs. Ce sont
des molécules réglementées qui ont besoin d’une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) accor-
dée par I’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM) ou par
I’ Agence Européenne du Médicament (EMA). Cette réglementation est commune a 1’ensemble des
pays de 1I’Union européenne, elle permet ainsi de déterminer une grande partie des regles qui
s’appliquent aux médicaments en Europe.

L’AMM est demandée par le laboratoire pharmaceutique qui développe le médicament en vue de sa
commercialisation. Elle est basée sur un dossier comportant des données de qualité pharmaceutique
(aspects liés a la fabrication industrielle du médicament), de sécurité (ensemble des études in vivo
conduites sur des organismes non humains lors du développement préclinique) et d’efficacité (en-
semble des résultats des études cliniques menées sur I’Homme sain et/ou malade) du médicament a
commercialiser. Ainsi, I’ Autorisation de la Mise sur le Marché d’un médicament est établie a partir du
rapport bénéfices / risques (effets thérapeutiques du médicament / risques pour la santé du patient) qui
doit étre favorable, c’est-a-dire au moins équivalent a celui de produits déja sur le marché. Une fois
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commercialisé, le médicament est placé sous surveillance pour avoir une évaluation continue de son
rapport bénéfices/risques, qui peut changer au cours de la vie du produit pharmaceutique.

A partir de 2004 le dossier d’AMM a eu pour obligation d’évaluer les risques que pourraient présenter
le médicament pour I'environnement (la Directive 2004/27/CE) mais ce n’est qu’a partir de 2006 que
ce dispositif a été opérationnel (CGEDD, 2010).

L’évaluation du risque environnemental mis en place par 'EMA est caractérisée par une démarche
échelonnée (Figure 2) avec pour premiere étape I’évaluation de 1’exposition par estimation de la PEC
pour Predicted Environnemental Concentration (concentration environnementale prédite). Cette con-
centration est exprimée en mg.L™' et est obtenue selon I’équation suivante :

DOSE X Fpen
Q eaux usées X Dilution X 100

PEC =

Ou DOSE : dose journaliére maximale du médicament consommée par habitant (mg/hab/jour) ; Fpen :
facteur de pénétration du médicament sur le marché (valeur fixée a 1% par défaut) ; Q eaux usées :
quantité d’eaux usées par jour et par habitant sur la zone considérée (I/hab/jour) (valeur fixée par dé-
faut a 200 litres) et Dilution : facteur de dilution du composé entre 1’effluent de STEP et le milieu ré-
cepteur (fixé a 10 par défaut).

Si cette concentration est inférieure a une valeur seuil (10 ng.L'l, voir Figure 2) alors ’EMA conclut a
une absence de risque environnemental du médicament et donc s'affranchit de toute étude d'impact
environnemental de la molécule. Si la valeur de la PEC est supérieure ou égale a cette valeur seuil
alors le test passe a la deuxiéme étape qui est de définir, par des essais d’écotoxicité, la PNEC pour
Predicted No Effect Concentration (concentration prédite sans effet pour I'environnement)
(CGEDD, 2010).

Une fois les valeurs de PNEC obtenues, la caractérisation du risque peut étre calculée grace au rapport
PEC/PNEC. Si ce rapport est inférieur a 1 alors '’EMA conclut a une absence de risque pour
I’environnement du composé testé. Cependant s’il est supérieur a 1, la substance évaluée est considé-
rée comme présentant un risque pour le milieu considéré.
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Détermination de I’exposition
Evaluation de la PEC

OUI

PEC < 10ng.L! > STOP
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NON
‘ Identification et caractérisation
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|

Caractérisation des risques
PEC/PNEC

PEC/PNEC <1

PEC/PNEC > 1

Révisions des données de PEC et
PNEC et conclusion

Figure 2. Les différentes étapes de I’évaluation du risque environnemental, faite par ’EMA
(adaptée de CGEDD, 2010).

Ainsi en 2012 et 2013, a partir de cette évaluation globale, trois benzodiazépines ont fait 1’objet de
mesures particulieres (ANSM, 2013) :

-Clonazépam dont les conditions de prescription et de délivrance ont été sécurisées et enca-
drées par les spécialistes en neurologie et pédiatrie afin de limiter le détournement de son utilisation
(usage détourné chez les toxicomanes et trafic reposant sur la falsification d’ordonnance).

-Tétrazépam dont la réévaluation du rapport bénéfices/risques a engendré son retrait du mar-
ché, au niveau européen.

-Flunitrazépam qui pour des raisons commerciales (diminution de 94% des ventes entre 2000
et 2009 a cause d’une restriction de prescription pour détournement de son utilisation a des fins crimi-
nels) a été retiré du marché.

Dans le méme contexte, en avril 2012, une décision du directeur général de 1'Agence Francaise de
Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) a interdit I’importation, la préparation, la pres-
cription et la délivrance de préparations magistrales, officinales et hospitalicres (définies a l'article
L. 5121-1 du code de la santé publique) ainsi que les préparations homéopathiques, contenant 1'une des
substances suivantes : Clenbutérol, Clonazépam, Exénatide, Liraglutide, Méprobamate, Orlistat, Sy-
néphrine (Décisions Gouv, 2012).

b) Plan National des Résidus de Médicaments (PNRM)

Dans le cadre du premier Plan National Santé Environnement de 2004 a 2008 (PNSE 1), des cam-
pagnes de mesures de contamination (76 composés pharmaceutiques) des eaux de surface et souter-
raines ont été effectuées dans les bassins hydrographiques Seine-Normandie, Rhone-Alpes et Adour-
Garonne.
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Les résultats ont montré que les concentrations rencontrées dans les eaux de surface et souterraines
étaient de 1’ordre de la dizaine de ng.L™" et pouvaient atteindre le ug.L™" dans les effluents des stations
d’épuration.

A partir de cet état des lieux, le ministre en charge de 1’écologie et de la santé lors du deuxieéme PNSE
(PNSE 2) a mis en place un volet spécifique pour évaluer les risques éventuels des résidus de médica-
ments pour I’homme et les écosystemes (PNRM). Ceci avait pour but de mettre en place des dé-
marches visant a réduire la dispersion des médicaments dans 1’eau.

Ce plan s’articule autour de 3 axes :

-Evaluer les risques (mise en place de campagnes de mesure de résidus médicamenteux (RM)
dans I’eau, de campagnes de surveillance des rejets hospitaliers et des rejets de STEP et de dévelop-
pement de méthodes analytiques robustes).

-Définir des mesures de gestion (renforcer les filicres de récupération et d’élimination des
médicaments mais aussi sensibilisation de la population au bon usage des composés pharmaceutiques).

-Développer les connaissances par la recherche scientifique.

Depuis 2015, un troisieme Plan National Santé Environnement (PNSE 3_2015-2019) a été mis en
place par le gouvernement afin de réduire les impacts des facteurs environnementaux sur la santé hu-
maine afin de permettre a chacun de vivre dans un environnement favorable a la santé.

Ce troisieme plan s’articule autour de 4 catégories d’enjeux :
-Des enjeux de santé prioritaires.
-Des enjeux de connaissance des expositions et de leurs effets.
-Des enjeux pour la recherche en santé environnement.
-Des enjeux pour les actions territoriales, 1’information, la communication et la formation.

¢) Directive Cadre sur ’Eau (DCE)

La DCE établit un cadre communautaire pour la protection et la gestion de I’eau (eau de surface, eau
souterraine, eau estuarienne et eau cotiere) ; elle a été signée par I’union européenne en octobre 2000
(2000/60/ CE).

Son objectif était I’atteinte par les états membres d’un « bon état écologique et chimique » dans diffé-
rentes masses d’eaux naturelles en 2015. De plus, elle visait a prévenir et réduire la pollution des eaux,
promouvoir leur utilisation durable, protéger I’environnement et améliorer I’état des écosystémes.

Afin de prévenir et de réduire une éventuelle contamination des masses d’eau, les concentrations en
polluants retrouvés dans les milieux étudiés sont comparées a des Normes de Qualité Environnemen-
tale (NQE). Une NQE est définie selon la définition 35 de I’article 2 de la DCE, comme étant « la
concentration d’un polluant ou d’un groupe de polluants dans I’eau, les sédiments ou le biote qui ne
doit pas étre dépassée afin de protéger la santé humaine et [’environnement ».

Les NQE sont utilisées pour deux types d’évaluation :

-L’évaluation de I’état chimique des cours d’eau, concernant 45 substances dites prioritaires
par la DCE.

-L’évaluation de 1’état chimique dans 1’état écologique concernant les substances pertinentes
de la DCE établie au niveau national. En France, c’est 'INERIS qui propose des Valeurs Guides Envi-
ronnementales (VGE).
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En 2008, une premiere liste de 33 substances prioritaires (polluants présentant un risque significatif
pour I’environnement aquatique) a été publiée lors de la premiere directive fille (2008/105/CE) révi-
sant la DCE (2000/60/CE). Cette premiere directive fille permet aussi de déterminer les NQE des 33
composés sélectionnés, pour les eaux de surface.

En 2013, la deuxieme directive fille (2013/39/CE) a permis de réviser la DCE (2000/60/CE) et la pre-
miere directive fille (2008/105/CE). Cette deuxieme directive fille ajoute 12 nouvelles substances
prioritaires a la premiére liste élaborée (Annexe 1).

Les valeurs seuils a ne pas dépasser des substances prioritaires afin de protéger 1I’environnement et la
santé humaine sont les NQE-CMA (concentrations maximales admissibles en ug.L™) et les NQE-MA
(concentrations moyennes annuelles 4 ne pas dépasser en ug.L™") (Annexe 2).

Le 20 mars 2015, la décision d'exécution (UE) n° 2015/495 a établi une liste de vigilance relative aux
substances soumises a surveillance a 1'échelle de 1'Union dans le domaine de la politique de 1'eau en
vertu de la directive (2008/105/CE) du Parlement européen et du Conseil. Cette liste comprend 10
molécules dont 3 composés pharmaceutiques ou apparentés : le 17a-éthinylestradiol, le 17 B-estradiol
(hormone) et le Diclofénac (anti-inflammatoire) (Annexe 3).

1.3 Réglementation canadienne

a) Mise sur le marché des médicaments

En 1920, la Loi des aliments et drogues a été mise en place afin d’établir des exigences précises en
matiere d'homologation des médicaments. Le ministre de la Santé avait alors le pouvoir d'annuler ou
de suspendre une licence en cas de manquement aux exigences. Depuis 1951, les fabricants sont tenus
de soumettre des présentations de nouvelles drogues avant de pouvoir mettre leurs produits sur le mar-
ché et doivent obtenir un avis de conformité de Santé Canada (VGC, 2011).

Selon la Loi des aliments et drogues et son réglement d’application, Santé Canada, a titre d’organisme
fédéral de réglementation, est chargé d’évaluer et de surveiller I’innocuité et 1’efficacité des médica-
ments mis sur le marché au pays. Pour cela, le Ministére met en ceuvre diverses activités liées a la
réglementation qui visent a évaluer et a surveiller I’'innocuité, I’efficacité et la qualité des médicaments
avant et apres leur commercialisation (Figure 3).

Avant commercialisation Apreés commercialisation
‘ . Présentation Examen Autorisation . Surveillance,
Etudes ) Essais - : . B . Acces : :
o i a3 L réglementaire |- dela de la mise sur 5 | inspection et
pré-cliniques cliniques s p . . . public A
du produit présentation le marché enquétes

Figure 3: Etapes du processus de réglementation des medicaments au Canada
(source : Santé Canada : http://www.hc-sc.gc.ca/).

En 2011, le rapport du vérificateur général du Canada (VGC, 2011) a montré que Santé Canada
n’arrivait pas a assumer de maniere adéquate la plupart de ses principales responsabilités liées aux
essais cliniques, a I’examen des présentations de médicaments et aux activités post-commercialisation
visant les médicaments. A la suite de celui-ci, le Ministére et Santé Canada se sont engagés a suivre
les différentes recommandations formulées pour améliorer ces lacunes.
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b) La politique nationale de I’eau au Québec

En décembre 1987, le Symposium sur la gestion de I’eau a été tenu, réunissant divers experts natio-
naux et iunternationaux. Celui-ci a permis de dresser un portrait des différents usages de 1’eau et de ses
modes de gestion au Québec (Villeneuve et al., 1998).

A la suite de ce Symposium, en 1999, le Bureau d’ Audiences Publiques sur I’Environnement (BAPE)
a été mandaté pour tenir, dans toutes les régions du Québec, une vaste consultation publique destinée a
recueillir les opinions de la population en général.

Le ler mai 2000, a eu lieu la publication et le dép6t auprés du ministre de I’Environnement, du rapport
contenant les recommandations de la commission sur la gestion de I’eau ou y traite les diverses pro-
blématiques soulevées lors des audiences du BAPE : I’exportation de I’eau, I’exploitation de 1’eau
souterraine, la privatisation des services d’eau, la santé, I’assainissement des eaux, le Saint-Laurent, la
protection des milieux aquatiques, la tarification de 1’eau et la gestion par bassin versant.

Le 15 juin 2000, le gouvernement publie le cadre général d’orientation de la future politique sur la
gestion de I’eau (http://www.mddelcc.gouv.qc.ca/eau/orientation/index.htm), contenant des orienta-

tions, des objectifs ainsi que des principes devant servir a 1’élaboration de la Politique nationale de
I’eau.
Les 3 enjeux majeurs de cette Politique nationale de I’eau sont (MDDELCC, 2011):

- reconnaitre 1I’eau comme patrimoine collectif

- assurer la protection de la santé publique et des écosystémes aquatiques

- gérer I’eau de facon intégrée dans une perspective de développement durable

Afin de donner vie aux trois enjeux, le gouvernement du Québec a structuré cette politique autour de
cinq orientations majeures :

- réformer la gouvernance de 1’eau

- implanter la gestion intégrée du Saint-Laurent

- protéger la qualité de I’eau et des écosystémes aquatiques

- poursuivre I’assainissement de I’eau et améliorer la gestion des services d’eau

- favoriser les activités récréotouristiques relatives a 1’eau.

En décembre 2005 est conclue une entente entre le Québec, I’Ontario et 8 états américains (Illinois,
Indiana, Michigan, Minnesota, New York, Ohio, Pennsylvanie, Wisconsin) afin de protéger les res-
sources en eaux durables du bassin des Grands Lacs et du fleuve Saint-Laurent (MDDELCC, 205).
Dans ce cadre, le Québec adopte les objectifs gouvernementaux de conservation et d’utilisation effi-
cace de I’eau.
Les quinze objectifs gouvernementaux ont été regroupés en cing orientations :

1 - Agir pour pérenniser les approvisionnements en eau en considérant les écosysteémes et les
usages de I’eau.

2 - Adopter et mettre en ceuvre une gestion de la disponibilité de ’eau et des prélévements
d’eau qui tient compte de I’impact anticipé des changements climatiques.

3 - Mettre en place un suivi du programme de conservation et d’utilisation efficace de I’eau.

4 - Encourager la recherche scientifique, le développement technologique et I’acquisition de
connaissances.

5 - Sensibiliser, informer, outiller et mobiliser les acteurs et utilisateurs de 1’eau.
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c) Plan d’action Saint Laurent

En 1972, le Groupe de travail Canada-Québec sur le fleuve Saint Laurent recoit le mandat de dresser
un portrait de la situation. Il constate que les usages récréatifs, fauniques et commerciaux sont mena-
cés par la pollution des eaux.

En 1978, un deuxieme comité fédéral-provincial d’études sur le fleuve Saint Laurent est contitué et
recommande la mise en place de plans d’interventions visant & garantir une eau potable de qualité,
I’assainissement des eaux usées municipales et une réglementation adéquate concernant les rejets in-
dustriels.

En 1988, les gouvernements du Canada et du Québec entament un travail avec divers collaborateurs
afin de conserver, restaurer, protéger et mettre en valeur le fleuve Saint Laurent, appelé Plan d’action
Saint Laurent.
Depuis cette date, 4 ententes quinquennales ont permis de coordonner les interventions gouvernemen-
tales sur le Saint Laurent et d’accomplir des progrés accomplis en matiére de conservation et de mise
en valeur du Saint-Laurent :

- 1988-1993 : Plan d’action Saint Laurent - Phase I.
Cette premicre phase a permis de faire des progres sur l'assainissement des eaux du fleuve et sur la
sauvegarde de I’écosystéme du Saint Laurent.

- 1993-1998 : Plan d’action Saint Laurent — Phase II ou « Saint Laurent Vision 2000 ».
Saint-Laurent Vision 2000 couvrait 7 domaines d’intervention : la biodiversité, 1’agriculture,
I’implication communautaire, I’aide a la prise de décision, la santé, la protection et la restauration.
Cette seconde phase a permis de stimuler et d'harmoniser les efforts du plus grand nombre possible de
partenaires, en faisant appel a la population. De plus, elle a permis de mettre en place les comités
Zones d'intervention prioritaire (ZIP).

- 1998-2003 : Plan d’action Saint Laurent — Phase III.
Dans la phase 3, les efforts des Phases I et II ont été maintenus. Le domaine de la navigation a été
ajouté aux domaines d’intervention déja suivi dans les deux premieres phases (I’agriculture, la biodi-
versité, I’implication communautaire, 1’industriel et I’urbain ainsi que la santé humaine).

-205-2010 : Plan d’action Saint Laurent — Phase IV.
La phase IV avait pour objectif de favoriser I’intégrité écologique, le respect de I’environnement dans
les activités économiques, I’engagement des collectivités et une gouvernance concertée et intégrée du
Saint-Laurent.
Les activités visaient 6 domaines d’intervention : 1’implication communautaire et la sensibilisation,
I’accessibilité aux rives, I’agriculture, I’intégrité écologique, la navigation et le suivi de 1’état du Saint
Laurent.

Enfin en 2011, une cinquiéme entente entre le Canada et le Québec a été mise en place jusqu’en 2026.
Celle-ci poursuit les actions conjointes portant sur : la conservation de la biodiversité, 1’amélioration
de la qualité de I’eau et la pérennité des usages.
De plus, deux programmes ont été mis en place :

- pour suivre I’état du Saint Laurent

- pour simuler, a 1’aide de mode¢les, 1’évolution des processus physiques, biologiques ou chi-
miques du Saint Laurent et de son bassin versant, afin de prévoir I’état de leur environnement terrestre
et aquatique.
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1.4 Diversité des médicaments

En 2010, Santé Canada a recensé 13 000 médicaments en vente au canada (VGC, 2011) et en 2013,
2 800 substances actives ont été commercialisées en France, réparties sur preés de 11 000 spécialités
pharmaceutiques (ANSM, 2014). Toutes ces substances sont utilisées pour la fabrication de médica-
ments de prescription. Ainsi les médicaments peuvent étre classés de différentes fagons.

La classification la plus connue est ’ATC (Anatomique, Thérapeutique, Chimique) établie par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Les médicaments sont classés selon 1’organe sur lequel
ils agissent et/ou leurs caractéristiques thérapeutiques et chimiques (Figure 4).

Cette classification se décline en cinq niveaux hiérarchiques :
1. Classe anatomique principale
2. Sous-classe thérapeutique
3. Sous-classe pharmacologique
4. Sous-classe chimique
5. Substance active

VOIES DIGESTIVES ET METABOLISME
SANG ET ORGANES HEMATOPOIETIQUES

Médicaments 3 résultats

Nom commercial de la substance active

+ : MEDICAMENTS DERMATOLOGIQUES RIVOTRIL 1 ma/1 mi sol diluer/solv p sol in 65%
: SYSTEME GENITO URINAIRE ET HORMONES SEXUELLES RIVOTRIL 2.5 mg/ml sol buv en goutte 65%
+ : HORMONES SYSTEMIQUES, HORMONES SEXUELLES EXCLUES RIVOTRIL 2 mq ¢p quadriséc 65%
+ ANTIINFECTIEUX GENERAUX A USAGE SYSTEMIQUE ( |
+ : ANTINEOPLASIQUES ET IMMUNOMODULATEURS ||
:MUSCLE ET SQUELETTE

+
[ 1] n:svstemenerveux |
NO1: ANESTHESIQUES
+) NO2:ANALGESIQUES
| 2 | no3: anTiePILEPTIQUES |
| 3 [no3a: anTiEPILEPTICUES]
+) NO3AA:BARBITURIQUES ET DERIVES
4+ NO3AB:DERIVES DE LHYDANTOINE
+) NO3AC : DERIVES DE L'OXAZOLIDINE
NO3AD : DERIVES DU SUCCINIMIDE
NO3AE : DERIVES DE LA BENZODIAZEPINE |
CLONAZEPAM |
NO3AF : DERIVES DU CARBOXAMIDE
NO3AG : DERIVES DACIDE GRAS
+) NO3AX : AUTRES ANTIEPILEPTIQUES
+) NO4 : ANTIPARKINSONIENS
4+ NO5:PSYCHOLEPTIQUES
4+ NOG: PSYCHOANALEPTIQUES
4+ NO7 : AUTRES MEDICAMENTS DU SYSTEME NERVEUX
4 P:ANTIPARASITAIRES, INSECTICIDES
+ R:SYSTEME RESPIRATOIRE
+ S:ORGANES SENSORIELS
+ V:DIVERS

A
B
Cc
D
+ G
H
J:
L
M
N
+

SIS E

+

Figure 4 : Exemple de la classification ATC pour le Clobazam (Vidal : http://www.vidal.fr/classifications/atc/,
consulté en avril 2015)
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Cette classification est trés spécifique et complexe. Cependant, les médicaments peuvent €tre aussi
simplement classés selon leur classe thérapeutique.

* Les analgésiques et anti-inflammatoires

* Les anti-infectieux (antibiotiques et antiparasitaires)

* Les psychotropes

* Les antinéoplasiques (anticancéreux)

* Les médicaments du systeme digestif (anti-diarrhéiques, antispasmodiques, antiémétiques et
les médicaments de 1’ulcere gastroduodénale)

* Les antihistaminiques

* Les hypolipidémiants

* Les bétabloquants

* Les hormones

* Les agents de contraste

* Les bronchodilatateurs

e Les autres classes (vitamines, antidiabétiques, diurétiques, antihypertenseurs, anti-
arythmiques, etc...)

1.5 Consommation

Le marché mondial du médicament en 2013 représente environ 639 milliards de dollars de chiffre
d’affaires, soit une hausse de 4,5% par rapport a 2012 (LEEM, 2013).

Le marché américain (Etats-Unis) est le plus important avec 38,2 % du marché mondial, alors que les
principaux marchés européens (Allemagne, France, Italie, Royaume-Uni et Espagne) ne représentent
que 17,8% du marché mondial. La France reste en 2013, le deuxiéme marché européen derriére
I’ Allemagne. Le Japon et les pays émergents (Chine et Brésil) quant a eux constituent respectivement
9,4% et 9,7% de part du marché. Il a été montré que les pays industrialisés sont les plus consomma-
teurs de médicaments (Figure 5).
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Figure 5. Pourcentage de part des principaux marchés mondiaux pharmaceutiques en 2013.

La Figure 6 représente, les dépenses totales de santé pour les pays de I’OCDE (Organisation de Coopé-
ration et de Développement Economiques), en dollar américain (USD), en 2011. Les niveaux de dé-
pense de santé du pays est dépendant de différents facteurs économiques et sociaux.

Les dix pays qui ont les plus grandes dépenses de santé sont : les Etats-Unis, la Norvege, la Suisse, les
Pays-Bas, I’ Autriche, le Canada, I’ Allemagne, le Danemark, le Luxembourg et la France. La dépense
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de santé par habitant des Etats-Unis est de 8050 USD, soit une fois et demi plus que les dépenses de la
Norvege (5669 USD) et la Suisse (5643 USD) qui sont classés en deuxieéme et troisiéme position. De
plus, les Etats-Unis dépensent approximativement deux fois plus par habitant que certains grands pays
européens, comme 1’ Allemagne (4495 USD) et la France (4118 USD).
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1. Aux Pays-Bas, il n’est pas possible de distinguer clairement la part privée de la part publique des dépenses de santé liées aux investissements.
2. Dépenses de santé courantes.
3. Les données se rapportent a 2010.
4. Les données se rapportent a 2008.
Source : Statistiques de ’OCDE sur la santé 2013, http://dx.doi.org/10.1787/health-data-fr ; Base de données de 'OMS sur les dépenses mondiales de santé.
StatLink @i http://dx.doi.org/10.1787/888932922500

Figure 6. Dépenses en santé par habitant, 2011 (source : OCDE, 2013).

Des variations importantes entre les pays sont observées, en raison des différences dans le volume, les
structures de consommation et le prix des médicaments. Les 10 pays qui ont les dépenses en médica-
ments les plus importantes sont : les Etats-Unis (985 USD), le Canada (701 USD), la Grece (673
USD), le Japon (648 USD), I'Irlande (648 USD), I’ Allemagne (632 USD), la Belgique (627 USD), la
France (615 USD), I’ Australie (587 USD) et la Hongrie (541 USD).

La dépense en pharmaceutiques par habitant de 985 USD des Etats-Unis est nettement supérieure a
celles des autres pays.

Le Tableau 2 représente la dépense en médicaments et en santé par habitant de certains pays de
I’OCDE, ainsi que la proportion de la dépense en médicaments par rapport a la dépense en santé.

Tableau 2. Dépense en médicaments et en santé par habitant (en USD) de certain pays de ’OCDE et la proportion de
la dépense en médicaments par rapport a celle de la santé (source : OCDE, 2013).

Dépense en

Dépense en santé par  Proportion

Pays h:g;l:;?r([;n;%g) habitant (en USD) (en %)
Etats-Unis 985 8508 12
Canada 701 4522 16
Gréce 673 2361 29
Japon 648 3213 20
France 615 4118 15
OCDE 483 3322 15
Chili 173 1568 11
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Ces proportions peuvent varier du simple au double selon les pays. Alors que les Etats-Unis ont la plus
grosse dépense en médicaments par habitant, cela ne représente que 12 % de la dépense en santé d’un
habitant, ce qui est quasiment le méme cas pour le Chili (11%) qui est le pays avec la plus faible dé-
pense en médicament par habitant (Figure 7). La France (15%) et le Canada (16%) ont des proportions
identiques ou trés proches de celle de la moyenne des pays de I’OCDE (15%). La Gréce et le Japon
qui ont des dépenses en santé 3 a 4 fois plus faible que les Etats-Unis, ont tout de méme un rapport de
dépenses médicaments/santé plus élevé (respectivement 29% et 20 %), ce qui traduit une préférence
dans I’achat de médicaments a d’autres systémes de santé.

La Figure 7 représente les dépenses en composés pharmaceutiques des pays de I’OCDE par habitant
(en USD) en 2011.

I Total (distinction non disponible) M Médicaments prescrits
Médicaments sans ordonnance
Dépenses pharmaceutiques par habitant

85 Etats-Unis
701 Canada
673 Gréce!
648 Japon
648 Irlande?
632 Allemagne
627 Belgique
615 France
587 i Australie
541 Hongrie
531 Suisse
525 Rép. slovague’
520 Autriche
500 | Espagne
487 Italie!
483 OCDE31
479 Pays-Bas'
469 Portugal'
445 Corée
443 Suéde
436 Finlande
433 Slovénie
419 Islande
373 Rép. tchéque
357 Norvege
325 Luxembourg
319 Pologne
284 Nouvelle-Zélande
272 Estonie
266 Danemark
259 Mexique'
PLIL ! ’ ’ . Chili
1000 800 600 400 200 0

USD PPA

1. Inclut les produits médicaux non durables.
Source : Statistiques de "'OCDE sur la santé 2013, http://dx.doi.org/10.1787/health-data-fr.

Figure 7. Dépenses pharmaceutiques par habitant des pays de ’OCDE en 2011 (source : OCDE, 2013).
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En 2014, le rapport annuel de 2013 du Conseil d’examen du prix des médicaments brevetés (CEPMB)
du Canada, présente la distribution des ventes de produits médicamenteux selon les groupes thérapeu-
tiques, dans plusieurs pays (Tableau 3).

Tableau 3. Distribution des ventes de produits médicamenteux brevetés (en pourcentage) selon le groupe thérapeu-
tique, dans plusieurs pays, en 2012 (source : CEPMB, 2013).

Pays de Royaume- Etats-

Groupe thérapeutique Canada France Italie Allemagne Suéde Suisse

comparaison Uni Unis

A: Tube digestif et

. . 12,4 12,4 10,3 il 11,2 9,7 111 10,9 13,0
meétabolisme
B: Sang etorganes 41 51 75 8,2 6,1 8,0 52 44 44
sanguinoformateurs
C: Systéme cardiovasculaire 11,8 9,5 11,8 12,8 8.8 53 10,6 7.6 9,2
D: Produits dermatologiques 32 3,0 25 2,1 27 26 36 31 31
G: Systéme génito-urinaire 53 51 32 40 35 48 46 43 57
et hormones sexuelles ! ! ! ! " ' ! " "
H: Préparations hormonales 13 33 20 21 31 26 16 24 22
systémiques ! "’ ! ' ' ' ! ' "
4 Antlinfectietx gereralx 75 10,7 120 130 97 7.2 106 107 105
pour usage systémique
L: Agentsantinéoplastiqueset 4, 177 180 172 221 232 211 179 170
agents immunomodulateurs
M : Systéme musculo-squelettaire 38 3.2 33 38 37 33 49 26 31
N: Systéme nerveux 18,3 17,2 14,5 11,8 144 18,1 15,2 18,4 18,2
P: Produits antiparasitaires 02 0,2 02 00 0,1 0,2 0,2 02 02
R: Systeme respiratoire 74 74 6,2 5.7 7.0 9,0 6,4 98 7,5
S: Organes sensoriels 37 2,7 31 21 2,7 2,7 34 3,6 2,6
V: Divers 4,0 38 53 6,0 58 33 L7 41 32
jlstisissaroupes 100,0 100,0 1000 1000  100,0 100,0 100,0 1000  100,0
thérapeutiques*®

* Il se peut que les valeurs n'équivaillent pas a 100,0 en raison de l'arrondissement.

Source : MIDAS®, 2005-2013, IMS Health Incorporated ou sociétés affiliées. Tous droits réservés'e.

Les résultats font ressortir une grande uniformité entre les différents pays. Les 3 premiers groupes
thérapeutiques en haut du classement en fonction de leur distribution des ventes de médicaments sont
« les agents antinéoplasiques et les agents immunomodulateurs », « le systéme nerveux » et « le tube
digestif et métabolisme ». La vente de médicaments brevetés du systéme nerveux, aussi appelés psy-
chotropes, représente 18,3% des ventes au Canada, 18,2% aux Etats-Unis, 14,4% en Allemagne et
14,5% en France.

La Figure 8 représente la consommation en antidépresseurs (classe de composés appartenant a la fa-
mille des psychotropes) en 2000 et 2011 dans les pays de I’OCDE, exprimée en dose quotidienne dé-
finie pour 1000 habitants (DQD). La consommation d’antidépresseurs a sensiblement augmenté dans
la plupart des pays de I’OCDE entre 2000 et 2011.

La prescription d’antidépresseurs, 1’intensité et la durée des traitements varient d’un pays a 1’autre
suivant les habitudes des médecins généralistes et des psychiatres.

Les plus hauts niveaux de consommation d’antidépresseurs enregistrés en 2011 sont obtenus par
I’Islande (106 DQD), I’ Australie (89 DQD), le Canada (86 DQD) et le Danemark (85 DQD).
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2000 2011

Corée 13
Chili 13
Estonie 18
Hongrie 27
Rép. slovaque 31
Italie 42
Pays-Bas 42
Rép. tchéque 44
France 50
Allemagne 50
Slovénie 50
Luxembourg 51
OCDE23 5 : 56
Norvége 58
Espagne B4
Belgique 70
Finlande 70
Royaume-Uni 71
Portugal 78
Suéde 79
Danemark 85
Canada 86
Australie 89
Islande 106

0 20 40 60 80 100

Dose quotidienne définie pour 1 000 habitants par jour

Source : Statistiques de 'OCDE sur la santé 2013, http://dx.doi.org/10.1787/
health-data-fr.

Figure 8. Consommation d’antidépresseurs, 2000 et 2011 (source : OCDE, 2013)

La France est en dessous de la moyenne des pays de I’OCDE avec 50 DQD, cependant c’est un pays
qui a une forte consommation de psychotropes autre que les antidépresseurs tels que les anxiolytiques
et les hypnotiques.

En 2012, 131 millions de boites de benzodiazépines (classe de composés appartenant a la famille des
psychotropes) ont été vendues en France dont 66,8 millions de boites d’anxiolytiques et 50,7 millions
de boites d’hypnotiques (dérivés ou apparentés aux benzodiazépines). La consommation de cette
classe de molécules est alors répartie en quatre classes thérapeutiques : les anxiolytiques, les hypno-
tiques, les myorelaxants et les antiépileptiques, représentant prés de 4% de la consommation totale en
médicaments de la France, en 2012 (Figure 9). Le composé le plus vendu (en nombre de boite) est
I’ Alprazolam suivi du Zolpidem et du Zopiclone (ANSM, 2013).

1.1%

5.2%

40,3% 53.2%

= Anxiolytiques ®Hypnotiques = Myorelaxants = Antiépileptiques

Figure 9. Répartition de la consommation en benzodiazépines en France, en 2012.
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Ainsi, la vente et la consommation de composés agissant sur le systeéme nerveux (psychotropes) sont
relativement importantes dans un grand nombre de pays comme les Etats-Unis, le Canada, la France
ou encore le Royaume-Uni, par rapport a d’autres groupes thérapeutiques.

La forte utilisation de ces médicaments peut €tre expliquée par les problémes de société actuels
comme les crises économiques, le chdmage, le surmenage professionnel, etc...

Nous pouvons alors nous demander si la consommation de ces molécules psychoactives peut avoir un
impact sur leur présence et leur devenir dans les eaux usées et dans les milieux aquatiques. C’est pour-
quoi, dans le cadre de ces travaux de thése, nous avons choisi de focaliser notre étude essentiellement
sur la famille thérapeutique des psychotropes.
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2. Les psychotropes

Par définition, les psychotropes sont des « substances chimiques agissant sur le systéme nerveux cen-
tral, en modifiant certains processus biochimiques et physiologiques cérébraux ». Les psychotropes
sont souvent utilisés pour une indication principale mais aussi pour des indications secondaires, en
complément d’autres médicaments. Ainsi, une molécule anxiolytique pourra parfois étre utilisée
comme hypnotique ou encore comme antidépresseur. Cette classe thérapeutique regroupe de nom-
breuses sous-classes :

2.1 Les antidépresseurs

Ce sont des substances chimiques qui soulagent les symptomes de la dépression et du trouble de
I’humeur. Ils agissent sur les neurotransmetteurs de la sérotonine et de la noradrénaline.

Exemples : Fluoxétine (Prozac®), Citalopram (Seropram®), Venlafaxine (Effexor®), Mirtazapine
(Norset®), etc...

Ils peuvent aussi avoir un mode d’action sur la régulation du sommeil souvent perturbé lors
d’épisodes dépressifs.

Exemples : Miansérine (Athymil®).

Ces médicaments ont également d’autres indications, en particulier les troubles obsessionnels compul-
sifs (T.O.C.), les troubles de panique et I’anxiété généralisée.

2.2 Les antiépileptiques

Ces substances chimiques sont souvent utilisées dans la prévention ou le traitement de 1’épilepsie. 1ls
permettent d’atténuer la fréquence des crises voire méme de les supprimer mais ils ne guérissent pas la
maladie ; c’est donc un traitement continu.

Ces médicaments aussi appelés anticonvulsivants peuvent €tre aussi préconisés comme des anxioly-
tiques ou encore des thymorégulateurs.

Exemples : Carbamazépine (Tegretol®), Acide valproique (Depakine®), Gabapentine (Neurotin®),
etc...

2.3 Les anxiolytiques

Aussi appelés « tranquillisants », ces médicaments soignent 1'anxiété (insomnie, tremblements, palpita-
tions, irritabilité), I'angoisse et les troubles émotionnels. Ces substances chimiques ne guérissent pas
mais atténuent les symptomes.

Exemples : La famille des benzodiazépines : Bromazepam (Lexomil®), Diazepam (Valium®), Lora-
zepam (Temesta®), Prazepam (Lysanxia®), Oxazépam (Séresta®), Alprazolam (Xanax®), etc...

2.4 Les hypnotiques

Ce sont des médicaments qui traitent les troubles du sommeil. Ces médicaments aussi appelés « som-
niféres » ; ils vont induire le sommeil.
Exemples : Zopiclone (Imovane®), Zolpidem (Stilnox®), Témazépam (Normison®), etc...

2.5 Les neuroleptiques

Ils vont étre utilisés dans le traitement de certaines maladies du systéme nerveux central comme la
psychose, la schizophrénie, les hallucinations ou encore les délires. Ces médicaments aussi appelés
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« antipsychotiques » vont diminuer les effets des pathologies et vont permettre d’améliorer I’ état psy-
chique des patients et ainsi faciliter leur adaptation sociale.
Exemples : Chlorpromazine (Largactil®), Cyamémazine (Tercian®), Amisulpride (Solian®), etc...

2.6 Les thymorégulateurs

Ce sont des régulateurs de I’humeur. Ces médicaments vont soigner les troubles bipolaires, ils vont
agir en particulier sur les épisodes dépressifs des patients. Ils permettent de diminuer la fréquence et
I’intensité de ces épisodes dits aigus.

Exemples : Carbonate de lithium (Téralithe®).

Les autres médicaments utilisés dans les troubles bipolaires, sont des molécules qui agissent également
sur les troubles épileptiques.

Exemples : 1a Carbamazépine (Tegretol®) et les sels de 1’acide valproique (Depamide®, Depakote®).

2.7 Les substituts aux opiacés

Ce sont des médicaments qui ont pour but de substituer la consommation d'opiacés procurant un effet
euphorisant (héroine, morphine et certains analgésiques) et ainsi d'aider les personnes a stabiliser leur
pulsion et leur manque. Ils sont souvent utilisés dans les traitements de sevrage.

Exemple : Méthadone.

Dans cette famille thérapeutique, il y une classe particuliére appelée les Benzodiazépines. Ce sont des
molécules qui agissent sur le systéme nerveux central avec des propriétés hypnotiques, anxiolytiques,

myorelaxantes et anticonvulsivantes (Tableau 4) (ANSM, 2013).

Tableau 4. 23 benzodiazépines (ou apparentées) commercialisés en France, en 2013.

Sous-classe thérapeutique Substance active
Alprazolam
Bromazépam
Clobazam
Clorazépate

Clotiazépam
Anxiolytique Diazépam
Ethyl loflazépate

Lorazépam

Nitrazépam

Oxazépam

Prazépam

Myorelaxant Tétrazépam
Estazolam

Flunitrazépam

Loprazolam
Hypnotique Lormétazépam
Midazolam
Nitrazépam
Témazépam
Zolpidem
Zopiclone
Clonazépam
Midazolam

Apparenté aux benzodiazé pines

Anticonvulsivant
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Le Zolpidem et Zopiclone sont des molécules hypnotiques avec des structures chimiques différentes
des benzodiazépines mais qui posseédent le méme mécanisme d’action (diminuent I’hyperactivité céré-
brale associée a I’anxiété en agissant sur les récepteurs GABA présents sur les neurones) et des effets
proches de ceux de cette classe, c’est pourquoi elles y sont apparentées.

En 2012, en France, 23 molécules benzodiazépines étaient commercialisées, 1 frangais sur 5 consom-
mait chaque année une benzodiazépine ou une molécule apparentée, prescrite le plus souvent par un
médecin généraliste et 3 benzodiazépines ont fait I’objet de mesures particuliéres en 2012 et 2013 : le
Clonazépam ; le Tétrazépam et le Flunitrazépam (Chapitre. 1 section 1.2).

Les psychotropes appartenant a la grande famille des médicaments vont avoir des voies d’introduction,
un devenir en station d’épuration et dans 1’environnement mais aussi une présence dans le comparti-
ment aquatique semblables aux composés pharmaceutiques qui ont des propriétés physico-chimiques
proches. C’est pourquoi, dans les Parties 3, 4, 5 et 6 nous parlerons des médicaments en général en
essayant d’apporter des exemples pour les psychotropes.
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3. Voies d’introduction

N

Il existe plusieurs voies d’introduction des médicaments a usage humain et vétérinaires dans
I’environnement aquatique (Figure 10) :

-les décharges (déchets domestiques)

-I’assainissement individuel

-les rejets directs d’eaux usées et les fuites des égouts

-les rejets d’eaux traitées dans les stations d’épuration

-les épandages de boues résiduaires des STEP

-les déchets des vétérinaires

-les déchets d’élevage (épandages, enfouissements)

-les déjections animales émises directement dans le milieu

-les déversements dans les fermes aquacoles

-les déchets d’industries pharmaceutiques

-les rejets accidentels (industries pharmaceutiques et chimiques)

Une fois ingérés, les médicaments a usage humain vont étre plus ou moins transformés dans
I’organisme et vont €tre excrétés principalement par les urines et les féces soit sous la forme de molé-
cule mere, soit de métabolites (molécules issues de la transformation de la molécule meére par conju-
gaison, oxydation, réduction et/ou hydrolyse) (Halling-Sorensen et al., 1998). Les molécules excrétées
transitent alors dans les réseaux d’eaux usées qui rassemblent les rejets des personnes traitées a leur
domicile, sur leur lieu de travail ou encore dans les établissements de soin (hopitaux, cliniques, mai-
sons de retraite, etc...). Ces eaux usées chargées de résidus médicamenteux (RM) sont dirigées vers
les stations d’épuration afin d’étre traitées avant d’étre rejetées dans les eaux superficielles (cours
d’eau, lac ou encore milieu marin) (Monpelat et al., 2010). La dégradation et/ou I’élimination des mé-
dicaments dépendra du composé et des traitements qui lui seront appliqués (Jelic et al., 2011). Cepen-
dant il arrive lors d’importants épisodes pluvieux que le réseau d’eaux usées soit saturé engendrant un
rejet direct via les déversoirs d’orage ou les égouts, des eaux usées chargées en médicaments dans les
eaux de surface ou les sols a proximité (Musolff et al., 2009 ; Del Rio et al., 2013).

Certains traitements de STEP génerent des boues dans lesquels les RM y sont piégés. Celles-ci peu-
vent étre utilisées comme fertilisant sur les sols agricoles mais I’arrété du 08/01/98 du ministére de
I’écologie, du développement durable et de 1’énergie fixe des prescriptions techniques a leur utilisa-
tion. Ainsi les boues ne peuvent étre épandues si les teneurs dans les sols en certains éléments-traces
métalliques et composés-traces organiques (PCB, HAP) dépassent des valeurs limites (Arrété du
08/01/98, 1998). Cependant aucun RM ne fait partie de cette liste de micropolluants. Ainsi les pluies,
les phénomenes de lessivage et de ruissellement pourraient entrainer les RM anciennement piégés dans
les boues vers les eaux souterraines et les eaux de surface adjacentes aux terrains agricoles fertilisés
(Martin et al., 2012).

Les médicaments a usage vétérinaire contenus dans les excréments des animaux d’élevage ainsi que

dans les lisiers et fumiers sont épandus sur les sols agricoles. In fine, ces RM peuvent se retrouver dans
les eaux de surface par ruissellement ou dans les eaux souterraines par infiltration (Capdeville, 2011).
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Figure 10. Voies d’introduction des médicaments a usage humain et vétérinaire dans le milieu aquatique

(adaptée de I’Anses, 2011).
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Il existe comme autres apports d’introduction de médicaments, les rejets des industries pharmaceu-
tiques et chimiques, méme si elles respectent les normes ISO 14000 et la législation sur
les installations classées. La revue de Cardoso et al. (2014) recense plusieurs études mettant en évi-
dence que les rejets de ces industries contribuent a augmenter les teneurs en médicaments des rejets de
STEP auxquelles elles sont raccordées mais aussi des cours d’eau a proximité. En Espagne, 1’étude de
Collado et al. (2014) a signalé des concentrations inhabituelles de deux psychotropes, la Venlafaxine
(2659 ng.L'l) et la Paroxétine (179 ng.L'l) dans les effluents d’une STEP traitant des rejets industriels.
La revue de Cardoso et al. (2014) cite aussi des études montrant que les effluents des usines
pharmaceutiques induisent un grand nombre d'effets indésirables chez les poissons, les amphibiens et
les communautés bactériennes qui pourraient modifier la biodiversité dans le milieu aquatique
(Carlsson et al., 2009 ; Gunnarsson et al., 2009 ; Kristiansson et al., 2011 ; Beijer et al., 2013).
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4. Présence

Une fois ingérés et excrétés par ’homme les médicaments se retrouvent dans les eaux usées. Ces eaux
brutes transitent via le réseau de collecte vers les stations d’épuration afin d’étre traitées.

Le comportement des composés pharmaceutiques dépend d’un grand nombre de processus complexes
mais il est aussi influencé par les différentes propriétés physico-chimiques de ces molécules (Sabljic et
al., 1995 ; Yamamoto et al., 2009 ; Liet al., 2014 ) :

* Le coefficient de partage octanol-eau (Kow) permet de définir si la molécule est hydrophile ou
lipophile. Un composé est considéré liposoluble quand son log (Kow) > 5 (Tissier et al.,
2005).

* Le pKa qui est le logarithme de la constante d’acidité (Ka), dépend de la nature et conditions
du milieu (ex. pH, solvant, température, etc...). Cette constante va alors nous informer du de-
gré de dissociation d'un acide.

e La solubilité du composé dans 1’eau correspond a sa concentration de saturation dans 1’eau a
une température donnée. Une molécule avec une solubilité <1 mgL" est dite non soluble
(Tissier et al., 2005).

* Le coefficient de partage entre la fraction de carbone organique et I’eau dans le sol ou le sédi-
ment (Koc), indique approximativement le degré d’adsorption d’une molécule sur un milieu
donné et dépend de la teneur en carbone organique. Un composé avec un log Koc > 3 est si-
gnificativement adsorbable (Tissier et al., 2005).

Ces différentes caractéristiques physico-chimiques peuvent rendre le comportement des molécules
pharmaceutiques complexe. Généralement les composés pharmaceutiques sont polaires, solubles dans
I’eau, ionisables et faiblement volatiles, ce qui favorisent leur mobilité dans le milieu aquatique et
moderent leur rétentions sur les boues et les sédiments (Monpelat et al., 2010). Les travaux de Yama-
moto et al. (2009), montrent que les composés avec un groupement amine (Aténolol, Ifenprodil et
Propranolol) ont un log Koc plus élevé que les acides carboxylique (Ibuproféne, Indométacine et
I’ Acide méfénamique) ou les neutres (Acétaminopheéne et Carbamazépine), ce qui engendre des inte-
ractions hydrophobes jouant un role dans I’adsorption de ces composés sur le sédiment ou les boues.

4.1 Présence dans les stations d’épuration

Les stations d’épuration ont pour objectif de traiter les eaux usées en éliminant les maticres solides, les
matieres dissoutes organiques, les nutriments mais aussi les micropolluants, afin de pouvoir rejeter
dans I’environnement des eaux respectant les normes de qualités.

Cette partie s’attache a montrer ’efficacité d’élimination des traitements épuratoires vis-a-vis des
composés pharmaceutiques et en particulier des psychotropes.

a) Le traitement primaire

Ce traitement intervient apres 1’étape de prétraitement (dégrillage, dessablage et dégraissage) qui per-
met d’éliminer les éléments solides ou particulaires les plus grossiers. Le traitement primaire consiste
en une décantation des particules en suspension présentes dans les eaux d’entrée de STEP. Les parti-
cules séparées de la phase dissoute se déposent au fond du décanteur pour former les boues primaires
qui sont alors récupérées par raclage. Le traitement primaire élimine 50 a 55% des matiéres en suspen-
sion et réduit d’environ 30% la demande biochimique en oxygene (DBO) et la demande chimique en
oxygene (DCO). Le piégeage des matieres en suspension (MES) permet 1’élimination des contami-
nants organiques hydrophobes (ex : HAP) et des métaux adsorbables (ex : Hg, Cu, Ag, Cd) (Choubert
etal., 2011).
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Ce traitement reste cependant insuffisant pour toutes les molécules hydrosolubles comme la majorité
des médicaments. L’élimination par ce traitement est efficace pour les médicaments avec un log Kow
> 4 (ex : Sertraline et Imipramine). De manieére générale, I’adsorption sur les particules de boues pri-
maires est limitée (Behera et al., 2011 ; Soulier al., 2011). L’étude de Carballa et al. (2004) montre
que lors de I’étape de coagulation-floculation le Diazépam n’est éliminé qu’a 25 % et que la Carbama-
zépine n’est pas du tout affectée par ce traitement. Ces résultats sont aussi confirmés dans I’étude de
Subedi et Kannan (2015) qui montre que la Carbamazépine n’est pas éliminée lors du traitement pri-
maire et que ce traitement a une efficacité d’élimination sur la Sertraline de 55%, de 35% sur le Dia-
zépam, de 15% sur le Citalopram et 10% sur I’Oxazépam.

b) Le traitement secondaire

Le traitement secondaire est un traitement biologique réalisé par des bactéries. Les micro-organismes
éliminent la matieére organique dissoute biodégradable (carbone, azote, phosphore) contenue dans les
eaux usées. Il existe des procédés biologiques a cultures libres (boues activées, bioréacteur 2 mem-
branes) ou les bactéries sont en contact permanent avec les maticres polluantes et des procédés biolo-
giques a cultures fixées (bio-filtres, lits bactériens, disques biologiques, filtres plantés) ou les bactéries
se développent sur un support (biofilm). A I’issue du traitement secondaire, des boues biologiques
provenant de la dégradation des matiéres organiques sont récupérées.

Lors du traitement secondaire les contaminants sont soumis a plusieurs processus : dispersion, dilu-
tion, adsorption, biodégradation et transformation abiotique (Luo et al., 2014). Ces nombreux méca-
nismes vont engendrer 1’élimination des composés parents (Jelic et al., 2011). Néanmoins, la biodé-
gradation et 1’adsorption sont les processus majeurs d’élimination durant ce traitement (Verlicchi et
al., 2012). Les travaux de Lajeunesse et al. (2012) montrent que le traitement secondaire par élimina-
tion des nutriments biologiques est plus efficace qu’un traitement primaire sur I’ensemble des antidé-
presseurs étudiés.

Exemples : Citalopram : 32% ; Sertraline : 35% ; Amitriptyline : 55% ; Carbamazépine : 11% ou en-
core Mirtazapine ; 62%.

Généralement les composés qui ont tendance a s’adsorber sur les solides vont étre mieux éliminés par
le traitement a boues activées que par les autres traitements secondaires (lits bactériens, lagunes anaé-
robique, etc...). Ceci peut étre dii a I’aération forcée et a la grande quantité de boues utilisés lors de ce
traitement (Camacho-Muifioz et al., 2012). Les travaux de Yamamoto et al. (2009) montrent que les 8
composés étudiés (Aténolol, Ifenprodil, Propranolol, Acétaminophéne, Ibuproféne, Carbamazépine,
Indométacine, Acide méfénamique) sont facilement dégradés dans les boues activées.

De maniere générale, le traitement par boues activées s’est révélé €tre un processus efficace pour
I’élimination des composés pharmaceutiques, des drogues illicites, des produits de soins personnels et
des perturbateurs endocriniens (Kasprzyk-Hordern et al., 2009). Cependant I’étude de Radjenovi¢ et
al. (2009) explique que le traitement secondaire par bioréacteur a membrane (MBR) est plus efficace
que ceux par boues activées, car il permet d’éliminer un plus large spectre de micropolluants méme
ceux résistant aux boues activées.

c) Traitement tertiaire

Le traitement tertiaire est mis apres un traitement secondaire comme ultime étape pour éliminer les
substances fertilisantes (phosphate et nitrate) ou les germes pathogenes. Ce traitement utilise des pro-
cédés biologiques, chimiques ou physico-chimiques. Le plus connu est le traitement par ozonation.
L’ozone peut dégrader les contaminants directement (ex : Carbamazépine) ou indirectement (via la
formation d’agent oxydant comme HO") (ex : Méprobamate) (Luo et al., 2014).

Les travaux de Hollender et al. (2009) trouvent que I’ozonation contribue a I’élimination de 40 a 50%
du Naproxéne, de 1’Aténolol et de la Clarithromycine ; 60 & 70% du Métoprolol et du Sulfamé-
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thoxazole et enfin a plus de 80% du Diclofénac et de la Carbamazépine sur toutes les stations
d’épuration qui ont été étudiées. De méme, les travaux de Soulier al. (2011) constate que le traitement
par ozonation plusieurs psychotropes ont des rendements d’élimination supérieur a 70% comme la
Carbamazépine, 1’ Amitriptyline, le Bromazépam ou encore la Fluoxétine. Cependant cette étude
montre aussi que ce procédé ne permet la compléte suppression des composés pharmaceutiques
comme la Caféine et le Nordiazépam qui ont des rendements d’élimination compris entre 30 et 70 %.

Les travaux de Luo et al. (2014) comparent les différents traitements qui peuvent étre mis en place
dans des STEP et montrent que les traitements dits « a faible cofit » (utilisés dans les petites agglomé-
rations, ex : lits bactériens ou lagunes) sont moins efficaces pour les composés pharmaceutiques que
les traitements dits « conventionnels » (ex : boues activées). De méme, 1’étude montre que les traite-
ments « conventionnels » sont eux aussi moins efficaces pour éliminer les médicaments que les trai-
tements avancés (traitement tertiaire, ex : ozonation ou UV) (Tableau 5).

Tableau 5. Comparaison de ’efficacité d’élimination des composés pharmaceutiques dans différentes stations
d’épuration (adaptée de Luo et al., 2014).

Elimination en % dans différentes STEP

Composés Conventionnelles A faible cofit Avancées
Ibuproféne 72 - 100 17->99 >99
Diclofénac <0-8l1 0-96 89 - 100
Kétoproféne 11-100 0-99 69 - 95
Carbamazépine <0-62 0- 66 60 - 100

Bien que les différents traitements mis en place dans les stations d’épuration permettent d’éliminer une
partie des composés pharmaceutiques, quelques études ont trouvé que pour certains composés la con-
centration en sortie de STEP était supérieure a celle en entrée de STEP. Ce phénomeéne peut
s’expliquer par la présence de substances (ex : métabolites humains ou produits de transformation dans
I’entrée de STEP) qui vont étre transformées en composés parents lors du traitement biologique. Une
autre explication est que les composés sont enfermés dans les particules de matiere fécale et seront
libérés lors du traitement biologique (Gobel et al., 2007 ; Kasprzyk-Hordern et al., 2009). Calisto et
Esteves (2009) constatent que les benzodiazépines sont largement métabolisées dans le foie en une
forme glucuro-conjuguée, pharmacologiquement inactive, qui est ensuite déconjuguée en composé
parent par une enzyme, la B-glucuronidase, qui est produite par les bactéries fécales comme Escheri-
chia coli. Ainsi ce processus de déconjugaison va augmenter la quantité de composés parents en sortie
de STEP (Ternes, 1998 ; Calisto et Esteves, 2009).

Cette élimination négative peut €tre aussi le résultat d’un échantillonnage approximatif di a la fluctua-
tion des concentrations dans les STEP mais aussi a une incertitude analytique ou encore a une désorp-
tion des composés des boues ou des particules en suspension (Clara et al., 2004 ; Kasprzyk-Hordern et
al., 2007 ; Durén-Alvarez et al., 2012).
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Les psychotropes se comportent comme la plupart des médicaments, le traitement primaire est peu ou
pas efficace pour I’élimination de ces composés. Seulement les molécules les plus hydrophobes (log
Kow > 4) vont étre partiellement éliminées et adsorber sur le sédiment ou les boues.

Exemples : la Sertraline, 1’ Amitriptyline ou 1’Imipramine (Kasprzyk-Hordern et al., 2009 ; Soulier et
al., 2011 ; Subedi et al., 2015).

Le traitement secondaire est plus efficace mais cela dépend aussi des types de procédés utilisés. Kas-
przyk-Hordern et al. (2009) montrent que le traitement secondaire a boues activées va avoir une effi-
cacité d’élimination de 85 % sur la Gabapentine alors que le traitement a lit bactérien ne va avoir au-
cun effet sur cette molécule. Enfin les traitements tertiaires vont étre plus efficaces que les traitements
secondaires mais leur performance épuratoire va aussi dépendre des traitements utilisés. Soulier et al.
(2011) montre que les traitements tertiaires avancés comme 1’ozonation, I’osmose inverse et la filtra-
tion sur charbon actif vont donner des rendements d’élimination supérieurs a 70% pour la plupart des
psychotropes étudiés alors que les traitements tertiaires d’affinage ont une efficacité épuratoire plus
faible.

Cette partie montre bien qu’il est utile d’étudier la présence des psychotropes dans les STEP car selon
les propriétés physico-chimiques des molécules et selon les procédés utilisés dans les stations
d’épurations étudiées, ces composés vont €tre plus ou moins retrouvés dans les effluents de sortie et
donc dans I’environnement.

4.2 Présence dans I’environnement

Les composés pharmaceutiques sont donc principalement apportés dans le milieu aquatique par les
rejets continus des stations d’épuration (Bucheberger, 2007). Le comportement de ces molécules dans
I’environnement est lié a plusieurs phénomenes : le transport, 1’adsorption et la dégradation (abiotique
et biotique).

Le transport des molécules pharmaceutiques dans I’environnement dépend essentiellement de leur
degré d’atténuation naturelle (adsorption, biodégradation, photodégradation, etc...) et de leur caracté-
ristique physico-chimique (Li et al., 2014 ; Salbjic et al., 1995).

Dans les eaux de surface, les niveaux de concentrations des composés pharmaceutiques diminuent
suite a I’intervention de plusieurs phénomenes physico-chimiques et biologiques (Mompelat et al.,
2009).:

- la dilution par les masses d’eau

- I’adsorption sur les particules solides, les colloides ou encore la mati¢re organique dissoute

- la photolyse directe ou indirecte

- la biodégradation

L’adsorption sur le sédiment est souvent corrélée au log Kow du composé. L’étude de Rogers (1996)
propose de caractériser la mobilité des composés organiques en fonction de la valeur de leur log Kow.
Ainsi, les composés avec un log Kow < 2,5 ont une faible adsorption, ceux avec un log Kow entre 2,5
et 4 sont moyennement adsorbés et enfin ceux avec un log Kow > 4 sont fortement adsorbés. Cepen-
dant, les travaux de Loffler et al. (2005) ont montré que les composés ayant des log Kow < 2,5 ou
entre 2,5 et 4 comme 1’Oxazépam, la Carbamazépine ou encore I’Ivermectine avaient une faible dé-
gradation mais une forte adsorption sur le sédiment. Donc ce parametre a lui seul ne suffit pas a définir
I’adsorption d’un composé. De méme 1’étude de Pal et al. (2010) a montré qu’une molécule avec un
log Kow > 5 et un faible poids moléculaire a un coefficient d’adsorption élevé et sera alors facilement
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adsorbée sur le sédiment. Ce qui est généralement le cas des composés pharmaceutiques avec une
fonction amine comme 1’ Aténolol, le Propranolol ou la Fluoxétine. Au contraire, les composés phar-
maceutiques neutres ou avec un groupement acide carboxylique ont, quant a eux, un coefficient
d’adsorption plus faible. Leur présence est donc déterminé par d’autres phénomenes comme la dégra-
dation (Yamamoto et al., 2009).

L’étude de Schultz et al. (2011) a révélé la présence de Fluoxétine dans les sédiments d’un ruisseau
impacté par une station d’épuration, i des concentrations allant de 0,4 4 19,4 ng.g". Cette étude a aussi
constaté la présence d’autres psychotropes tels que la Norfluoxétine, la Sertraline, la Norsertraline, le
Citalopram, la Paroxétine et la Venlafaxine.

L’adsorption d’une molécule dépend aussi de la qualité de la matieére organique du sédiment et de son
degré d’adsorption (Martinez-Hernéndez et al., 2014). De plus, I’étude de Schaffer et al. (2012) a
montré que le degré d’ionisation des composés, qui est lié au pH de 1’environnement, est un facteur
supplémentaire pouvant jouer sur 1’adsorption du composé dans le sédiment.

La dégradation des médicaments peut étre de type abiotique et induite par la lumiére, on parle de pho-
todégradtion. C’est une transformation chimique qui dépend de I’intensité du rayonnement solaire, de
la profondeur de I’eau, de la composition de la mati¢re organique, des conditions d’eutrophisation du
milieu, de la latitude et des saisons (Mompelat et al., 2009).

La photodégradation peut étre directe par adsorption de photons induisant une transformation chi-
mique ou indirecte par I'intermédiaire de radicaux générés par I’irradiation des nitrates ou des acides
humiques (Andreozzi et al., 2003 ; Boreen et al., 2003). Les travaux de Yamamoto et al. (2009) mon-
trent que sur les 8 composés étudiés seulement 3 composés (Propranolol, Indométacine et Ifenprodil)
sont facilement dégradés par la lumicre alors que les 5 autres dont la Carbamazépine et la Fluoxétine
sont relativement persistants a la photodégradation. De méme 1’étude de Calisto et al. (2011) sur la
photodégradation des benzodiazépines dans I’environnement aquatique, constate que 1’Oxazépam, le
Diazépam et I’ Alprazolam sont résistants a la photodégradation. Sur I’ensemble des composés étudiés,
seulement le Lorazépam est sensible a ce type de dégradation.

Cependant la photodégradation peut contribuer a la formation de produits de transformation peu ou
pas connus avec des propriétés physico-chimiques et biologiques nouvelles et dont leur persistance
dans I’environnement est méconnue. De plus ces produits de photodégradation peuvent étre plus
toxiques que la molécule mere et avoir des propriétés génotoxique et mutageéne (Chiron et al., 2006).
La Figure 11 montre les produits de transformation de 4 psychotropes (Oxazépam, Diazépam, Lorazé-
pam et Alprazolam) aprés photodégradation.
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Figure 11. Produits de photodégradation de I’Oxazépam, le Diazépam, le Lorazépam et I’Alprazolam
(source : Calisto et al., 2011)

Lorazépam

L’autre type de dégradation est dite biotique ; on parle de biodégradation par les micro-organismes.
Quelques travaux ont montré que la biodégradation dans 1’eau naturelle était insignifiante. Plusieurs
composés pharmaceutiques ne sont pas biodégradables dans I’eau mais ceux qui le sont vont mettre
plusieurs mois pour se dégrader (Buerge et al., 2006 ; Pérez et Barcel6, 2007). L’étude de Yamamoto
et al. (2009) confirme ce résultat et montre que les 8 composés choisis sont résistants a la dégradation
microbienne de la riviere étudiée.

Néanmoins, au niveau du sol, la biodégradation est plus active car les micro-organismes y sont trés
présents. Les travaux de Suga et al. (2013) montrent que 1’Oxytétracycline met 30 jours pour €tre
presque totalement éliminée de la colonne d’eau par adsorption dans le sédiment et biodégradée par les
micro-organismes présents dans celui-ci. Cette étude explique alors que le sédiment a une plus grande
capacité a éliminer le composé étudié que la colonne d’eau.
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Cette dégradation bactérienne peut conduire a I’élimination totale ou partielle des composés. Les tra-
vaux de Kosjek et al. (2012) constatent que le Diazépam est partiellement dégradé en plusieurs pro-
duits dont I’Oxazépam, le Témazépam ou encore le Nordiazépam. Ainsi la biodégradation contribue a
la formation de produits qui peuvent étre stables ou biodégradables, actifs ou non actifs et engendre
une augmentation du nombre de molécules présentes dans le milieu aquatique.

Enfin, la biodégradation des composés pharmaceutiques est généralement plus efficace dans les boues
activées des traitement biologique des STEP que dans les sédiments naturels (Yamamoto et al., 2009).

Bien que I’atténuation naturelle soit un processus essentiel pour diminuer les concentrations en médi-
caments dans I’environnement, les différentes études de la littérature suggeérent que ces mécanismes ne
sont pas assez efficaces. En effet, certains composés sont résistants a toute sorte de dégradation et sont
donc persistants dans le milieu aquatique. C’est le cas de la Carbamazépine et du Diazépam (Loffler et
al., 2005) qui sont des molécules persistantes dans les stations d’épuration mais aussi dans
I’environnement. Cependant il ne faut pas corréler la transformation environnementale avec la métabo-
lisation humaine car bien que la Carbamazépine et le Diazépam soient stables dans le milieu aqua-
tique, ils sont trés rapidement métabolisés dans le corps humain (Loffler et al., 2005).

Les psychotropes non traités par les STEP et rejetés dans le milieu aquatique ont un caractere hydroso-
luble ainsi I’atténuation naturelle par des phénomenes d’adsorption, photodégradation ou encore bio-
dégradation ne permet qu’une élimination partielle de ces composés. De plus, certains d’entre eux
comme la Carbamazépine sont persistants dans I’environnement (Barra Caracciolo et al., 2015). 1l est
donc important de s’intéresser a la présence dans 1’environnement de cette famille thérapeutique.
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5. Devenir dans I’environnement

La problématique du devenir des composés pharmaceutiques dans 1’environnement a été abordée pour
la premicre fois aux Etats-Unis dans les années 70 (Garrison et al., 1976 ; Hignite et Hazarnoff.,
1977). Les avancées sur les techniques analytiques ont permis d’améliorer la détection des composés
pharmaceutiques dans de nombreuses matrices aqueuses : entrée et sortie de STEP, eaux de surface,
eaux souterraines, eaux marines et eaux de boissons. Ces progres ont aussi permis de trouver ces com-
posés a des limites de détection allant de quelques ng.L" & quelques ug.L™". Ainsi de nombreux projets
ont été mis en place afin d’évaluer les niveaux d’occurrence des composés pharmaceutiques dans di-
vers compartiments aquatiques. Parmi eux, KNAPPE qui est un projet européen, a permis de faire un
bilan sur I’état des connaissances sur le devenir des composés pharmaceutiques dans les milieux
aqueux entre 1998 et 2007. A partir de plusieurs bases de données (publications scientifiques, projets
nationaux et internationaux, etc...), ces travaux ont permis d’établir une liste de 135 composés phar-
maceutiques détectés dans I’environnement (Schliisener et al., 2008).

Ce projet a mis en évidence que les milieux les plus étudiés sont les eaux de surfaces (43%) et les ef-
fluents de STEP (32%) et que les familles thérapeutiques les plus recherchées sont les antibiotiques,
les anti-inflammatoires, les analgésiques, les bétabloquants et les antiépileptiques/anxiolytiques
(Figure 12).

Hypolipidémiants Anticancéreux
7% _] | 3%
Antiépileptiques / ‘
Anxiolytiques _\ 7N | Antibiotiques
9% 33%
Agents de
contrastes

10%

Analgésiques
11%

Anti-
Béta-Bloquants inflammatoires
12% 15%

Figure 12. Pourcentage des études publiées sur différentes famille thérapeutiques, sur 112 articles publiés entre1998 et
2007 (adaptée de Schliisener et al., 2008).

A partir de 28 articles scientifiques sélectionnés (Lee et al., 2005 ; Gros et al., 2006 ; Vanderford et
Snyder, 2006 ; Vieno et al., 2006 ; Lajeunesse et al., 2008 ; Schultz et Furlong, 2008 ; Togola et
Budzinski, 2008 ; Kasprzyk-Hordern et al., 2009 ; Miege et al., 2009 ; Gonzalez Alonso et al., 2010 ;
Huerta-Fontela et al., 2010 ; Morash et al., 2010 ; Pal et al., 2010 ; Unceta et al., 2010 ; Baker et Kas-
przyk-Hordern, 2011 ; Ferreira da Silva et al., 2011 ; Ferrer et al., 2012 ; Grabic et al., 2012 ; Hass et
al., 2012 ; Lajeunesse et al., 2012 ; Idder et al., 2013 ; Deblonde et al., 2014 ; Giebultowicz et Nalecz-
Jawecki, 2014 ; Petrie et al., 2014 ; Mendoza et al., 2014 ; Petrovi¢ et al., 2014 ; Racamonde et al.,
2014 ; Sheng et al., 2014) sur ’occurrence des composés pharmaceutiques dans le milieu aqueux,
nous avons établi un tableau présentant quelques données de concentrations d’une sélection de 14
composés pharmaceutiques (Sulfaméthoxazole, Diclofénac, Ibuproféne, Aténolol, Propranolol, Para-
cétamol, Gemfibrozil, Carbamazépine, Diazépam, Oxazépam, Lorazépam, Venlafaxine, Citalopram et
Fluoxétine) en entrée de STEP, en sortie de STEP et dans les eaux de surface (Tableau 6).
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Tableau 6. Intervalle de concentrations de 14 composés sélectionnés dans 3 matrices aqueuses : entrée de STEP, sortie
de STEP et eaux de surface. L’intervalle de concentrations est représenté par la valeur minimale et maximale trou-
vées dans la littérature (utilisation d’une échelle logarithme en base 10, 0=0,1 ng/L).
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La famille thérapeutique des antibiotiques est faiblement dégradée par les stations d’épuration. Le taux
d’abattement varie en fonction du type de traitement utilisé. Dans 1’étude de Behera et al. (2011) ce
phénomene est observé avec le Sulfaméthoxazole qui a des taux d’élimination qui varient entre 25% et
80% selon les 5 traitements appliqués. De méme pour I’Erythromycine qui a un taux d’élimination de
50% lors de traitement a boues activées et de 100% lors de traitement a lit bactérien (Kasprzyk-
Hordern et al., 2009). Ainsi ces variations d’éliminations vont jouer un role sur les niveaux de concen-
trations retrouvés dans les eaux de surface. D’apres le Tableau 6, ’intervalle de concentration pour le
Sulfaméthoxazole dans 1’eau de surface fluctue entre 0,2 et 320 ng.L"'. Dans les eaux souterraines ce
méme composé est détecté a une concentration maximale de 170 ng.L"' en Californie (Fram et Belitz,
2011) et dans les eaux de boissons a une concentration maximale de 12,7 *+ 3,6 ng.L'1 dans le Sud-Est
des Etats-Unis (Padhye et al., 2014).

Les anti-inflammatoires et les analgésiques sont des familles thérapeutiques souvent retrouvées dans
les STEP et dans les eaux de surface. Parmi ces deux familles, les composés les plus étudiés et détec-
tés sont I’Ibuproféne, le Paracétamol et le Diclofénac. L’élimination de 1’Ibuproféne et du Paracétamol
par les STEP est trés efficace, leurs taux d’abattement sont alors compris entre 80 et 100%. Pour le
Diclofénac les taux d’élimination vont beaucoup varier (< 0 — 81,4%) en fonction des traitements mis
en place par les stations d’épuration (Behera et al., 2011 ; Kasprzyk-Hordern et al., 2009 ; Luo et al.,
2014). Concernant le Paracétamol, bien que les concentrations en entrée de STEP puissent étre supé-
rieures a 200 000 ng.L", ce composé assez bien dégradé est retrouvé dans les eaux de surface a des
niveaux de concentrations allant de 41 a 615 ng.L’1 (Tableau 6). Pour le Diclofénac, les concentrations
dans les eaux de surface sont comprises entre 0,2 et 324 ng.L"" alors qu’il peut atteindre des concentra-
tions de 1 880 ng.L"' en sortie de STEP.

L’étude de Togola et Budzinski (2008) confirme la présence du Diclofénac et de I’Ibuprofene dans les
effluents de STEP et les eaux de surface. De plus les auteurs mettent en avant la présence de ces com-
posés dans les eaux de boissons mais a de faibles concentrations (< 5 ng.L™").

La Carbamazépine est une molécule définie comme traceur des rejets de STEP car elle est résistante
aux traitements épuratoires et ses taux d’élimination peuvent aller de -50% jusqu’a 62% (Kasprzyk-
Hordern et al., 2009 ; Behera et al., 2011 ; Luo et al., 2014). De plus cette molécule est aussi persis-
tante aux atténuations naturelles donc elle est souvent détectée dans les eaux de surface avec des ni-
veaux de concentration dépassant la centaine de ng.L'1 (Santos et al., 2010 ; Luo et al., 2014)
(Tableau 6). De par sa persistance, cette molécule est aussi détectée dans les eaux souterraines et les
eaux de boissons a des concentrations non négligeables, de ’ordre de la dizaine de ng.L™' (Togola et
Budzinski, 2008 ; Luo et al., 2014).

Les antidépresseurs et les benzodiazépines sont des molécules qui sont peu ou moyennement élimi-
nées par les procédés mis en place dans les STEP. L’étude de Baker et Kasprzyk-Hordern (2013)
montre que les STEP étudiées utilisant un traitement secondaire a lit bactérien ou a boues activées ont
une efficacité d’élimination comprise entre 40 et 50% pour la Fluoxétine, entre 25 et 40% pour la Ven-
lafaxine mais sont inefficaces pour I’élimination de I’Oxazépam. Les données d’occurrence en STEP
de I’Oxazépam, le Diazépam, le Lorazépam, la Venlafaxine, le Citalopram et la Fluoxétine présentées
dans le Tableau 6 confirment ces résultats. De plus ces valeurs montrent que ce sont des composés qui
sont généralement détectées en sortie de STEP a des concentrations pouvant aller jusqu’a la centaine
de ng.L”". Ainsi ces composés psychotropes faiblement éliminés sont retrouvés dans le milieu aqua-
tiques a des concentrations non négligeables et pouvant atteindre pour certains (Lorazépam et Venla-
faxine) la centaine de ng.L'1 (Gonzalez Alonso et al., 2010 ; Huerta —Fontela et al., 2010 ; Giebulto-
wicz et Nalecz-Jawecki, 2014 ; Mendoza et al., 2014).
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Bien que les rejets de STEP contribuent en majorité a la présence des composés pharmaceutiques dans
les compartiments aquatiques, il faut noter que la morphologie du milieu récepteur joue aussi un role
dans ce phénomene. Ainsi un grand hydrosystéme comme un estuaire peut diluer plus efficacement les
contaminants et donc avoir des niveaux de contamination en résidus médicamenteux beaucoup plus
faibles qu’une riviere.

Le devenir de composés pharmaceutiques dans les eaux souterraines et dans les eaux de boissons peut
étre le résultat de ruissellement ou d’infiltration des sols d’élevage, d’interaction entre les eaux de
surface et les eaux souterraines ou encore d’un traitement de potabilisation peu efficace pour la décon-
tamination. De plus, les composés qui vont étre retrouvés dans ces compartiments aquatiques sont soit
trés consommés, soit trés persistants.

Pour finir, les avancées dans les techniques analytiques ont aussi permis de détecter la présence de
composés pharmaceutiques dans des matrices plus complexes que les matrices aqueuses telles que les
sols, les sédiments ou encore les particules en suspension (Ferreira da Silva et al., 2011 ; Li et al,,
2014). Ainsi I’ubiquité de ces composés les rend accessibles aux organismes biologiques. C’est pour-
quoi depuis quelques années les scientifiques s’intéressent aux effets toxiques de ces molécules sur le
vivant.

La famille des psychotropes est constituée de composés qui sont peu éliminés par les STEP, qui ont
une faible atténuation naturelle et certains d’entre eux sont persistants dans I’environnement. C’est
pourquoi ces composés sont détectés dans le milieu aquatique a des concentrations qui vont de
quelque ng.L™" a la centaine de ng.L"". De plus, leur devenir dans I’environnement et les niveaux de
concentrations auxquelles ils sont détectés vont étre influencés par la zone géographique étudiée et de
sa démographie, par les habitudes de prescription et de consommation de la population étudiée, par les
procédés épuratoires utilisés par les STEP mais aussi par les facteurs environnementaux des sites
d’échantillonnage.

Il est donc important de continuer a documenter sur le devenir de cette famille thérapeutique dans les
différents milieux aquatiques en France et a I’étranger.
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6. Toxicité et risque

Les composés pharmaceutiques sont produits pour agir sur une cible spécifique (voie moléculaire ou
métabolique) chez I’humain ou I’animal. Cependant quand ils sont introduits dans le milieu aquatique
ils peuvent affecter des organismes non ciblés ayant des organes, des tissus ou des cellules cibles iden-
tiques ou similaires a ceux des organismes ciblés. C’est pourquoi ces composés peuvent étre respon-
sables d’effets néfastes pour les organismes (toxicité) mais aussi les écosysteémes (écotoxicité).
Il existe deux types de toxicité :

-la toxicité aigiie qui est une toxicité a court terme résultant d’une exposition courte a une forte
dose d’un xénobiotique.

-la toxicité chronique qui est une toxicité a long terme et qui résulte d’une exposition prolon-
gée a une dose plus ou moins faible d’un contaminant.
Depuis plusieurs années les scientifiques s’intéressent aussi aux effets des mélanges de composés
pharmaceutiques. Les différentes études ont montré qu’en mélange ces composés pouvaient avoir des
effets additifs, synergiques ou antagonistes (Cleuvers et al., 2003 ; Eguchi et al., 2004 ; Schnell et al.,
2009 ; Gust et al., 2013).

6.1 Toxicité aigiie

Cette toxicité est généralement mesurée par la CE50 qui est la concentration efficace médiane (ou
CL50 qui est la concentration 1étale médiane). Elle correspond a la concentration pour laquelle un effet
maximal a été observé pour 50% des individus exposés. L’évaluation de cette toxicité se fait a partir
de tests standardisés (ISO, OECD, etc...) et sur des organismes sélectionnés tels que des algues, des
poissons et des invertébrés. De plus, les valeurs de CES0 doivent étre données pour une durée
d’exposition et une espece ciblée. D’apres la littérature, les classes thérapeutiques les plus toxiques
sont les antibiotiques (Amoxicilline et Clarithromycine) et les antipsychotiques (Fluoxétine, Sertra-
line) (Fent et al., 2006 ; Besse et Garric, 2007)

La Figure 13 regroupe les valeurs de CE50, de 14 composés pharmaceutiques (Sulfaméthoxazole, Di-
clofénac, Ibuproféne, Aténolol, Propranolol, Paracétamol, Gemfibrozil, Carbamazépine, Diazépam,
Oxazépam, Lorazépam, Venlafaxine, Citalopram et Fluoxétine), cherchées dans la littérature (Ahlford,
2007 ; Christensen et al, 2007 ; Calisto et al., 2009, Santos et al., 2010 ; Minguez et al., 2016).

Lors des tests normalisés de toxicité aigiie, des effets ne sont observés qu’a des concentrations en
composés pharmaceutiques élevées (du ug.L" au mg.L™"), soit 100 a 1 000 fois supérieures aux con-
centrations environnementales. Ainsi, des effets ont été observés chez des algues avec la Fluoxétine
(qui est I’antidépresseur le plus toxique) a des concentrations supérieures a 10 ug.L™" alors que les
concentrations environnementales auxquelles elle a été retrouvée sont inférieures a 0,01 pg.L™" (Fent et
al., 2006 ; Santos et al., 2010). C’est pourquoi le risque aigu des composés pharmaceutiques reste
négligeable.

Sur les 7 psychotropes sélectionnés, aucunes valeurs de CES0 n’ont été trouvées dans la littérature
pour I’Oxazépam et le Lorazépam. Ceci montre bien qu’il manque encore des données sur la toxicité
aigiie des psychotropes.
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Figure 13. Valeurs de CE50 de 14 composés pharmaceutiques données pour les algues, les invertébrés et les poissons
(échelle logarithmique). Références : Ahlford, 2007 ; Christensen et al, 2007 ; Calisto et al., 2009, Santos et al., 2010 ;
Minguez et al., 2016

6.2 Toxicité chronique

Cette toxicité est souvent caractérisée par le NOEC (No Observed Effect Concentration) qui corres-
pond a la concentration maximale pour laquelle aucun effet n’est observé chez 1’organisme.
L’évaluation de cette toxicité se faisant sur de longues périodes, les doses d’exposition sont alors plus
faibles que celles utilisées dans les tests aigus. Ainsi, ce type d’essai permet de se rapprocher des con-
centrations environnementales.

La Figure 14 regroupe les valeurs de NOEC, de 14 composés pharmaceutiques (Sulfaméthoxazole,
Diclofénac, Ibuproféne, Aténolol, Propranolol, Paracétamol, Gemfibrozil, Carbamazépine, Diazépam,
Oxazépam, Lorazépam, Venlafaxine, Citalopram et Fluoxétine), cherchées dans la littérature (Ferrari
et al., 2003 ; Henry et al., 2004 ; Crane et al., 2006 ; De Lange et al., 2006 ; Garric et al., 2006 ; Ri-
chards et al., 2006 ; Ahlford, 2007 ; Flippin et al., 2007 ; Schmitt-Jansen et al., 2007 ; Stanley et al.,
2007 ; Calisto et al., 2009 ; Besse, 2010 ; Santos et al., 2010 ; Silva et al., 2015).

Les valeurs trouvées dans la littérature vont de la centaine de ng.L"' 4 la dizaine de mg.L"' cependant
peu de données ont été retrouvées pour les composés sélectionnés et pour 3 psychotropes (Oxazépam,
Lorazépam et Venlafaxine) aucunes données n’ont été obtenues.

D’apres la Figure 14, des effets ont été observés chez des invertébrés avec le Propranolol a des concen-
trations de I’ordre du pg.L" alors que les concentrations environnementales détectées sont inférieures
a 0,01 pg.L'1 (Santos et al., 2010). De plus, pour la Fluoxétine, des effets ont été observés a des con-
centrations plus faibles que pour les CE50, aux alentours de 100 ng.L"', qui sont des niveaux de con-
centrations non détectés dans les eaux de surface mais retrouvés en sortie et entrées de STEP.

En toxicité chronique, les classes thérapeutiques les plus toxiques sont les antibiotiques (Amoxicil-
line), les bétabloquants (Propranolol) et les antipsychotiques (Fluoxétine) (Besse et Garric, 2007).
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Figure 14. Valeurs de NOEC de 14 composés pharmaceutiques données pour les algues, les invertébrés et les poissons
(échelle logarithmique). Références : Ferrari et al., 2003 ; Henry et al., 2004 ; Crane et al., 2006 ; De Lange et al.,
2006 ; Garric et al., 2006 ; Richards et al., 2006 ; Ahlford, 2007 ; Flippin et al., 2007 ; Schmitt-Jansen et al., 2007 ;
Stanley et al., 2007 ; Calisto et al., 2009 ; Besse, 2010 ; Santos et al., 2010 ; Silva et al., 2015

Bien que les valeurs de NOEC soient supérieures aux concentrations environnementales des composés
pharmaceutiques, le risque chronique n’est pas négligeable et doit étre surveillé.

Parmi les psychotropes et les autres médicaments étudiés dans cette partie, la Fluoxétine est la molé-
cule la plus toxique avec une valeur minimale de CE50 de 2,4 ug.L™' et une valeur minimale de NOEC
de 100 ng.L"', qui est une concentration qui peut étre retrouvée en entrée et en sortie de STEP.

De plus, cette partie montre qu’il existe un réel manque d’étude sur la toxicité aigiie et chronique des
psychotropes sur les organismes aquatiques, c’est pourquoi cette classe thérapeutique a besoin d’étre
encore étudiée.

6.3 Le risque

L’évaluation du risque environnemental d’un composé dépend de la quantité et de la qualité des don-
nées disponibles telles que sa quantité consommée, sa métabolisation, sa dégradation, sa concentration
dans I’environnement (mesurée ou estimée) ou encore ses données de toxicité aigiie et/ou chronique
(Ferrari et al., 2004).

A partir de la méthode de mesure du risque mis en place par 'EMA (Chapitre 1. Section 1.2), plu-
sieurs valeurs de risque pour des composés pharmaceutiques ont été publiées dans différents pays eu-
ropéens. L’étude de Ferrari et al. (2004) évalue le risque pour le compartiment aquatique de 6 compo-
sés pharmaceutiques dont la Carbamazépine, le Diclofénac, le Propranolol et le Sulfaméthoxazole
(Tableau 7).
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Tableau 7. Estimation du risque potentiel de 4 composés pharmaceutiques dans le milieu aquatique en France et en
Allemagne (source : Ferrari et al., 2004).

Diclofénac Propranolol  Sulfamé thoxazole Carbamazépine
France
PEC/PNEC aigiie 0,033 425 114 0,038
PEC/PNEC chronique 0,024 104 0,52 24
Allemagne
PEC/PNEC aigiie 0,124 0488 59,3 0,061
PEC/PNEC chronique 0,09 119 2,72 3,85

Cette étude montre que, selon le pays, les valeurs estimées des risques ne sont pas les mémes. Par
exemple, pour le Propranolol, il y a un facteur 10 entre les valeurs obtenues en France et celles obte-
nues en Allemagne.

Dans cette méme étude, les auteurs ont choisi de calculer les risques avec des valeurs de PNEC obte-
nues a partir de tests de toxicité aigiies comme le propose 'EMA dans sa procédure mais aussi avec
des valeurs de PNEC obtenues a partir de tests chroniques. Le Tableau 7 montre que selon les données
de PNEC utilisées, les valeurs de risque vont étre différentes. Par exemple, pour la Carbamazépine en
France et en Allemagne, avec des tests aigus, cette molécule ne représente aucun risque alors qu’avec
des tests chroniques les valeurs du rapport PEC/PNEC sont bien supérieures a 1 ; cet antiépileptique
représente donc un risque pour I’environnement. Cette différence de données change alors les conclu-
sions a propos du risque potentiel de la Carbamazépine dans I’environnement aquatique.

Les auteurs de 1’étude de Ferrari et al. (2004) se posent alors la question de la pertinence d’utiliser des
tests aigus pour prédire le risque potentiel d’un composé dans le milieu aquatique. Cependant, il existe
un manque de connaissance sur les effets chroniques, les effets sur la reproduction et les effets liés au
mécanisme pharmacologique permettant de calculer des PNEC « chronique » comme le montre les
travaux de Carlsson et al. (2006). Par manque de données, les auteurs ne peuvent pas estimer de valeur
de risque environnemental pour I’ Aténolol, le Kétoproféne ou encore 1’Oxazépam.

Dans 1I’étude récente de Bouissou-Schurtz et al. (2014), les auteurs calculent le risque potentiel pour
I’environnement d’une liste de composés surveillés par 1’Agence nationale de sécurité sanitaire de
I’alimentation, de 1’environnement et du travail (Anses). Pour cela, ils utilisent le rapport PEC/PNEC
mais aussi le rapport MEC/PNEC ou la MEC (Mesured Environment Concentration) correspond a la
concentration du composé mesurée dans [’environnement. Ils précisent alors que le rapport
PEC/PNEC donne une valeur estimée du risque environnemental alors que le rapport MEC/PNEC
donne une valeur réelle (Tableau 8).

Tableau 8. Evaluation du risque environnemental estimé et réel pour I’Ibuproféne, le Paracétamol, le Diclofénac et la
Carbamazépine (source : Bouisson-Schurtz et al., 2014).

Ibuprofe ne Paracétamol Diclofénac Carbamazé pine
PEC/PNEC 600 1,6 15 32
MEC/PNEC 1,9 0,04 0 0

La Tableau 8 montre que les valeurs du risque estimé sont beaucoup plus élevées que celles du risque
réel. De plus avec le rapport PEC/PNEC les 4 composés pharmaceutiques ont un risque potentiel pour
I’environnement alors qu’avec le rapport MEC/PNEC seulement 1’ Ibuproféne représente un risque.
Cette étude montre encore que I’estimation du risque environnemental pour les composés pharmaceu-
tique reste complexe et qu’elle nécessite d’étre encore documentée. De plus, les scientifiques se ques-
tionnent si I’évaluation du risque ne devrait pas se faire sur les mélanges de composés comme dans
I’environnement.
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L’estimation du risque d’un composé pharmaceutique dans 1’environnement aquatique est complexe, il
nécessite I’obtention de valeurs de toxicité aigiie et/ou chronique. Cependant ce sont des données qui
manquent encore aujourd’hui pour un grand nombre de psychotropes. C’est pourquoi il existe aussi

trés peu de valeur de risque pour cette famille thérapeutique.
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7. Impacts des psychotropes

7.1 Les biomarqueurs

a) Définition

Les biomarqueurs sont « des parametres biologiques mesurant le comportement, la physiologie, la
biochimie, I'intégrité cellulaire, I’expression et la structure génomique des individus, que ce soit au
niveau d’une cellule, d’un tissu ou de ’organisme entier » (Lagadic et al., 1997). Ce sont les indica-
teurs d’un état normal ou d’un changement chez les individus au sein d’une population étudiée. En
écotoxicologie, ce sont des outils mis en ceuvre pour établir un diagnostique du risque environmental.
Leurs usages et leur intérét sont devenus incontournables pour la surveillance de I’état écologique des
cours d’eau. Certains biomarqueurs peuvent étre spécifiques car ils répondent préférentiellement a un
type de contaminants. De plus, ils peuvent avoir un caractére intégratif du message toxique car
I’organisme exposé n’intégre que la partie bio-disponible du xénobiotiques.

Les biomarqueurs peuvent étre regroupé dans deux familles (Tableau 9) :
-les biomarqueurs d’exposition
-les biomarqueurs d’effet

Tableau 9. Biomarqueurs utilisés en écotoxicologie dans les études de laboratoire et de terrain, indicateurs
d’exposition a des classes spécifique et non-spécifique de polluants ou indicateur d’effet de substances toxiques

(source : Garric et al., 2010).

Biomarqueurs Commentaires Effets Substances

chimiques

CYP 1A1, expression Les activités monooxygénases impliguant diverses isoformes | Induction Pesticides

et activité EROD, de cytochromes P450 (la mesure la plus connue est organochlorés,

BaP hydroxylase, l'induction de I'activité enzymatique EROD) sont impliquées PCBs, dioxines,

Glutathion-S- dans le métabolisme des composés endogénes lipophiles, et HAPs, BaP,

transferase sont inductibles par des substances exogénes. non spécifique

Protéines multi, Les protéines de transport membranaire (systéme MXR/MDR) | Induction/ | Substances

xénobiotique, peuvent &tre induites ou inhibées par diverses substances inhibition organiques

résistance (MXR) organiques. C'est un mécanisme de défense cellulaire qui (HAPs, PCBs et
permet a la cellule transporter des métabolites ou des métabolites...)
xénobiotiques.

Acétyl cholinestérase Activité enzymatique du métabolisme de neurotransmetteurs. | Inhibition Pesticides
Biomarqueurs (organo-
d'exposition phosphorés,

carbamates)

Vitellogénine Protéines de réserves des ceufs synthétisés dans le foie. Induction Perturbateurs

(male) endoctriniens
Métallothionéines/ Les métallothionéines (MTs) et phytochélatines (PCs) Induction Métaux, autres
phytochélatines, normalement exprimées dans les tissus, impliquées dans xénobiotiques
protéines de stress 'homéostasie des métaux, peuvent &tre surexprimées en
présence de métaux, mais aussi de composés organiques
aromatiques inducteurs de stress oxydatif cellulaire.
Dommage ADN, Les polluants (HAPs, organiques persistants...), comme des Occurence | Mutagénes,
adduits ADN facteurs physiques, peuvent altérer de différentes facons génotoxiques
l'intégrité de la structure de I'ADN (cassure simple et double z

Dommage ADN brin, liaison ADN, dommages chromosomigues), soit Oceirence M‘utager_tes, -

directement soit via leurs métabolites. génoloxiques ?

Acétyl cholinestérase Inhibition Pesticides

(organo-
phosphorés,
carbamates)

Peroxydation lipidigue | Des polluants peuvent augmenter les niveaux cellulaires Induction
Biomarqueurs d'effet de molécules oxygénées fortement réactives (ROS), soit

par une induction de synthése soit par une inhibition
Enzymes antioxydantes | des mécanismes de défense. Lorsque ces derniers sont Induction/
débordés les lipides membranaires, les protéines cellulaires | inhibition .
sont endommagées par des réactions de peroxydation. Non spécifiques
Ces processus peuvent &tre mesurés et utilisés comme
indicateurs de stress.
Intégrite lysosomiale La stabilité de la membrane semi-perméable des lysosomes Diminution
est un indicateur de 'état de la cellule.
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b) Les biomarqueurs d’exposition

IIs sont caractérisés par leur réponse précoce et leur réactivité spécifique. Ils sont généralement induits
par un type de polluant donc leur variation est indicatrice d’une exposition de I’organisme a cette
classe de contaminants. Ils témoignent alors de la présence d’un contaminant dans le milieu et de sa
biodisponibilité pour I’organisme exposé. Ces biomarqueurs traduisent alors un changement de
I’environnement de 1’organisme étudié.

Les parametres qui sont alors mesurés sont la bioaccumulation du contaminant dans 1’organisme, la
mesure des réactions cellulaires de certains effets biologiques précoces ne présentant pas de toxicité
immédiate pour les organismes tels que les dommages a I’ ADN ou encore les métallothionéines (MT)

qui sont généralement induites lors d’une contamination métallique.

¢) Les biomarqueurs d’effet

IIs caractérisent une altération biologique et selon I’intensité de la réponse, elle peut altérer 1’état phy-
siologique de I’organisme exposé (croissance, reproduction, comportement, etc...). Ces biomarqueurs
ne sont pas spécifiques d’un type de contaminants contrairement aux biomarqueurs d’exposition mais
ils intégrent de multiples toxicités complexes. C’est pourquoi ces biomarqueurs sont nombreux et va-
riés suivant le niveau d’organisation biologique étudié : biochimique, cellulaire, physiologique, etc...

Bien que cette classification soit couramment utilisée, la limite entre les deux groupes est souvent
mince et dépend généralement du contaminant ou de 1’organisme étudié. C’est pourquoi, il est néces-
saire d’avoir une approche multi-biomarqueurs afin d’améliorer 1’évaluation de la qualité du milieu ou
la compréhension du comportement d’un contaminant sur I’organisme.

7.2 Impact des psychotropes sur les organismes aquatiques

L’impact des psychotropes sur les organismes aquatiques est peu étudié. Quelques biomarqueurs ont
tout de méme était utilisés pour identifier I’impact de certains de ces composés sur le biologique
(Tableau 10).

Dans la littérature, les composés psychoactifs les plus étudiés sont la Fluoxétine, la Carbamazépine et
la Venlafaxine. Les études d’exposition aux psychotropes sur les invertébrés aquatiques et les poissons
ont cherché a identifier des effets immunotoxiques, cytotoxiques, génotoxiques, sur le stress oxydatif,
sur des fonctions enzymatique, sur la modulation de 1’expression de génes d’intéréts mais aussi sur la
croissance des individus, leur reproduction et leur comportement (alimentaire, prédation, locomotion).

Selon les composés, les effets sur un méme biomarqueur vont étre différents. L’étude de Lacaze et al.
(2015) montre que la Venlafaxine va induire une augmentation de 1’activité phagocytaire des hémo-
cytes de moule bleue alors que la Paroxétine et la Fluoxétine vont diminuer cette activité. De plus, un
méme composé peut moduler différemment un biomarqueur selon les concentrations d’exposition
utilisées, comme cela a pu étre observé dans les travaux de Minguel et al. (2014b). Ainsi, I’exposition
des hémocytes d’ormeau a I’ Amitriptyline conduit a une augmentation des niveaux d’ERO a la con-
centration environnementale de 0,001 mg.L'1 alors qu’aux concentrations de 17,03 mg.L'1 ;24,42
mg.L"' et 45,24 mg.L"' une diminution de ces niveaux est observée. Cette stimulation a une faible con-
centration en contaminant est un effet hormétique, 1’organisme en présence d’une faible dose de pol-
luant stimule ses mécanismes de défense afin de neutraliser I’effet du toxique et de réparer les fonc-
tions altérées.
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Tableau 10. Effets de quelques psychotropes exposés individuellement et en mélange sur différents organismes et
différents biomarqueurs.

Organismes Molécules Biomarqueurs Effets Références
Paroxétine Viabilité cellulaire Inhibition
. . Fluoxétine Phagocytose Inhibition / Inhibition
Muytilus edulis Carbumasépine . ducgﬁo;"ER o i Lacaze et al ., 2015
Venlafaxine Dommage a ADN Induction
Activité GST Induction a 1j et 28] / Inhibition & 7j
Crassostrea gigas . Activité Catalase Induction a 7j et 28j / Inhibition a 14;j L.
(juvénile) Fluoxétine Niveau LPO Induction & 14j / Inhibition & 7j DiPoietal., 2016
Survie, croissance, reproduction Augmentation de la taille de la coquille
Amitryptyline Phagocytose Induction / Inhibition
L Paroxétine Production EROs Induction / Inhibition .
Haliotis tuberculata Citalopram Stabilité membranes lysosomales Induction / Inhibition Minguez et al., 2014b
Clomipramine Viabilité des cellules Inhibition
Sepia officinalis Fluoxétine CompoArt(?ment de défence Diminution du niveau d’homochromie DiPoietal., 2014b
Chimie du cerveau -
Carbamazépine Phagocytose Induction
L. Viabilité des hémocytes Induction .
Elliptio complanata Fluoxétine Adhérence des hémocytes Induction / Inhibition Gagnéetal., 2006
Niveau LPO -
Gasterosteus aculeatus Citalopram Comportement alimentaire Diminution consommation de nourriture Kelhner et al ., 2015
Bar.r.ayé hybride Venlafixine Comportement de prédation Augmentation du temps de capture des proies Bisesiet al., 2014
Morone saxatilis x Morone chrysops . . . L.
Niveau sérotonine dans cerveau Altération
Ruditapes philippinarum Carbamazépine Stabilit¢ membranes lysosomales Inhibition Aguirre-Martinez et a/., 2013
Activité AChEg et AChEm Induction / Inhibition
Activité LDH Induction
Activité IDH Induction
Activité GST Induction
Carcinus maenas Sertraline Activité Catalase Induction / Inhibition Rodrigues et al ., 2015
Activité GPx Inhibition
Activité GR Induction / Inhibition
NiveauTG Induction
Niveau LPO Induction
Viabilité des hémocytes -
Cellularité -
Mélange Phagocytose -
Lymnaea stagnalis (Carl?an,lazepme, Produ?tlon ERQS - Gustetal., 2013
Diazépam, Production de thioles -
Venlafaxine) Expression de génes (HSP70, NOS1, Induction de TLR4, HSP70 et SeGPx
NOS2, TLR4, AIF-1, CAT, GR, Répression de AIF-1, CAT et Gr
MDM, SeGPx)
Mélange
(Citalopram,
Cyamémazine, — i .
Oryzias latipes ;luoxétine, Activité locomotrice Diminution de a v1tess‘e' (!e nagte,‘]a dmmncc? Chiffre et al., 2014
h parcourue et de la mobilité en période de nuit.
Oxazépam,
Serttraline, Acide
valproique)

Les quelques études d’impacts montrent que les psychotropes ont bien un effet sur les organismes
aquatiques que ce soit a des niveaux de concentration élevés, de I’ordre du mg.L™", ou & des concentra-
tions environnementales. C’est pourquoi, il est nécessaire de continuer a documenter I’impact de ces
composés avec des molécules qui n’ont pas encore étudiées mais aussi avec des mélanges comme ont
commencé a le faire Gust et al. (2013) et Chiffre et al. (2014).
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8. Comparaison France-Québec

Dans ces travaux de these, le suivi de la contamination en psychotropes a été mené dans deux princi-
paux hydrosystémes qui sont I’estuaire de la Gironde en France et le Saint Laurent au Québec. C’est
pourquoi dans cette partie nous avons voulu regarder les différences existantes entre la France et le
Québec.

Le Tableau 11 énonce quelques caractéristiques de la France et du Québec.

Tableau 11. Quelques caractéristiques de la France et du Québec.

France Québec
Superficie du pays (kmz) 671 308 1667 441
Démographie (en nbre d'hab.) 66 318 000 (en 2015) 8215000 (en2014)
Part du maché mondial du médicaments (%) 44 2,4 (Canada)
Proportion dépenses méd./dépense santé (%) 15 19,7
Dépense en médicaments (USD/ hab.) 615 812
Dépense tot. en psychotropes (%) 14,5 20,6
Nombre de station d'épuration 19901 822
Traitement primaire (12,1%) Traitement primaire (2%)
Procédés épuratoires Traitement secondaire (43%) Traitement secondaire - Etangs aérés (67%)
Traitement tertiaire (25,1%) Traitement secondaire - Autre (10%)
Divers (21%)
STEPs étudiées Louis Fargue (Bordeaux) Jean Marcotte (Montréal)
Traitement é puratoire secondaire (filtres biologiques) primaire (physico-chimique)

Bromazépam, Nordiazépam, Alprazolam,

. . B Fluoxétine, Carbamazépine, Paroxétine,
Diazépam, Oxazépam, Lorazépam,

Citalopram, Amitriptyline, Venlafaxine,

Psychotropes détectés en STEP* CloAnIilﬂzePanll;n M;Iirobe’ltr‘mtei)lﬁngamme, Nortriptyline, Sertraline, Desméthylsertraline,
triptyline, Fluoxe ’m<‘e, rimidone, Desméthylvenlafaxine, Norfluoxétine
Carbamazépine
Entrée de STEP :>1 ng. L' 2>1000 ng L' Entrée de STEP : >1 ng L’ 2 <400 ng L'
Niveaux de concentration des psychotropes en STEP* ntree de e . 4 e . ntree de e 1 4 e 1
Sortie de STEP : >1 ng” a >1000 ng.L’ Sortie de STEP : >1 ng. " a <400 ng.L’
Milieu étudié Estuaire de la Gironde Saint Laurent
Superficie (km’) 51260 839 200
Débit moyen (m3 ,s'l) 481 (Garonne) 8 540 (trongon fluvial, a Montréal)

Fluoxétine, Carbamazépine, Paroxétine,

Carbamazépine, Oxazépam, Nordiazépam, Citalopram, Amitriptyline, Venlafaxine

3 2 e % a2 7A1 ] A - 1 1M

Psychotropse détectés dans le milieu Lorazépam, hﬁopiﬁme, Primidone, Nortriptyline, Sertraline, Desméthylsertraline,
triptyline Desméthylvenlafaxine, Norfluoxétine

Niveaux de concentration des psychotropes dans le milieu* <1 ng‘L'l a30 ng‘L'l <1 ng‘L'l a70 ng‘L'l

* Références bibliographiques : Lajeunesse et al., 2008 ; Lajeunesse et al., 2012 ; Aminot, 2013 et Aminot et al., 2016.

Le Québec se situe au Canada, représente la plus grande province canadienne soit 16,7% du territoire
canadien (Le Comparatif Québec-France, 2012). Le Québec est environ 3 fois plus grand que la
France mais a 8 fois moins d’habitants. La densité de la population en France est de 98,8 hab/km’
contre 4,9 hab/km” au Québec.

La part du marché mondial du médicament de la France représente 4,4 % avec une dépense en médi-
caments par habitant de 615$ US. La part du marché mondiale en médicament au Québec est plus
faible car celle du Canada ne représente que 2,4%, cependant la dépense en médicaments des québé-
cois est plus élevée que celle des frangais avec 822% US/habitant. Au Québec 20,6% de la dépense en
médicament est allouée aux composés psychotropes contre 14,5% en France.

Méme si un francais dépense moins en médicament qu’un québécois, la dépense totale en médicament
de la France (40785 570000$ US) est tout de méme 6,7 fois supéricure a celle du Québec
(6 752 730 000$ US).

Comme précisé dans la Section 3 de ce chapitre, 'apport principal de médicament dans
I’environnement est généralement le rejet des stations de traitement des eaux usées. Le Québec dé-
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nombre plus de 800 STEP alors que la France en comptabilise plus de 19 900. Dans les STEP fran-
caises, le procédé épuratoire le plus utilisé est le traitement secondaire par boues activées (Golia et al.,
2010) et au Québec c’est aussi le traitement secondaire mais par étangs aérés (MAMROT, Ministere
des Affaires municipales, des Régions et de I’Occupation du territoire, 2013). Cependant, I’étude de
MAMROT (2010) montre que lorsque le traitement épuratoire est réparti en fonction de la capacité
hydraulique des stations d’épuration, le traitement physico-chimique (primaire) est majoritaire avec
54,5% (Figure 15).

Physico-chimique
545% |
Etangs aérés
229 %

Etangs non aérés
0,2 %
~ Boues activées

Disques - 1,4 %
biologiques— Biofiltration
0,1% 9.7 %
Dlveurs Dégrillage fin Etangs & rétention
0.1% 05% réduite
0,6 %

Figure 15. Répartition des types de traitements en fonction de la capacité hydraulique des STEP du Québec
(source : MAMROT, 2013).

Ce changement est principalement dii a la STEP de Montréal qui, a elle seule, représente 42% de la
capacité hydraulique des STEP québécoises utilisant un traitement physico-chimique.

Des études sur les STEP de Montréal et de Bordeaux (traitement secondaire par filtre biologique) ont
montré la présence de quelques psychotropes comme la Fluoxétine et la Carbamazépine (Tableau 11)
(Lajeunesse et al., 2012 ; Aminot, 2013). La gamme de concentration des composés psychoactifs re-
trouvés dans la STEP de Bordeaux est comprise entre quelques ng.L™" et quelques pg.L" alors que
dans la STEP de Montréal, la gamme va de quelques ng.L"' 4 la centaine de ng.L™".

Les rejets de la station Louis Fargue (Bordeaux) sont déversés dans 1’estuaire de la Gironde et particu-
licrement dans la Garonne et ceux de la station Jean Marcotte (Montréal) sont évacués dans le Saint
Laurent et particulierement dans le trongon fluvial. C’est deux hydrosystémes ont des superficies dif-
férentes et le Saint Laurent a un débit (8 540 m’.s™") 18 fois plus élevé que celui de la Garonne
(481 m’.s™).

Les travaux de thése d’Aminot (2013) montrent qu’en plus d’étre détectés en station d’épuration les
quelques psychotropes étudiés sont aussi retrouvés dans la Garonne a des concentrations qui vont de
quelque ng.L"" 2 30 ng.L"'. De méme 1’étude de Lajeunesse et al. (2012) observe également que cer-
tains des composés étudiés, retrouvés en station d’épuration, sont aussi détectés dans le fleuve Saint
Laurent  des concentrations qui vont de quelques ng.L™" a 70 ng.L"'. Ces deux études permettent de
donner une idée sur la présence de quelques psychotropes dans les STEP de Bordeaux et de Montréal
mais aussi dans la Garonne et dans le fleuve Saint Laurent.

Cependant, plusieurs variables comme les habitudes de prescriptions des médecins, la consommation
de la population, la zone géographique d’étude, la démographie de cette zone, les procédés de traite-
ments des stations d’épuration et les caractéristiques du milieu aquatique recevant les rejets de STEP
vont intervenir sur le type de composés et les concentrations retrouvés en station d’épuration mais
aussi dans le milieu aquatique.
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9. L’estuaire de la Gironde en France

Un estuaire est une zone d’interaction entre les eaux douces et les eaux salées.

Les travaux de Pritchard (1967) définissent pour la premicre fois un estuaire d’un point de vue phy-
sique comme étant « une masse d’eau cotiere semi-fermée, qui a une connexion libre avec I’océan et a
Uintérieur duquel I’eau de mer est diluée d’une facon mesurable avec de I’eau douce issue du drai-
nage du bassin versant ».

Plusieurs définitions ont ensuite été proposées dans la littérature prenant en compte les processus phy-

siques, chimiques, biologiques et sédimentaires de I’estuaire (Dalrymple et al., 1992 ; Perillo, 1995)
(Figure 16).

Limite de facies entre sediments Limite de faciés entre sédiments
l_ marins et sediments estuariens estuariens etsédimentfluviatiles
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‘g Sediments — Marées Débit fluvi
£ &) marins P ”
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Y
\
Mer _ Estuaire (Pritchard, 1967) - Fleuve
Mer 2= Estuaire (Dalrymple ef al.,, 1992) o Fleuve
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Figure 16. Représentation schématique d’un estuaire d’apres Pritchard (1967), Dalrymple et al. (1992) et Perillo
(1995) (source : Deloffre, 2005).
9.1 Morphologie de I’hydrosysteme Garonne-Dordogne-Gironde

L’estuaire de la Gironde se situe dans le sud-ouest de la France, il est a la confluence de deux riviéres
la Garonne et la Dordogne. La Garonne, d’une longueur de 647 km, draine la partie sud du bassin ver-
sant girondin d’une superficie de 51 260 km? a son exutoire au Bec d’Ambes. La Dordogne (490 km)
draine une superficie de 14 980 km? a son exutoire au Bec d’ Ambés (Figure 17).

La Charente

La Dordogne

Les fleuves
cotiers

La Garonne

L'Adour

Figure 17. Découpage du bassin versant Adour-Garonne-Dordogne-Charente
(adaptée de http://www.siahsudcharentetudedronne.com/).
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Allen (1972) propose une découpe de I’estuaire en 3 zones délimitées par des points kilométriques
(PK) dont I’origine est située au pont de Pierre a Bordeaux (PKO) et le PK100 au niveau de
I’embouchure de I’estuaire aprés Royan (Figure 18) :

e L’estuaire fluvial : s’étend de I’amont du Bec d’Ambés (PK25, a la confluence de la Garonne
et de la Dordogne) jusqu’a la limite de la marée dynamique (Pessac-sur-Dordogne sur la Dor-
dogne et La Réole sur le Garonne).

* L’estuaire amont : est compris entre Saint-Christoly (PK68) et le Bec d’Ambes. Zone a che-
naux secondaires constituée de nombreuses iles et bancs sableux.

* L’estuaire aval : se situe de I’embouchure de I’estuaire (entre Royan et la pointe de Grave)
jusqu’a Saint-Christoly. Zone constituée de deux chenaux principaux (chenal Saintonge et
chenal de navigation).
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Figure 18. L’Estuaire de la Gironde et ses affluents majeurs (source : Allen, 1972).
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9.2 Caractéristiques hydrologiques

L’estuaire de la Gironde est un estuaire macrotidal avec un marnage a I’embouchure qui varie entre
1,5 et 5,5 m (Sottolichio et Castaing, 1999). Sa surface est de 635 km? & marée haute et de 450 km” a
marée basse (Salomon, 2002). C’est un systéme hydrodynamique trés influencé par la marée, il est
ainsi soumis a un cycle de marée semi diurne d’une période del12,5 h. La limite d’action de la marée
dynamique se situe a 180 km de I’embouchure de I’estuaire, soit dans les sections fluviales de la Ga-
ronne et de la Dordogne (Sottolichio et Castaing, 1999). Ainsi, en période d’étiage, la marée se fait
sentir jusqu’a La Réole (Garonne) et Pessac-sur-Dordogne (Dordogne). L’onde de marée pénétrant
dans I’estuaire est alors progressivement ralentie a cause des amplitudes de niveau d’eau, on parle
alors d’une onde dissymétrique. Ainsi les durées de jusant (marée descendante) sont plus longues que
les périodes de flot (marée montante) et la vitesse des ondes en pleine mer se propage plus vite qu’en
basse mer (Allen, 1972 ; Sottolichio et Castaing, 1999).

Les données de débits des principaux affluents (Garonne et Dordogne) de 1’estuaire de la Gironde sont
prises pour la période d’échantillonnage qui a été faite durant ces travaux de thése, de 2011 a 2013
(Tableau 12 et Figure 19).

Tableau 12. Débits mesurés sur la Garonne et sur la Dordogne de 2011 a 2013 (source : DREAL Midi-Pyrénées / HY-
DRO-MEDD/DE ou HYDRO-eau France.fr).

Garonne Dordogne

Débit moyens annuels
(2011-2013)

Variation des débits moyens annuels
(2011-2013)

481 m'.s! 228 m’.s!

1412716 m’.s' 612400 m’.s”

Minimum journalier 82m'.s’ 42m.s’
(de 2011 2 2013) (16-08-2012)  (24-09-2012)
Maximum journalier 3300 m’.s”! 967 m’.s"
(de 2011 2 2013) (21-01-2013)  (12-02-2013)

Les débits moyens sur les 3 années d’échantillonnage sont de 481 m’.s™ pour la Garonne (mesuré a
Tonneins) et 228 m’.s” pour la Dordogne (mesuré & Pessac-sur-Dordogne). Le débit le plus élevé lors
de crue est mesuré sur la Garonne le 21 janvier 2013 avec 3 300 m’.s” et le 12 février 2013 avec
967 m’.s”" pour la Dordogne.
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Figure 19. Débits mensuels moyens sur la Garonne et sur la Dordogne de 2011 a 2013
(source : DREAL Midi-Pyrénées / HYDRO-MEDD/DE ou HYDRO-eau France.fr).

De fortes crues sont observables en période hivernale (de Décembre a Février) et au printemps (Avril
et Mai) et les périodes d’étiage débutent au mois de Juillet et se terminent vers le mois d’Octobre. Ceci
caractérise un régime pluvio-nival de I’estuaire de la Gironde (Romaiia et Marchand, 1977). Cepen-
dant, ces variations saisonniéres ne sont pas représentatives de toutes les années, exemple en 2011 sur
la Dordogne ot la période de crue n’est pas marquée au printemps. De plus, en 2013 sur la Garonne et
la Dordogne, les débits sont plus élevés par rapport aux deux autres années précédentes.

En raison de la forte intrusion marine, les temps de séjour de I’eau et des matieres en suspension sont
importants, provoquant le développement d’une zone maximale de turbidité avec des concentrations
en matiere en suspension (MES) de I’ordre du g.L'1 (Allen et al., 1977 ; Etcheber et al., 2011 ; Jouan-
neau et al., 1999).

Cette zone maximale de turbidité est aussi appelée « Bouchon vaseux » ; il est causé par I’onde de
marée dissymétrique se propageant vers I’amont de I’estuaire couplée a la circulation importante de
particules en suspensions. La concentration saisonniére en MES dans I’estuaire de la Gironde varie
entre 0,1 et 10 g.L'! et celle dans le noyau du Bouchon vaseux est supérieur a 1 g.L' (Castaing et Al-
len, 1981).

9.3 Caractéristiques physico-chimiques

Depuis 2004, le réseau d’observation automatisé en continue MAGEST crée une banque de données
référence pour améliorer les connaissances sur le fonctionnement de 1’estuaire de la Gironde au niveau
hydrologique et biogéochimique ainsi que sur la dynamique des sédiments. Le réseau d’observation
récupere les données sur la température, la salinité, la turbidité et I’oxygene dissous sur différents sites
de l’estuaire de la Gironde (Bordeaux, Libourne, Portets et Pauillac) (Etcheber et al., 2011)
(Figure 20).

La température et la salinité sont des parameétres représentatifs des conditions hydrologiques (intrusion

océanique, émissions fluviales et saisons). La turbidité est un bon traceur hydrodynamique et la teneur
en oxygene dissout est un indicateur de la qualité du milieu.
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Figure 20. Variations annuelles moyennées des débits, de la température, de la salinité, de ’oxygene dissous et de la
saturation en oxygene dissous de 2005 a 2013 sur les 4 sites MAGEST (source : Schmidt et Sottolichio, 2013).
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* La température

La température de I’eau de surface de I’estuaire varie entre 7 et 24 °C entre 2005 et 2013. Les tempé-
ratures les plus basses sont obtenues pendant le mois Février (max - min : 4,2 °C - 8,3 °C). Et les tem-
pératures les plus élevées obtenues au mois de Juillet (max — min : 21,6 °C — 26,6 °C). Il y a trés peu
de différence entre les 4 stations MAGEST. A Pauillac, les eaux sont Iégeérement plus chaudes en hiver
et plus froides en été en raison de sa proximité avec 1’océan Atlantique.

Les causes naturelles de changement de température dans 1’estuaire de la Gironde sont dues aux varia-
tions rapides de la température atmosphérique, a I’intrusion océanique mais surtout a 1’évolution sai-
sonniére.

* Lasalinité
La salinité de 1’eau donne des indications sur la propagation des eaux océaniques vers I’amont de
I’estuaire lors de période de flot. La salinité dépend de 1’importance des débits et des coefficients de
marée ainsi la salinité sera a son maximum lors de pleine mer.

La Figure 19 montre que les données de salinité les plus élevées sont pour le site de Pauillac (varia-
tions mensuelles entre 0,4 et 11,3) qui est dans I’estuaire amont et donc davantage soumis aux in-
fluences salines que les autres stations.

A T’inverse, les salinités les plus basses sont observées a Portets alors que Libourne sur la Dordogne
enregistre un treés 1éger signal pendant la période estivale (de 0,06 a 0,7).

* La turbidité
La turbidité correspond a la concentration en MES, elle est exprimée en NTU.
L’estuaire de la Gironde est I’un des estuaires d’Europe les plus turbides. La Garonne et la Dordogne
apportent 3 mégatonnes de MES dans I’estuaire dont 80% des apports proviennent du bassin versant
de la Garonne (Maneux, 1998).

D’apres la Figure 19, la turbidité est plus importante dans I’estuaire fluvial que dans I’estuaire amont.
A Pauillac, contrairement aux autres stations, il y a trés peu de variations de la turbidité entre les diffé-
rentes saisons. Ceci est dii a la présence tout au long de 1’année du bouchon vaseux et/ou de son pa-
nache.

Pour les autres sites, une forte saisonnalité est observée avec des valeurs trés faibles pendant les pé-
riodes de crues (hiver et printemps). Les turbidités les plus faibles sont enregistrées & Bordeaux et a
Portets avec des valeurs inférieures a 100 NTU.

Au cours de I’année, la turbidité augmente significativement en été. Le bouchon vaseux est présent 5 a
8 mois de I’année & Bordeaux et entre 2 a 5 mois par an a Libourne.

De plus une turbidité importante va jouer un rdle sur la qualité du milieu car cela entraine une diminu-
tion de la pénétration de la lumicre et donc une baisse de 1’activité de la photosynthése.

* L’oxygéne dissous
L’oxygeéne dissout traduit 1’état du milieu, une concentration supérieure a 5 mg.L" (valeur seuil don-
née par le SAGE) correspond a un bon état du milieu. Sous ce seuil, le manque d’oxygene dissout peut
engendrer un impact sur les organismes biologiques présents dans le milieu.

L’évolution de 1’oxygene dissous est inverse a celle de la température, les concentrations les plus éle-
vées (entre 10 et 12,5 mg.L™") sont enregistrées en hiver car les faibles températures favorisent la solu-
bilité de 1’oxygene. C’est donc en été (Juillet-Aofit) que les valeurs les plus basses sont obtenues. Les
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variations de ces valeurs basses sont plus importantes dans les 3 stations de I’estuaire fluvial (entre 3,1
et 9,0) qu’a Pauillac (de 7,1 a 8,8). De plus, a Bordeaux en Aofit, la valeur médiane annuelle (4,9
mg.L") est méme en dessous de la valeur seuil préconisée par le SAGE.

9.4 Impacts anthropiques

Le bassin versant de la Gironde a connu une contamination polymétallique historique affectant le con-
tinuum Riou Mort-Lot-Garonne-Gironde. Entre 1871 et 1987, I’activité métallurgique de traitement de
minerais de Zinc au niveau de Decazeville en Aveyron (a 350 km de I’amont de 1’estuaire) a engendré
un fort apport de sous-produits métallurgiques. Les éléments traces métalliques concernés par cette
contamination sont le Cadmium (Cd), le Cuivre (Cu), le Mercure (Hg), le Plomb (Pb) et le Zinc (Zn)
(Audry et al., 2004 ; Castelle et al., 2007 ; Schifer et al., 2006). Ainsi, les flux métalliques transportés
par le Lot et entrant dans la Gironde, via la Garonne, sont constitués de 74-90% Cd, 50-60% Cu, 80%
Pb et 60% Zn (Audry et al., 2004 ).

Les stocks de ces éléments traces métalliques sont piégés dans les sédiments de barrages du Lot soit
environ 200t Cd, 300t Cu, 5-13t Hg, 1 000t Pb et 10 000t Zn (Audry et al., 2004 ; Lapaquellerie et al.,
1995 ; Schifer et al., 2006). Ainsi, lors d’épisode de crues ou de travaux, il y a remobilisation des
sédiments chargés en métaux ce qui peut engendrer une augmentation de 4 a 13 fois les apports an-
nuels de ces métaux dans I’estuaire de la Gironde (Audry et al., 2010).

Les apports métalliques sont aussi dus aux activités agricoles (Cu présent dans la bouillie bordelaise)
qui représentent 50% de la superficie du bassin versant de la Gironde.

L’activité agricole est aussi une cause de présence de pesticides (fertilisant). Les travaux de these de
Belles (2012) ont mis en évidence la présence de nombreux pesticides tels que le S-métolachlore et ses
métabolites, 1’ Atrazine et ses métabolites, le Diuron et ses métabolites, la Carbétamide, 1’Isoproturon,
I’Imidaclopride, etc... Le S-métolachlore est le composé le plus détecté dans I’estuaire de la Gironde
avec des concentrations qui peuvent atteindre le ug.L'. Cependant, 1’apport de pesticides dans
I’estuaire est saisonnier, il dépend des périodes de fertilisation.

D’autres contaminants organiques peuvent étre détectés dans 1’estuaire comme les PCB, les PBDE
(Tapie, 2006), les HAP (Abou Mrad, 2011) ou encore les produits pharmaceutiques (Aminot, 2013).
Le bassin versant de la Gironde est ’'un des moins urbanisé d’Europe (Abril et al., 2002), seulement
deux agglomérations sont présentes, Bordeaux et Toulouse. Cependant les stations d’épuration sont
des apports non négligeables de composés pharmaceutiques dans 1’estuaire de la Gironde (projet
ETIAGE). Les travaux de recherche de Aminot (2013) montrent que sur les 53 médicaments étudiés
seulement 17 ne sont jamais détectés. Sur les 36 qui sont retrouvés dans 1’estuaire, les concentrations
vont de 0,1 ng.L"" a la centaine de ng.L".

Parmi les composés pharmaceutiques les plus détectés, un psychotrope et un antiépileptique sont re-
trouvés : 1’Oxazépam et la Carbamazépine avec des concentrations supérieures a 10 ng.L™".
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10. Le fleuve Saint Laurent au Québec

10.1 Morphologie du Saint Laurent

Le fleuve Saint Laurent relie les Grands Lacs de I’ Amérique du Nord a I’océan Atlantique au Canada.
Il borde en partie la province de L’Ontario sud et traverse le Québec en entier.

L’estuaire du Saint Laurent se situe en aval du fleuve Saint Laurent et en amont du golfe du Saint Lau-
rent.

L’estuaire est divisé en 4 zones (Figure 21) :
* Le troncon fluvial qui s’étend de Cornwall (Ontario) au lac Saint Pierre (Québec). C’est une
zone de 240 km qui est formée principalement de rapides, de lacs, d’1les et d’ilots. Ce trongon
est peu influencé par la marée et est constitué d’eau douce.

* L’estuaire fluvial qui se situe entre le lac Saint Pierre et la pointe de 1’ile d’Orléans, qui a une
longueur de 160 km et une largeur variant de 3 a 5 km.

* Le moyen estuaire et le Saguenay qui commence a la pointe de I’fle d’Orléans et se finit a
I’embouchure du Saguenay, d’une longueur de 150 km, une largeur de 17 km et une superficie
de 3 277 km2. C’est une zone de transition entre les eaux douces et les eaux salées qui est
soumise a de forts courants entrainant une remise en suspension des sédiments, ce qui en fait
une zone trés turbide.

* L’estuaire maritime et golf qui est situé entre Tadoussac et La Pointe-des-Monts, d’une lon-
gueur de 230 km, une largeur de 42 km et une superficie de 12 600 km?. Dans cette zone le
mélange et la circulation des masses d’eau sont complexes et influencés par plusieurs facteurs
comme la marée, la température, le vent, les apports locaux en eau douce ou encore la bathy-
métrie.
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Figure 21. Les régions hydrographiques du Saint Laurent : troncon fluvial, I'estuaire fluvial, le moyen estuaire et le
Saguenay, 'estuaire maritime et le golfe (source : Environnement canada, 1996).
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Eaux douces

Eaux saumatres et eaux

Eaux salées

salées
USAGES
Densité de la pop. en 1991 (hab/km?) 749 213 38 3
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Activités industrielles * : nombre . . . . Chimie inorganique (1) , .
. . Chimie organique (10)  Chimie organique (1) . . Métallurgie (1)
d'usine et leur secteur d'activité | . | . Métallurgie (3) . .
Meétallurgie (6) Métallurgie (2) Pates et papiers (1)

Pates et papiers (2)

Pates et papiers (6)

Pites et papiers (6)

Utilisation des rives :
Milieux humides
Foréts
Zones agricoles et friches
Zones baties et sols nus

1,7%
19,8%
56.4%
16,1%

4,0%
49,7%
41,4%
10,9%

3,4%
66,0%
28,0%

2,6%

Nd

(9661 “YUdIneT-jures 313U Ip Ijdepe) Juaiane| jJureS Np SAUOZ H SIP LIB[NINIR] *C] NLIqR ],

*019 ‘SO[[ALUSNPUL SYIIATIOR

(9661 URINET-IUrRS ANU))) JUdINLT-JUIeS Np SAUOZ 4 Sp (**
‘uonierndod e[ op 9)ISUAP ‘saIreINgLI} 9p AIQUIOU ‘UK0W JIqIP) sIenonIed s asUadal € nedjqe], 9

anbrydpa3o11q1q 2syiuds : [ FYLIdVHD



CHAPITRE I : Synthese bibliographique

Dans la suite de cette partie, nous nous intéresserons uniquement au trongon fluvial car les campagnes
d’échantillonnage se sont effectuées dans cette zone.

10.2 Caractéristiques du troncon fluvial

Le trongon fluvial présente plusieurs aménagements hydrauliques servant a la production d’électricité
et a la navigation commerciale. Ce trongon principalement constitué¢ d’eau douce et dépourvu de ma-
rées, s’élargie pour créer trois lacs : Saint-Francois, Saint-Louis et Saint-Pierre (Figure 22).

Il draine les eaux de plusieurs rivieéres dont celles des Outaouais, Chateauguay ou encore Richelieu.
Donc tout ceci contribue a la fluctuation de son débit.

L]
; POINTE-DU-LAC
Troncon fluvial

o

i
¥

Lac des
Desex Montagnes LAVAL

Z Contrecoeur

1

1]

E T =

: /' 3 LEGENDE

! -\ e “ B Eoux des Grands Lacs

E A ' B Eaux de la rivigre des Outaouais
1

1

Eaux de mélange de la riviére
des Outaouais,des Grands Lacs
et des tributaires de la rive nord
Eaux de mélange des

Grands Lacs et des tributaires
de la rive sud

Gyre du lac Saint-Louis

=1
=

0 25km B Rividre Chéteauguay
=

Lac
Nainl-Frangois

Rivigre Richelieu

Autres tributaires importants

Figure 22. Schéma des différentes masses d’eau du troncon fluvial du Saint Laurent
(source : Environnement canada : www.ec.gc.ca).

Les eaux vertes des Grands Lacs (bassin versant : 774 000 km?) représentent 80% du débit du trongon
fluvial et les eaux brunes de la riviére des Outaouais (bassin versant : 146 000 kmz) contribuent quant
a elles a 16% de son débit et peuvent aller jusqu’a 50% lors des crues printanicres (Hébert et Belley,
2005). La contribution en eau de ces deux grands bassins versants dépend des conditions climatiques
et de la régulation des eaux (affectée par plusieurs barrages).

Ainsi, les débits moyens doublent presque d’une zone a 1’autre : au niveau de Cornwall le débit est de
7800 m’.s” et de 12 600 m’.s" & Québec.
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¢ Le débit et le niveau d’eau

Les débits mensuels moyens de 1970 a 2012 de la station Lasalle situé a Montréal (Figure 23) sont
représentés dans la Figure 24.
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Figure 23. Station hydrométrique proche de Montréal (source : Centre d’expertise hydrique : www.cehq.gouv.qc.ca).
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Figure 24. Débits mensuels moyens a la Station Lasalle (au niveau de Montréal) sur le Saint Laurent de 1970 a 2012
(source : Centre d’expertise hydrique : www.cehq.gouv.qc.ca).

Le débit moyen annuel de 1970 a 2012 a cette station hydrométrique est de 8 540 m’.s™". Les débits
extrémes rencontrés pendant cette période sont de 15 000 m®.s™ en avril et 5 500 m’.s™" en décembre.

Il est a noter que le débit va avoir une influence sur certains paramétres comme la turbidité, le phos-
phore et les matiéres en suspension.

Chaque aménagement (dragage, construction d’iles, construction de pont-tunnel, construction de ré-
servoir, gestion des glaces et structure de protection des berges) qui a été réalisé sur le fleuve Saint
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Laurent va induire un effet sur les niveaux d’eau. Ainsi a Montréal les niveaux d’eau ont diminué
entre 1932 et 2005. Le niveau maximal de 13,5 m a été atteint en 1946 et le minimum de 7,5 m en
2001 (Figure 25).
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Figure 25. Niveau d’eau enregistré dans le port de Montréal entre 1932 et 2005 (source : Talbot, André (dir.). 2006).

¢ La température
La température de I’eau au niveau de Montréal connait des variations entre 1’hiver et I’été de plus de

20°C, avec une couche de glace qui est présente du mois de Décembre jusqu’aux mois Mars-Avril
(Figure 26).
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Figure 26. Température enregistré a la jetée de Montréal de juilla a Décembre 2013
(source : Observatoire global du Saint Laurent : http://ogsl.ca/fr/obs/donnees.html).

La température moyenne pour la période de Juillet 2 Décembre 2013 (période d’échantillonnage pour
cette these) est de 16,8 °C. Un maximum de 23,8 °C a été obtenu en Septembre 2013 et un minimum
de 1,3 °C en Décembre 2013.
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* Les matiéres en suspension
Tout cours d’eau transporte plus ou moins de matieéres en suspension en fonction de la capacité de
charge de I’écoulement et du type de matériaux disponibles.
Plus d’une centaine d’iles modifient I’écoulement du fleuve entre Montréal et Sorel. Elles pi¢gent les
sédiments et forment des zones de sédimentation a courant faible. Sur I’ensemble du troncon fluvial,
les sédiments de surface forment un dépdt de quelques dizaines de cm a 3 m d’épaisseur.
Il existe dans ce trongon trois grandes zones d’accumulation de MES permanentes (les apports en par-
ticules sont supérieurs aux pertes) : les lacs Saint Francois, Saint Louis et Saint Pierre.

Cependant, dans ce trongon, les charges en solide sont faibles avec des concentrations en MES de
’ordre de 1-2 mg.L" a la sortie des Grands Lacs, 4-5 mg.L" dans le lac Saint Francois, 7-8 mg.L"
dans le lac Saint Louis, 9-13 mg.L"' dans le lac Saint Pierre et 16-20 mg.L" au niveau de Québec. Le
maximum de turbidité est observé dans I’estuaire moyen avec des concentrations en MES comprises
entre 200 et 400 mg.L"' (Frenette et al., 1989 ; Lepage, 1997).

En considérant les débits moyens du Saint Laurent, environ 199 000 tonnes de MES transitent annuel-
lement par Cornwall alors que 6 900 000 t/an ressortent a Québec. En conclusion, il existe de forts
apports sédimentaires venant des tributaires Nord et Sud du fleuve, des effluents de la Communauté
Urbaine de Montréal (CUM) et des autres urbanisations du trongon fluvial et de 1’érosion des lits et
des berges du Saint Laurent (Figure 27).
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Figure 27. Représentation simplifiée de la dynamique sédimentaire entre Cornwall et Québec (adaptée de Lepage,
1997 ; Rondeau et al., 2000).

Ces particules fines sont propices a I’accumulation des contaminants ainsi le sédiment du fond du
Saint Laurent est contaminé a cause des activités industriels.

10.3 Impacts anthropiques sur cette zone fluviale

Ce trongon fluvial est la zone la plus urbanisée, il est constitué de 75 % de la population riveraine qué-
bécoise. Les activités industrielles y sont les plus présentes avec le secteur de la métallurgie, du papier,
de la chimie, de la pétrochimie, des traitements de surface et de la préservation du bois.
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De plus ce troncon regroupe la majorité des prises d’eau potable du Québec (30 sur les 36 existantes)
car 45 % de la population québécoise puisent son eau potable dans le fleuve.

Les rejets industriels peuvent étre des apports de contamination dans le Saint Laurent comme les rejets
urbains. Le Saint Laurent recoit 60 % des rejets urbains traités du Québec et 47 % des eaux usées de la
province sont traitées par les stations d’épuration de Montréal, Longueuil et Repentigny.

Les principaux problémes et les pertes d’usage dans le trongon fluvial touchent le chenal de navigation
et la masse d’eau au nord de ce chenal. Ceci est dii a la contamination bactériologique provenant des
stations d’épuration de Montréal, Longueuil et Repentigny que ne désinfectent pas les eaux traitées
avant de les rejeter (eaux traitées venant de 2,2 millions de personnes) (Hébert et Belley, 2005). Mais
cette contamination est aussi due au débordement des égouts lors de temps de pluie.

La contamination bactériologique commence a s’estomper au niveau du lac Saint Pierre mais reste
perceptible jusqu’a Bécancour (environ a 125 km de Montréal) (Hébert, 2006) (Figure 28).
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Figure 28. Qualité de I’eau du fleuve Saint Laurent entre 2004-2005 (source : Hébert, 2006).
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Malgré ce probléeme bactériologique, des programmes d’assainissement des eaux du Québec (PAEQ)
ont été mis en place depuis 1978, permettant ainsi de réduire les rejets de matieres organiques (DBOs),
de MES et de phosphore (Figure 29) (Hébert et Belley, 2005).
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Figure 29. Evolution des rejets de phosphore, MES et DBOS par les municipalités du Québec de 1979 a 2002
(source : Hébert et Belley, 2005).

Ainsi une forte diminution des niveaux de DBOs et de MES a été observée de 1980 a 2002.

Depuis 1990, les mémes mesures ont ét€ mises en place sur les rejets des industries de pates et papiers
avec le programme de réduction des rejets industriels (PRRI), permettant ainsi de diminuer de 96 %
les rejets de DBOs, de 87 % les rejets de MES et de 39 % des rejets d’eaux usées (Figure 30).
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Figure 30. Evolution des rejets de MES et DBOS5 par les industries de pates et papiers du Québec entre 1981 et 2001
(source : Hébert et Belley, 2005).

Ainsi, ces programmes ont grandement servi a améliorer la qualité de I’eau du fleuve Saint Laurent.

Le Plan Saint-Laurent cherche a élaborer des indicateurs environnementaux a partir de données re-
cueillies par plusieurs organismes (le ministére de 1I’Environnement du Canada, le ministére des
Péches et des Océans du Canada, le ministére du Développement durable, de I’Environnement et des
Parcs du Québec, etc...) dans le cadre des activités de suivi environnemental de I’eau, des sédiments,
des ressources biologiques et des usages des rives.
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Pour cela, une liste de substances prioritaires d’Environnement Canada, Environmental Protection
Agency des Etats-Unis et de la Commission mixte internationale a été suivie a I’ile Wolfe et a Carillon
dans le troncon fluvial et a Québec dans 1’estuaire fluvial (Tableau 14) (Rondeau, 2005).

Tableau 14. Concentrations et tendances temporelles des substances prioritaires suivies a I’ile Wolf, a Carillon et a
Québec (source : Rondeau, 2005).

Tendances temporelles
a Queébec (1995-2002)
Concentrations moyennes (ng/L) | Critéres (changements
de estimés en %)

Carillon | ile Wolfe Québec | qualité
Parameétres 2004 2003-2004 |2003-2004 | (ng/L)* Dissous Particulaires
METAUX
Aluminium 33 000 13 000 19 000 100 000 A 1D .2
Arsenic 340 780 590 5 000 Ay AT
Cadmium L1 13 17 800 AT A
Cuivre 960 800 1 000 2 000 A3 y2
Fer 185 58 50 300 000 A15 ¥ 3
Mercure 1,2 03 09 100 A1l A2
Nickel 660 1 200 1100 65 000 Y 4 y 2
Plomb 36 16 25 2 000 AT Y2
Zinc 817 440 700 20 000 A7 Y 3
PESTICIDES
Atrazine — 53 4] 1 800 AT AT
Métolachlore — 18 13 7 800 AT AT
Simazine — AT 9 10 000 AT AT
HAP
Anthracéne 0,09 0,02 0,15 12 AT AT
Benzo|al
anthracene < 0,03 < 0,03 0.06 18 AT AT
Benzo|al
pyrene 0,04 < 0,01 0,09 15 AT AT
Fluoranth&ne 1 0,36 0,8 40 AT Ao
Fluoréne 0,3 0,34 0,9 3 000 As AT
Phénanthréne . 0,85 2 400 AT A 10
Pyréne 1.4 0,25 08 23 Y4 Y6

*Protection de la vie aquatigue (toxicité chronigue).
AT : Aucune tendance.

Cette étude a permis de montrer la présence d’une contamination variée dans le Saint Laurent.

De méme la présence de produits pharmaceutiques dans le fleuve Saint Laurent et dans 1’eau de bois-
sons a aussi été démontré dans 1’étude de Garcia-Ac et al. (2010).
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11. Cadre scientifique : le programme Médic’eau

Le projet Médic’eau s’intégre dans le regroupement GaGiLau (Garonne, Gironde, St Laurent) qui
cherche a projeter 1’état des fleuves dans I’avenir en diagnostiquant les enjeux environnementaux ac-
tuels. Les domaines d’étude prioritaire de GaGiLau sont I’hydrologie, 1’écotoxicologie et les change-
ments climatiques. Les objectifs spécifiques de GaGiLau sont de :

-caractériser la vulnérabilité et les stratégies d’adaptation dans les Environnements Fluviaux-
Estuariens (EFE) du Saint-Laurent et du systéme Garonne-Gironde.

-structurer, coordonner et réaliser des projets de recherche multidisciplinaires et internatio-
nales dans le domaine des sciences naturelles, physiques et humaines, fondamentales et appliquées,
relatives a I’avenir des EFE.

-contribuer a la formation de jeunes chercheurs (étudiants de 2°™ et 3°™ cycles et stagiaires
postdoctoraux) dans le cadre d’un programme scientifique basé sur la collaboration internationale.

-créer un groupe de recherche dynamique qui se rencontre lors d’un colloque annuel.

-informer le public et les décideurs des grands enjeux des EFE et de faciliter la recherche

d’expertise parmi les membres de GaGiLau.

Le projet Médic’eau cherche a réactualiser les connaissances acquises lors des projets préliminaires
antérieurs (Togola, 2006) qui ont commencé a documenter sur le probleme des résidus de médica-
ments dans I’estuaire de Gironde. Les acteurs de Médic’eau souhaitent alors étendre la gamme des
composés étudiés a la fois au sein des familles thérapeutiques déja prises en compte par le passé (une
vingtaine de composés ont été suivis appartenant a la famille des anti-inflammatoires non stéroidiens,
des analgésiques, des bronchodilatateurs, des hypolipidémiants ou encore des antidépresseurs) mais
aussi d’autres familles d’intérét majeur comme les antibiotiques, les anti-cancéreux ou les psycho-
tropes. Les composés étudiés feront partis des familles les plus consommées mais aussi celles présen-
tant les plus fortes toxicités potentielles. De plus dans ce projet, les situations des villes de Bordeaux,
Toulouse et Montréal seront comparées.

Médic’eau a alors pour vocation de développer des connaissances scientifiques permettant de saisir
I’intégralité du probléme de diffusion de résidus médicamenteux tout au long du circuit qui va de la
prescription et de la consommation de médicaments jusqu’a I’analyse de I’impact des RM sur la quali-
té des milieux aquatiques. Cela implique d’observer toute une série de relations causes-effets au ni-
veau de I’ensemble du circuit des médicaments :

1- Composantes sociales et économiques : quels sont les causes/effets des politiques de santé,
des prescriptions médicales, de I’organisation des soins, des modes de vie et des modes de consomma-
tion des médicaments sur la diffusion des RM dans I’eau ?

2- Composantes techniques : quelles sont les capacités, les limites et les perspectives des tech-
niques actuelles de recueil, de stockage et de traitement des RM ?

3- Composantes environnementales : Quelles sont les concentrations de RM dans le milieu
naturel ? Comment mesurer 1’origine et la présence des RM ? Quelles sont les contributions respec-
tives des apports par les villes et par les bassins versants 7 Comment mesurer les impacts sanitaires et
environnementaux de leur présence dans les milieux ? Quels sont les effets microbiologiques et éco-
toxicologiques ? Quels effets sur les communautés vivantes comme les communautés microbiennes ?
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Afin de répondre a ces questions, le programme de travail se décompose en 7 taches complémen-
taires :

Tache 1 : Dispositif méthodologique des enquétes sociologiques.

Tache 2 : Développements analytiques et méthodologiques pour la caractérisation de la pré-
sence et du devenir des RM tant dans le milieu naturel que dans les entrées et sorties de STEP.

Tache 3 : Etude des effets toxiques des RM en lien avec la présence dans le milieu aquatique.

Tache 4 : Etude des effets des antibiotiques sur les bactéries multi-résistantes.

Tache 5 : Dégradation des effluents et des composés modéles.

Tache 6 : Bio-remédiation naturelle.

Téche 7 : Intégration des démarches sociologiques, chimiques, toxicologiques et environne-
mentales.

Les travaux de cette thése s’incluent dans les tches 2 et 3 de ce projet, en se focalisant sur une liste de
composés appartenant exclusivement a la famille thérapeutique des psychotropes.
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L’amélioration et la protection de la qualité des milieux aquatiques préoccupent depuis quelques an-
nées nos sociétés. En effet, il existe une grande variété de molécules chimiques présentes a I’état de
trace dans le compartiment aquatique. Parmi elles, on retrouve les composés pharmaceutiques dont la
présence dans le milieu aquatique est principalement liée & la consommation humaine et aux rejets
continuels des eaux usées par les stations d’épuration. Leur devenir dans les STEP va étre li€ aux pro-
cédés épuratoires utilisés mais aussi aux propriétés physico-chimiques de chaque molécule, comme
pour leur devenir dans I’environnement. La présence de composés pharmaceutiques a été mise en évi-
dence dans différentes matrices : eaux de surface, eaux usées, eaux souterraines, eaux de boissons,
sédiments, sols, particules, boues d’épandage, animaux ou encore plantes. Les molécules pharmaceu-
tiques étant biologiquement actives, une fois rejetées dans 1’environnement, elles peuvent avoir un
impact toxique sur les organismes aquatiques non ciblés (si homologies de récepteur ou de site d'ac-
tion). Enfin bien que régulierement étudiées dans de nombreux programmes de recherche, la présence,
le devenir et I'impact des molécules pharmaceutiques dans I'environnement ne sont pas encore assez
documentés et ni spécifiquement réglementés.

Une grande famille de composés pharmaceutiques a été étudiée dans ces travaux de these, celle des
psychotropes. Depuis quelques années, les scientifiques commencent a s’intéresser a quelques
membres de cette famille thérapeutique tels que la Carbamazépine, la Fluoxétine, le Diazépam ou
encore la Venlafaxine. Cependant, la synthése bibliographique de ce manuscrit a fait ressortir un réel
manque de connaissance sur un grand nombre de molécules psychotropes, sur leur devenir dans les
STEP et dans I’environnement, leur présence dans le milieu aquatique et sur leur impact toxique sur
les organismes aquatiques.

Ainsi, ces travaux de theése cherchent a compléter ces informations sur les psychotropes dans deux

pays, en France et au Canada (particulierement au Québec).

Le premier objectif de cette these a été de développer et de valider deux types de méthodes :

-une méthode analytique multi-résidus permettant de détecter une liste de psychotropes (préa-
lablement sélectionnés) dans les eaux de surface mais aussi dans les eaux usées.

-une méthode d’échantillonnage passif des psychotropes basée sur le POCIS (Polar Organic
Chemical Integrative Sampler). Cet outil a pour vocation de donner accés a une concentration pondé-
rée par le temps d’exposition du dispositif, de diminuer les limites de détection et donc de trouver des
composés a I’état de trace dans I’environnement qui ne sont pas visibles lors d’un échantillonnage
ponctuel classique.

Ces développements ont permis la faisabilité du deuxieme objectif de cette thése qui est d’évaluer la
contamination en psychotropes dans deux stations d’épuration de la région bordelaise et dans la Ga-
ronne. Mais aussi de 1’évaluer dans trois stations de traitement des eaux usées québécoises et dans le
Saint Laurent. Ce suivi de la contamination en psychotropes en France et au Québec a permis de com-
parer ces deux pays qui sont différents au niveau des habitudes de prescription et de consommation de
ces composés, au niveau des traitements épuratoire mis en place dans les STEP mais aussi au niveau
de leur hydrosystéme récepteur.
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Le dernier objectif de cette these a été d’évaluer I’impact toxique de certains psychotropes sur des
bivalves d’eau douce (Ellipto complanata et Corbicula fluminea) grace a une approche in vitro avec
des concentrations de 1’ordre du mg.L"' et méme de la centaine de mg.L"'. Ainsi qu’avec une approche
in vivo avec des niveaux de concentrations qui ont été retrouvés dans les STEP et dans les milieux
aquatiques étudiés.

Ces travaux de thése permettent alors de comprendre 1’intégralité du probleme de diffusion des psy-

chotropes de leur passage en station d’épuration a leur présence dans 1’environnement et pour finir par
leur impact sur les organismes aquatiques.
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CHAPITRE II : Matériels et méthodes

1. Molécules étudiées
1.1 Choix des composés

Parmi les 14 familles thérapeutiques existantes, recouvrant plus de 3 000 molécules actives commer-
cialisées, ces travaux de thése se sont focalisés sur une famille de composés : les Psychotropes. Ce
sont des molécules dont la consommation augmente depuis ces dernieres années dans le monde entier
(Chapitre. 1 section 1.5).

Ainsi 47 molécules psychotropes de 6 classes thérapeutiques différentes ont été choisies pour €tre
étudiées au cours de ces travaux de recherche. Cette sélection a pu étre faite a partir : (1) des données
de consommation, (2) des données d’occurrence (effluents urbains, eau de surface), (3) de la base de
données des pharmacies de Caen obtenues pour le projet Pharm@écotox, (4) de la base de données du
centre hospitalier psychiatrique Vauclaire de Montpont-Menestrol obtenue pour le projet Psych’eau,
(5) de la liste des différentes classes de molécules établies sur la base des valeur de PEC (Annexe 4)
proposée dans le rapport de Besse et Garric (2007) et enfin a partir (6) du rapport sur les substances
psychotropes de I'INCB 2012 (Organe International de Contr6le des Stupéfiants ; établie avec les
données de 2010) (Tableau 15).

Cette liste contient des molécules qui ont déja été tres étudiées dans le monde de la recherche que ce
soit au niveau de la chimie analytique que dans le milieu de la biologie (ex. : la Carbamazépine, la
Fluoxétine, le Diazépam ou encore la Paroxétine). Ces molécules correspondent aux 17 qui ont déja
été étudiés au laboratoire (correspondant a la colonne « Dosés au LPTC » du Tableau 15). Ce choix
permet de comparer nos données a celles de la bibliographie scientifique. Cependant des molécules ont
aussi été sélectionnées car peu voire aucune donnée bibliographique n’est disponible sur ces composés
en France, au Québec ou encore dans les domaines étudiés pour cette theése (ex. : le Lévétiracétam,
I’ Amisulpride, la Gabapentine, la Sulpiride ou encore le Tiapride).

Cette liste de composés a alors été congue pour analyser un grand nombre de psychotropes a 1’aide
d’une méthode multi-résidus afin d’établir un « screening » (étude a large spectre). Ces molécules ont
été recherchées dans les eaux de station d’épuration la communauté urbaine de Bordeaux et dans la
région de Montréal mais aussi dans les eaux de la Gironde et du Saint Laurent.

A partir de ces données, des composés seront ensuite sélectionnés pour étudier leur toxicité sur des
bivalves d’eau douce.
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Tableau 15. Sélection des composes psychotropes pour les travaux de these.

Classes
thérapeutiques

Composés

Fournisseurs

Pharm@é cotox

Psych'eau

Besse et
Garric
(2007)

INCB 2012
(Canada)

INCB 2012
(France)

Benzodiazépines

Zopiclone

X

Zolpidem

Nordiazépam

Oxazépam

Alprazolam

Bromazépam

<[>

R [

Clobazam

Clonazépam

<

Clorazépate

>

Diazépam

<

Lol Bl Eal o Bl Bl Bl Bl Bl ke

Lorazépam

Flunitrazépam

Témazépam

Prazépam

i bl el Lol bl Bl ol Lol (ol ol Lol KA ko

i bl el Lol bl Bl ol Lol il ol Lol KA ko

Antidépresseurs

Mirtazapine

Milnacipran

Venlafaxine

Miansérine

Amoxapine

Citalopram

ol Bl Bl Bl Bl Kl Ll i d ke

Tianeptine

Paroxétine

>~

Imipramine

Maprotiline

Duloxétine

Anmitriptyline

Fluoxétine

Sertraline

R <

Doxépine

ol ol bl el bl ke

Norfluoxétine

Clomipramine

Antipsychotiques

Neuroleptiques

Sulpiride

Cyamémazine

Chlorpromazine

Tiapride

Amisulpride

Pimozide

Antiépileptiques

Gabapentine

Valpromide

>~

Carbamazépine

Lévétiracétam

Lamotrigine

Primidone

Anxiolytiques

Méprobamate

Buspirone

Hydroxyzine

Substituts aux
opiacés

Méthadone

I I Bl i B Bl el Bl Bl bl B Bl ke K ol ke

100



CHAPITRE II : Matériels et méthodes

1.2 Caractéristiques physico-chimiques

Le Tableau 16 centralise les principales propriétés physico-chimiques des 47 psychotropes étudiés
dans ces travaux de recherche (source : www.drugbank.ca).
Dans ce tableau figure pour chaque molécule :

- sa classe thérapeutique

- son nom

- son numéro de CAS

- sa masse moléculaire (g.mol'l)

- son log Kow

- son pKa

- sa formule développée
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Tableau 16. Propriétés physico-chimiques et structure des 47 psychotropes sélectionnés.
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CHAPITRE II : Matériels et méthodes

1.3 Données d’occurrence

Le Tableau 17 présente les données d’occurrence relevées dans la littérature pour les composés sélec-
tionnés pour ces travaux de these.

Sur les 47 psychotropes étudiés, 19 (Zolpidem, Clobazam, Clonazépam, Clorazépate, Flunitrazépam,
Prazépam, Milnacipran, Miansérine, Tianeptine, Maprotiline, Duloxétine, Clomipramine, Sulpiride,
Chlorpromazine, Tiapride, Amisulpride, Lévétiracétam, Lamotrigine et Hydroxyzine) ont été peu
voire pas détectés dans les eaux usées ou les eaux de surface et 6 molécules (Zopiclone, Amoxapine,
Cyamémazine, Pimozide, Valpromide et Buspirone) n’ont jamais été recherchées dans les eaux de
station d’épuration ni dans les eaux environnementales.

Globalement, les concentrations maximales détectées dans les eaux brutes sont de 1’ordre de la cen-
taine de ng.L"' mais pour certains composés elles peuvent atteindre le ug.L”"', méme la dizaine de
ug.L"'. Les eaux traitées ont des concentrations maximales qui varient entre la dizaine et la centaine de
ng.L" et les eaux de surface ont des niveaux de concentration qui varient en fonction des caractéris-
tiques du milieu de quelques ng.L" a la centaine de ng.L”". Seulement la Gabapentine peut atteindre
des concentrations allant jusqu’aux pg.L" dans les eaux de surface.

Ce psychotrope recense les concentrations les plus élevées que ce soit dans les eaux usées brutes ou
traitées mais aussi dans les eaux de surface. A partir des données de nombre de boites remboursées
MEDIC’ AM converties en mg/an/hab nous avons pu observer que la Gabapentine était ’'un des psy-
chotropes les plus consommés entre 2012 et 2015 avec le Lévétiracétam (Annexe 5).
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Tableau 17. Données d’occurrence des 47 psychotropes étudiés.

Concentration en ng.L'1

Composés Entrée de STEP Sortie de STEP Eau de surface Références
Min Max Min Max Min Max
Benzodiazé pines
Zopiclone
Zolpidem 29 39 1,5 1,9 - - [8]1 [17][19]
Nordiazépam 0,05 36,8 8,3 99 24 26 [2] [19] [24]
Oxazépam 124 1218 27 324 30 90 [17[2] [8]1[10] [11][19]
Alprazolam 33 30 1 29 29 9,1 [8] [10] [18] [19] [27]
Bromazépam 23 3 662 49 154 - - [10] [19] [34]
Clobazam - - - - [5]
Clonazépam - - - 16 - - [8] [17] [19] [27]
Clorazépate - 6,2 - - [20]
Diazépam 54 49 22 32 33 55,7 [1or (i) Eg (191 (241
Lorazépam 13 502 32 532 4 167 [10] [18] [19] [25] [34]
Flunitrazépam - - - - - - [5] [16] [19]
Témazépam 58 100,7 49 50 1,3 23 [21[11] [19] [34]
Prazépam - - - - 043 047 [19] [36]
Antidé presseurs
Mirtazapine 49 1173 - 64 09 5 [5] [7] [8] [14] [22] [35]
Milnacipran - - [22]

. [1][2] [7] [10] [14] [15]
Venlafaxine 30,3 1343 36 372 0,8 250 [22] [25]
Miansérine - - - 1,5 1,2 9 [71 18] [17] [22]
Amoxapine
Citalopram 18 650 <10 520 1,5 90 (1] [[272]] [[8 2] 5[]1?; 3[]13 5[]2 1]
Tianeptine - 18 [71
Paroxétine 4.6 16 43 12 1,3 3 (71181 [10][2[;” [15121]
Imipramine 10,6 48 30 55 - - [7] [22] [24] [25]
Maprotiline - - - - - [7][8]
Duloxétine - - 1,2 2 [21] [22]
Amitriptyline 17,6 1249 6 197 - 4 21 [732[28]] [[2142]] [[21;] [15]
Fluoxétine 3,1 177 2 127 042 20 [1][ 1[2 {;]1][?]22[]1 C[’]zs[]l 4l
Sertraline 6 40,6 5,1 12 0,84 49 (71181 [10][2[;” (151121
Doxépine 16,1 154 5 170 1,9 54 [7] [11] [22] [24] [34]

Norfluoxétine 1,8 252 1,7 74 0,83 1,3 [2] [10] [14] [15] [21] [22]
Clomipramine 77,5 101,7 - 61 - - [7] [8] [22] [27]
Antipsychotiques - Neuroleptiques
Sulpiride 7 126 65 135 - - [13] [23] [27]
Cyamémazine
Chlorpromazine - 23 - 33 - - [8] [10] [22] [27]
Tiapride - [29]
Amisulpride 2 22 [29] [32]
Pimozide
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Concentration en ng.L'1

Composés Entrée de STEP Sortie de STEP Eau de surface Références
Min Max Min Max Min Max
Antié pile ptiques
Gabapentine 2 056 37 426 1786 42 611 25 1 879 [12] [26] [30] [31]
Valpromide
Carbamazépine 16 3110 4,96 4596 6 647 [ [1022[51]123[11]23 3[21]4] [24]
Lévétiracétam 8157,2 10825 - - 10 22 [30] [32]
Lamotrigine 582 1750 56 4120 5 45 [51 [30] [31] [32] [33]
Primidone 132 440 120 710 10 180 [9] [10] [11] [31] [32]
Anxiolytiques
Méprobamate - 1440 <20 1270 <20 594 [9] [28]
Buspirone
Hydroxyzine - 1,1 [17]
Substituts aux opiacés
Méthadone 2,6 171,1 14 91 0,55 54,8 [2] [3] [4] [6] [18] [36]

Les « - » signifie que les valeurs étaient sous la limite de quantification ou que le composés n’a pas été détecté et lorsqu’une
case est vide cela signifie qu’aucune donnée n’a été trouvée dans la littérature.

[1] Gonzalez Alonso et al., 2010, [2] Baker et Kasprzyk-Hordern, 2011, [3] Baker et al., 2014, [4] Boleda et al., 2007, [5]
Borova et al., 2014, [6] Castiglioni et al., 2006, [7] Giebultowicz et Natecz-Jawecki, 2014, [8] Grabic et al., 2012, [9] Hass et
al., 2012, [10] Huerta-Fontela et al., 2010, [11] Hummel et al., 2006, [12] Kasprzyk-Hordern et al., 2009, [13] Kubo et al.,
2014, [14] Lajeunesse et al., 2008, [15] Lajeunesse et al., 2012, [16] Lin et al., 2010, [17] Loos et al., 2013, [18] Mendoza et
al., 2014, [19] Racamonde et al., 2014, [20] Salgado et al., 2010, [21] Schultz et Furlong, 2008, [22] Sheng et al., 2014, [23]
Sui et al., 2011, [24] Togola et Budzinski, 2008, [25] Unceta et al., 2010, [26] Yu et al., 2006, [27] Yuan et al., 2013, [28]
Vanderford et Snyder, 2006, [29] Wode et al., 2015 ; [30] Gurke at., 2015a ; [31] Oliveira et al., 2015 ; [32] Ruff et al.,
2015 ; [33] Writer et al., 2013 ; [34]Wu et al., 2015 ; [35] Evans et al., 2015 ; [36] Brieudes et al., 2015.
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2. Stratégies d’échantillonnage et sites d’étude

2.1 Les différents types de prélevements étudiés

Lors de ces travaux de theses différents type d’échantillonnage ont été effectués selon les sites d’étude.
a) Prélévement ponctuel

L’échantillonnage ponctuel est un prélévement d’eau spécifique d’un endroit et d’'un moment donné.
Ce type de prélevement est souvent utilisé car il est facilement réalisable et permet de réduire les colits
d’échantillonnage. Cependant il n’est pas toujours représentatif de la contamination du milieu car ce
prélévement ne prend pas en compte des phénomenes naturels (pluie, tempéte, etc...) ou accidentels
(débordement des stations d’épuration, accident industriel, etc...) pouvant faire fluctuer les concentra-
tions des composés recherchés.

Dans ces travaux, les prélevements d’eau ponctuels ont été réalisés a 1’aide d’un préleveur manuel
lesté contenant une bouteille en verre de 2,5 L.

b) Prélévement moyenné 24h

L’échantillonnage automatique moyenné sur 24h est un mélange de plusieurs prélévements faits a un
méme endroit mais a des temps différents ou faits a un méme moment mais a des profondeurs diffé-
rentes. Cet échantillonnage est généralement fait par préleveur automatique mais il peut aussi se faire
de maniére manuelle.

Le prélevement moyenné 24h va caractériser la contamination sur une journée. Il est souvent utilisé
dans les stations d’épuration afin de caractériser les rejets qui sont variables au cours d’une journée.
Cette méthode minimise ainsi le risque de ne pas échantillonner certains composés brievement émis
dans une journée (Ort et al., 2010c).

Lors de ces travaux, les échantillons moyennés 24h ont été prélevés par un préleveur automatique des
STEP étudiées.

¢) Echantillonnage passif

L’échantillonnage passif (Chapitre 2. Section 4) est un outil spécifique du milieu étudié et des contami-
nants recherchés. Ainsi I’échantillonneur va intégrer la contamination durant le temps de son exposi-
tion et va permettre de lisser la fluctuation des niveaux de contamination lié a des événements particu-
liers (relargage intensif de station d’épuration, tempéte, etc...).

Dans le cadre de ces travaux de theése, 1’échantillonnage passif a été effectué avec des POCIS (Polar
Organis Chemical Integrative Sampler) qui ont été submergés dans 1’eau pendant 3 semaines.

Dans ces travaux de thése, seule la phase dissoute a été analysée car les travaux d’ Aminot et al. (2015)

(qui ont été effcetués dans le site de la Jalle de Blanquefort) montrent que peu de médicaments sont
détectés et quantifiés dans la phase particulaire et le sédiment.

112



3. Sites d’études

CHAPITRE II : Matériels et méthodes

3.1 Station d’épuration de la communauté urbaine de Bordeaux

Bordeaux Métropole regroupe 28 communes depuis juillet 2013 représentant 724 224 habitants. Le
systéme d’assainissement de bordeaux métropole s’étend sur une superficie de 578 km?, il est organisé
en 6 bassins de collectes et de traitements d’eaux usées associés chacun a une station d’épuration

(Figure 31 et Tableau 18).

Le linéaire du service d’assainissement de Bordeaux Métropole est fait de réseaux unitaires (les eaux
usées domestiques et les eaux de pluies transitent dans une méme canalisation : collecteur unitaire) et
de réseaux séparatifs (les eaux usées domestiquent et les eaux de pluies ont un raccordement différent :

des collecteurs d’eau usées et des collecteurs d’eaux pluviales).

50"0'0"N
1

0°500"0 0°40'0"0
L

N

49°S00°N
i

Clos de Hilde

S

)il g
s .

e 4

T
S0'00°N

T
49°S00'N

Figure 31. Délimitation de la Communauté urbaine de Bordeaux et représentation des zones d’influence des 6 stations
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d’épuration associées (source : Lanoux, 2013).
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Tableau 18. Quelques caractéristiques des 6 STEP de Bordeaux Métropole.
Capacité

Station d'é puration de Commune . Type de traitement . .
L . . de traitement . Milieu récepteur
Bordeaux Métropole d'implantation (EH) secondaire
Décantation lamellaire
Clos de Hilde Begles 408 300 . . Garonne
Biofiltration
Boues activées
Louis Fargue Bordeaux 300 000 (Décantation lamellaire Garonne
Biofiltration en 2011)
Sabaré Ambare 117 000 Décantation lamellaire Estev du G
abareges mbarés Biofiltration stey du Gua
. . Décantation lamellaire
Cantinolle Eysines 85 000 . . Jalle de Blanquefort
Biofiltration
Lille Blanquefort 67 000 Boues activées Jalle de Blanquefort
Ambes CD 10 Ambes 3000 Boues activées Dordogne

La caractérisation des effluents urbains de Bordeaux Métropole a été faite sur les STEP de Clos de
Hilde (CdH) et de Louis Fargue (LF) car elles représentent les deux principaux bassins de collectes.
De plus, contrairement aux autres STEP de Bordeaux Métropole, elles rejettent leurs effluents direc-
tement dans la Garonne qui est un de nos milieux d’étude.

3.1.1 La station d’épuration de Clos de Hilde

La station d’épuration Clos de Hilde a été construite en 1994 dans la commune de Bégles. La popula-
tion raccordée au réseau de CdH estimée par la Lyonnaise des Eaux en 2010 est de 264 600 habitants.
Sur les 28 communes de Bordeaux Métropole, 7 communes de la rive gauche de la Garonne (Beégles,
Talence, Gradignan, Pessac, Villenave d’Ornon, et Bordeaux) et 3 de la rive droite (Floirac, Cenon et
Bouliac) sont raccordées a cette STEP. Le réseau d’assainissement de la station d’épuration Clos de
Hilde s’étend sur 854 km ou 87% du réseau est séparatif et 13% est unitaire. Le type d habitat connec-
té est essentiellement pavillonnaire cependant 44 industriels sont raccordés a cette station dont 3 hopi-
taux (Xavier Arnozan, Haut Lévéque et Robert Picqué) et 4 cliniques (Béthanie, la chirurgicale mutua-
liste, Saint Martin et la maison Sainte Bagatelle).

*  Procédés de traitement de la station d’épuration Clos de Hilde
Le synoptique des procédés utilisés ainsi que les points de mesures et de prélevements dans la station
d’épuration Clos de Hilde sont présentés en Annexe 6.
Les eaux brutes arrivant en entrée de la station d’épuration CdH vont subir différents traitements.

- Prétraitement
Les effluents bruts vont passer dans un premier dégrillage de 50 mm puis dans un second de 16 mn
afin de les débarrasser de la majorité de leurs déchets solides. Par la suite ils vont transiter vers un
procédé de dessablage/dégraissage afin de faire décanter les sables et les graviers présents dans les
eaux brutes et de faire remonter les graisses a la surface.
Une fois le prétraitement fini ces eaux sont dirigées vers deux filieres de traitement identiques com-
prenant un traitement primaire et secondaire.

- Traitement primaire physico-chimique
Les effluents vont transiter dans un décanteur lamellaire afin d’éliminer les matic¢res en suspension. De
plus des processus de coagulation par injection de chlorure ferrique et de floculation par ajout de po-
lymeére (copolymeére d’acrylamide et d’acide acrylique) sont utilisés pour augmenter la formation de
flocs (particules agrégées) plus volumineux et ainsi améliorer la décantation.
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- Traitement secondaire biologique
Les effluents qui ont été extraits de la majorité de leurs particules vont passer dans un biofiltre appelé
BIOFOR® qui est un réacteur biologique. Les effluents passent a travers le filtre biologique sur lequel
se développent des bactéries fixées sur des billes d’argile expansées. Par proliférant, les micro-
organismes vont contribuer a I’élimination de la pollution carbonée et azotée.

Une fois que les effluents sont passés par les traitements primaire et secondaire des deux filieres, ils se
rejoignent pour in fine €tre rejetés dans la Garonne (sur la rive gauche) face a I'fle d’Arcins
(Figure 32).
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Figure 32. Zone de rejet de la station d’épuration Clos de Hilde a Begles
(source : SIE Adour-Garonne : http://adour-garonne.eaufrance.fr/).
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* Caractéristiques physico-chimique
Les valeurs moyennes de débit par temps de pluie et temps sec, les concentrations moyennes de MES,
DCO (Demande Chimique en Oxygene) et DBOs (Demande Biologique en Oxygene pendant 5 jours)
de la STEP Clos de Hilde sont représentées dans le Tableau 19 (les valeurs des paramétres sont don-
nées pour 2011 et 2012 car ce sont les années correspondantes a nos périodes d’échantillonnage).

Tableau 19. Moyenne annuelle des paramétres classiques mesurés en 2011 et 2012 dans la STEP Clos de Hilde
(source : données d’autosurveillance de la Lyonnaise des Eaux).

Eaux brutes Eaux traitées

(en entrée) (en sortie)

Année Caractéristiques

Débit journalier moyen

R 60971 61 360
Temps sec et de pluie (m’.j )
2011 DBOs (mg.L") 191 28
DCO (mgL") 480 101
MES (mg.L'") 243 34
Débit journalier moyen
! 64 488 70 130
Temps sec et de pluie (m'.j )
2012 DBO; (mg.L) 184 8
DCO (mgL) 435 52
MES (mg L") 28 7

Le débit moyen en sortie de STEP observé par temps sec et de pluie en 2011 est de 61 360 m’.j" et de
70 130 m’j"' en 2012. Ainsi les effluents de sortie sont rejetés dans la Garonne avec un débit moyen
sur les 2 années de 0,75 m>.s".

La station d’épuration Clos de Hilde a un réseau de collecte majoritairement séparatif cependant il
existe des eaux claires parasites (ECP) qui transitent dans ce circuit. Les eaux claires sont des eaux qui
pénetrent dans les réseaux séparatifs ou unitaires. Deux types d’eaux claires existent selon leurs ori-
gines :

-Les eaux parasitaires d’infiltration de nappes phréatiques qui pénctrent par le biais
d’anomalies structurelles du réseau ou par des probleémes d’étanchéité sont dites des eaux claires para-
sites permanentes (ECPP).

-Les eaux pluviales qui s’introduisent dans le réseau via des branchements ou des raccorde-
ments incorrects du réseau sont appelées des eaux claires parasites météoriques (ECPM).
Ainsi les stations d’épuration font la distinction dans la composition des effluents de leur systeme de
collecte. Les effluents de la station d’épuration Clos de Hilde sont alors composés de 47% d’eaux
usées (EU), 42% d’eaux claires parasites permanentes et a 11% d’eaux claires parasites météoriques
(Figure 32).
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Figure 33. Débits mensuels moyen des différentes eaux entrants dans la station d’épuration Clos de Hilde en 2011
(source : Lyonnaise des eaux).

3.1.2 La station d’épuration de Louis Fargue

La station d’épuration Louis Fargue a été construite en 1974, réhabilitée en 2003 ainsi que récemment
en 2011. Elle se situe dans la commune de Bordeaux et prés de 305 814 habitants y sont connectés
(estimation de la Lyonnaise des Eaux en 2010). Sur les 28 communes appartenant a Bordeaux Métro-
pole, 7 agglomérations situées sur la rive gauche de la Garonne sont raccordées a la STEP Louis
Fargue. La ville du Bouscat y est entiérement connectée alors que les villes de Bordeaux, Bruges, Ey-
sines, Mérignac, Pessac et Talence ne le sont que partiellement. Le réseau de collecte de la station
d’épuration Louis Fargue s’étend sur 928 km ol 60% du réseau est unitaire et 40% est séparatif. Le
type d’habitat connecté est urbain avec la présence de 69 industriels dont 5 hdpitaux et 13 cliniques
dont les Centres Hospitaliers Universitaires (CHU) de Bordeaux. La STEP louis Fargue collecte les
eaux usées de I’hopital Pellegrin qui est I’'une des plus vaste structure hospitaliere de France.

*  Procédés de traitement de la station d’épuration Louis Fargue
Au cours de cette étude, la station d’épuration LF a subi une réhabilitation en 2011 engendrant des
changements dans les procédés de traitement primaire et secondaire. Ainsi les deux processus (avant et
apres réhabilitation) sont présentés.
Le synoptique des procédés appliqués ainsi que les points de mesures et de prélevements dans la sta-
tion d’épuration Louis Fargue sont présentés en Annexe 7.
Lors de leur arrivée dans la station d’épuration LF, les eaux usées vont subir différents traitements.

- Prétraitement
Les effluents bruts vont passer dans un premier dégrillage de 40 mm puis dans un second de 18 mn.
Par la suite, ils vont transiter vers un procédé de dessablage/dégraissage.
Une fois le prétraitement fini ces eaux sont dirigées vers les procédés de traitement primaire et secon-
daire.
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Avant la réhabilitation de décembre 2011

- Traitement primaire physico-chimique
Apres un processus de coagulation/floculation (le méme que dans la STEP Clos de Hilde), les ef-
fluents vont traverser 3 décanteurs a ciel-ouvert. Dans le fond des décanteurs, les boues primaires sont
récupérées et transportées vers la filiére de traitement des boues de la station d’épuration.

- Traitement secondaire biologique
Les effluents passés dans les décanteurs sont ensuite transférés vers un procédé de boues activées.
C’est un réacteur biologique ou les bactéries libres vont dégrader la matiére organique en suspension
ou dissoute. Les bassins sont aérés continuellement afin de permettre 1'activité des bactéries et la dé-
gradation des matieres. Par décantation, il y a formation de boues secondaires qui vont étre aussi prises
en charges par la filiére de traitement des boues de la station.

Aprés la réhabilitation de décembre 2011

Un bassin tampon a été mis en place avant le prétraitement afin de stocker les eaux brutes et d’éviter
les rejets d’eaux usées dans la Garonne lorsque la station a atteint sa capacité maximale.

- Traitement primaire physico-chimique et secondaire biologique
Les nouveaux traitements mis en place dans la station Louis Fargues sont les mémes que ceux décrit
pour la station d’épuration Clos de Hilde.

Une fois que les effluents sont traités, ils sont rejetés dans la Garonne (sur la rive gauche) a coté du
Pont Chaban-Delmas (Figure 34).
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Figure 34. Zone de rejet de la station d’épuration Louis Fargue (source : SIE Adour-Garonne : http://adour-
garonne.eaufrance.fr/).
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* Caractéristiques physico-chimique
Les valeurs moyennes de débit par temps de pluie et temps sec, les concentrations moyennes de MES,
DCO (Demande Chimique en Oxygene) et DBO;s (Demande Biologique en Oxygene pendant 5 jours)
de la STEP Louis Fargue sont représentées dans le Tableau 20 (les valeurs des paramétres sont don-
nées pour 2011 et 2012 car ce sont les années correspondantes a nos périodes d’échantillonnage).

Tableau 20. Moyenne annuelle des parameétres classiques mesurés en 2011 et 2012 dans la STEP Louis Fargue
(source : données d’autosurveillance de la Lyonnaise des Eaux).
Eaux brutes Eaux traitées

Année Caractéristiques (en entrée) (en sortie)
Débit journalier moyen
) 3 87 641 82 283
Temps sec et de pluie (m".j )
2011 DBOs (mg L) 152 35
DCO (mg.L'") 408 118
MES (mg.L") 220 38
Débit journalier moyen
) 3 93 215 93 253
Temps sec et de pluie (m".j )
2012 DBOs (mg.L") 157 15
DCO (mgL") 380 69
MES (mg.L") 219 17

Le débit moyen en sortie de STEP observé par temps sec et de pluie en 2011 est de 82 283 m’.j" et de
93 253 m*,j" en 2012. Ainsi les effluents de sortie sont rejetés dans la Garonne avec un débit moyen
sur les 2 années de 1,02 m>.s™.

La station d’épuration Louis Fargue est aussi soumise aux problémes d’infiltration d’eaux claires dans
son réseau de collecte. Ainsi les effluents entrants sont composés a 34% des EU, 40% des ECPP et
26% des ECPM (Figure 35).
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Figure 35. Débits mensuels moyen des différentes eaux entrants dans la station d’épuration Louis Fargue en 2011
(source : Lyonnaise des eaux).
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Les stations d’épuration de Louis Fargues et Clos de Hilde ont été¢ échantillonnées de la méme ma-
niere. La Figure 36 représente la localisation des deux stations d’épuration par rapport a la Gironde.

! Clos de Hilde

i s ‘-.\'

Figure 36. Carte représentant les localisations des STEP Louis Fargue et Clos de Hilde (photos : Google Maps).

a) Description des points de prélevement

Le matériel d’autosurveillance (tracé et contr6lé par les exploitants) mis en place sur les sites des sta-
tions d’épurations pour les mesures des parameétres physico-chimiques ont permis le prélévement des
échantillons au cours du suivi.

Chaque préleveur automatique est dédié a un point de prélévement (voir les synoptiques Annexe 6 et 7)
afin d’éviter les contaminations.

Le Tableau 21 regroupe les différents points échantillonnés dans les STEP Clos de Hilde et Louis
Fargue au cours de ces travaux de recherche.

Tableau 21. Liste des points de prélevements des STEP étudiées.
Code échantillon

Type d’échantillon Clos de Hilde Louis Fargue
Eaux brutes CHE LFE
Eaux décantées - LFED
Eaux traitées CHET1 LFET
CHET2
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b) Stratégie d’échantillonnage

* Fréquence d’échantillonnage
Le suivi de ces deux stations a commencé en février 2011 et s’est terminé en décembre 2012. Ainsi
des échantillons moyennés 24h ont été prélevés sur 3 jours consécutifs par mois. Ces trois échantillons
ont été analysés séparément et sont alors considérés comme un triplicat. Cette méthode permet de di-
minuer les variabilités et donc avoir une meilleure caractérisation du mois échantillonné.

Le Tableau 22 recense le nombre de prélevements effectués a CdH et LF pour chaque type
d’échantillon.

Tableau 22. Nombre d’échantillons moyennés 24h prélevés au cours du suivi des deux STEP de Bordeaux Métropole.

. Nombre . Nombre
Clos de Hilde déchantillons | °US Far8UE | 4 hantillons
CHE 37 LFE 38
CHETI 17 LFED 20
CHET2 33 LFET 40
TOTAL » TOTAL 08

* Prélevement et conservation des échantillons

Dans les collecteurs automatiques, les eaux sont stockées pendant 24h dans un bidon en polyéthyléne
haute densité (PEHD) de 10 L qui est conservé a 4 °C dans une enceinte réfrigérée. Avant de prélever
500 mL de I’échantillon moyenné 24h dans un flacon PEHD celui-ci doit étre homogénéisé manuel-
lement. Pour assurer la stabilité du prélévement, le flacon est conservé dans une glaciere le temps du
transport jusqu’au laboratoire afin de ralentir 1’activité bactérienne et donc la dégradation des compo-
sés. A son arrivée au laboratoire, I’échantillon est filtré et conservé a -20°C en attendant d’étre analysé
(Chapitre 2. Section 5.2).
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3.2 La Gironde

a) Description des points de préléevement

Lors de ces travaux de recherches 6 points ont été étudiés sur I’estuaire de la Gironde: 1 dans
I’estuaire amont (Pauillac) et 5 dans I’estuaire fluvial (Bordeaux, Libourne, Bégles, Cadaujac et Saint-
Macaire). De plus, 3 points (Guitres sur I’Isle, Pessac sur Dordogne sur la Dordogne et La Réole sur la
Garonne) ont été aussi suivis sur la limite amont des remontées de la marée dynamique afin de calculer
des données de flux. Enfin, un dernier point a été étudié a Blanquefort sur la Jalle de Blanquefort pour
connaitre les apports que peut amener un affluent de la Garonne (Figure 37).
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Figure 37. Carte de I’estuaire de la Gironde regroupant les 10 points de prélévements suivis pour ces travaux de these

(adaptée de Allen, 1972).
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Le Tableau 23 présente les points de prélevement et leurs coordonnées GPS (photos en Annexe 8).

Tableau 23. Noms, descriptions et coordonnées GPS des points échantillonnés sur I’estuaire de la Gironde.

Sites d’é chantillonnage Descriptif Coordonnées GPS
Pauillac Au niveau de I'installation air bus 45°13’4.62°°N ; 0°44°46.12°0O
Bordeaux Sur les pontons du port autonome 44°51°51.23’N ; 0°32°44.04°0O

Sur un ponton de la ville de Libourne

Libourne < as . 44°54°50.1944°’N ; 0°14°56.63°O
a coté du pont de pierre
Begles Au bout du ponton du port Garonne ~ 44°47°58.31°’N ; 0°31°37.99°0O
Cadaujac Sur un ponton du port de I'Esquillot ~ 44°44°26.85°°N ; 0°30°23.13°O
Saint-Macaire Sur un ponton flottant privé 44°33°51.80°’N ; 0°13°21.15°0
La Réole Sur un ponton privé 44°34°41.56’N ; 0°2°0.12°0
Pessac sur Dordogne Depuis la berge 44°49°20,18’N ; 0°4’37,82’E
Guitres Sur un ponton privé 45°2°20.37°N ; 0°11°14.98°0O
Blanquefort Pont des religieuses 44°54°49.522°N ; 0°33°40.165°°0O

b) Stratégie d’échantillonnage

* Fréquence d’échantillonnage
Le suivi a débuté en novembre 2011 et s’est terminé en février 2013. Les sites de Pauillac, Bordeaux,
Libourne, Begles, Cadaujac et Saint-Macaire ont été échantillonnés approximativement tous les mois
alors que les points de La Réole, Pessac sur Dordogne, Guitres et Blanquefort ont fait 1’objet d’études
ponctuelles.

* Prélévement et conservation des échantillons
Lors de ce suivi sur la Gironde deux types de prélévement ont été effectués :

- le prélévement ponctuel qui a pu se faire a I’aide d’une bouteille en verre ambré de 2,5 L et
d’un préleveur manuel lesté (Figure 38). Les échantillons d’eau ont été collectés a une profondeur de
0,5 m sous la surface.

Figure 38. Préleveur manuel lesté contenant une bouteille de 2,5 L en verre ambré.
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-L’échantillonnage passif a été effectué via des POCIS (Polar Organic Chemical Integrative
Sampler, voir Chapitre 2. Section 4) montés sur des supports appelés « holders » et placés dans des
cages (Figure 39). Les cages de POCIS ont été fixées sur les pontons des sites étudiés et submergées
dans I’eau durant 3 semaines a une profondeur entre 0,5 et 1 m sous la surface.

Figure 39. POCIS (A), Holder (B) et cage contenant des POCIS monté sur des holders (C).

Une fois prélevés, les échantillons ponctuels et passifs sont ramenés au laboratoire. Les échantillons
d’eau sont filtrés afin de ne conserver que la phase dissoute pour les analyses et sont stockés a -20°C.
Les POCIS sont quant a eux rincés a 1’eau ultra-pure (quelques millilitres), emballés dans du papier
d’aluminium et conservé a -20°C jusqu’a leur analyse.

3.3 La Jalle de Blanquefort

La Jalle de Blanquefort est un affluent de la rive gauche de la Garonne. C’est une petite riviere de 32
km de long qui draine un bassin versant de 322 km’ (SIE Adour-Garonne : http://adour-
garonne.eaufrance.fr/coursdeau/097-0400). Le débit moyen pour les années 2011-2012 est de 1,30
m’.s! (Tableau 24, données Lyonnaise des eaux).

Tableau 24. Débits mesurés sur la Jalle de Blanquefort de 2011 a 2012 (source : Lyonnaise des eaux).

Jalle de Blanquefort

Débit moyens annuels
(2011-2012)

Variation des débits moyens annuels
(2011-2012)

130m’s”

04326,18m.s"

Minimum journalier 042m’.s"

(de 2011 a 2012) (06-07-2011)
Maximum journalier 19,82 m.s’
(de 2011 a 2012) (29-04-2012)
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La Jalle de Blanquefort recoit les rejets de la station d’épuration Cantinolle (Figure 40) qui a été mise
en service en janvier 2005.

Tl
i

R TV L LA o A \ O
Figure 40. Zone de rejet de la station d’épuration Cantinolle (source : http://assainissement.developpement-
durable.gouv.fr//).

Elle se situe dans la commune d’Eysines et sur les 28 communes appartenant a Bordeaux Métropole, 7
agglomérations situées sur la rive gauche de la Garonne sont raccordées a la STEP Cantinolle. Les
villes du Haillan, du Taillan-Médoc, de Saint Aubin de Médoc et Saint Médard en Jalles y sont enti¢-
rement connectées alors que les villes de Bruges, Eysines et Mérignac ne le sont que partiellement. Le
réseau de collecte de la station d’épuration Cantinolle est séparatif et le type d’habitat connecté est
urbain avec la présence de 17 industriels dont 1’aéroport international Bordeaux-Mérignac.

La STEP de Cantinolle a une capacité de 85 000 EH et a un procédé de traitement de type secondaire
biologique équipé de biofiltres.

Le Tableau 25 regroupe les valeurs moyennes de débit par temps sec, les concentrations moyennes de
MES, DCO et DBOsde la STEP Cantinolle.

Tableau 25. Moyenne annuelle des parametres classiques mesurés en 2012 dans la STEP Cantinolle
(source : http://adour-garonne.eaufrance.fr/step/0533162V005).

Débit journalier moyen en 2012

. DBOs; i MES
Temps sec et de pluie X DCO mglL ! B
3.1 mg.L’ mg.L
m.j
Eaux traitées (en sortie) 11922 6 48 7

Le débit moyen en sortie de STEP observé en 2012 par temps sec est de 11 922 m’.j”". Ainsi les ef-
fluents de sortie sont rejetés dans la Jalle de Blanquefort avec un débit de 0,14 m’.s™.
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La Figure 41 représente la localisation de la STEP Cantinolle par rapport aux deux autres STEP étu-
diées dans Bordeaux Métropole.

Figure 41. Localisation de la STEP Cantinolle par rapport aux autres STEP étudiées (photo : Google Maps).

a) Description des points de prélevement

La Figure 42 représente les 6 points échantillonnés sur la Jalle de Blanquefort et la localisation de la
STEP de Cantinolle ou I’effluent de sortie moyenné 24h a été obtenu pour chaque campagne. Les dis-
tances de chaque point de prélévement sont mesurées a partir de la station d’épuration.

Les coordonnées GPS des points échantillonnés sont présentées dans le Tableau 26 (photos en
Annexe 9).

Figure 42. Carte représentant les points de prélevement pour I’étude sur la Jalle de Blanquefort.
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Tableau 26. Coordonnées GPS des sites échantillonnés sur la Jalle de Blanquefort.

Sites d’échantillonnage Coordonnées GPS
Amont 44°53°41.32’N ; 0°40’15.47°0
STEP Cantinolle 44°53°40.84°N ; 0°40’1.92°0O
Aval direct (30 m) 44°53°43.70’N ; 0°39°58.27°°O
Moulin blanc (1,1 km) 44°53°45.55°N ; 0°39’12.31”°0
Pont Général de Gaulle (2,3 km)  44°53°42.72’N ; 0°38°21.54°O
4 ponts (4,2 km) 44°54°1.90’N ; 0°37°3.13°0O

Pont des religieuses (9,2 km)  44°54°49.522°’N ; 0°33°40.165°°O

b) Stratégie d’échantillonnage

* Fréquence d’échantillonnage
Sur la Jalle de Blanquefort, une étude ponctuelle a été réalisée dans le but d’évaluer le devenir des
psychotropes dans une riviere avec un faible débit et qui recoit les rejets d’une station d’épuration de
type urbaine. Ainsi deux campagnes de prélevement ont été menées le 12.12.2011 et le 23.07.2012.

* Prélevement et conservation des échantillons
Lors des campagnes de prélévement sur la Jalle de Blanquefort plusieurs types d’échantillons ont été
prélevés :
- des échantillons ponctuels ont été prélevés a I’aide de bidon en PEHD (Nalgene®) de 10 L.
- des échantillons moyennés 24h ont été collectés dans des flacons en PEHD de 500 mL.
- des échantillons passifs ont été obtenus lors de la premiére campagne de prélévement grace a
I’exposition de POCIS pendant 28 jours (du 12.12.2011 au 12.01.2012).

Apres le prélevement, les échantillons d’eau ont été ramenés au laboratoire pour étre filtrés (échantil-

lon ponctuel d’eau et échantillon moyenné 24h) et conservés a -20 °C (échantillons d’eau, de parti-
cules, de sédiment et POCIS) jusqu’a leur analyse.
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3.4 Station de traitement des eaux usées du Québec

Au cours de cette étude, 3 stations d’épuration ont été étudiées (Figure 43) :
-La STEP Jean Marcotte a Montréal
-La STEP de I’fle Lebel a Repentigny
-Les étangs aérés Le Gardeur a Repentigny

Etangs aérés de
Le Gardeur

STEU de
I'ile Lebel

<
STEU

Jean Marcotte

Figure 43. Localisation des stations de traitement des eaux usées 2 Montréal et a Repentigny et les étangs aérés a
Repentigny.
3.4.1 La STEP Jean Marcotte de Montréal
La station de traitement des eaux usées Jean Marcotte située a la pointe de 1'ile de Montréal a été
construite de 1976 a 1984. Néanmoins ce n’est qu’a partir de 1996 qu’elle recoit la totalité des eaux
usées du territoire de 1’lle de Montréal et de I'ile Bizard. Le réseau de collecte de la station de traite-
ment des eaux usées Jean Marcotte est constituée a 63% par un réseau unitaire (3 590 km) et a 37%
par un réseau séparatif (1 410 km pour les eaux pluviales et 1 440 km pour les eaux usées). De plus,
cette STEP possede deux réseaux d’intercepteur d’eaux brutes : (i) un couvre le nord et le sud-ouest de
I'1le et achemine principalement des eaux domestiques ; (ii) 1’autre couvre le secteur sud-est et est
caractérisé par un apport industriel important (industrie aérospatiale, pharmaceutique, pétrochimique,
textile mais aussi des productions manufacturieres) (Gesuale et al., 2010) (Annexe 10). Ainsi, la STEP
Jean Marcotte traite des eaux usées urbaines de 2 000 000 de citoyens et 4 000 établissements indus-
triels et commerciaux et a une capacité de 1 839 600 EH.
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*  Procédés de traitement de la station Jean Marcotte
L’ensemble des procédés de traitement de la station de traitement des eaux usées Jean Marcotte est
présenté en Annexe 11.
Les eaux brutes transitent dans les intercepteurs jusqu’a la station de pompage de la STEP Jean Mar-
cotte.

- Prétraitement

Les effluents bruts vont dans un premier temps passer dans 8 dégrilleurs qui vont permettre d’éliminer
les résidus d’une dimension supérieure a 25 mm. Ensuite, les effluents sont dirigés vers 14 dessableurs
aérés permettant d’éliminer les particules ayant un diameétre supérieur a 150 um.
Une fois le prétraitement fini, ces eaux sont dirigées vers le procédé de traitement primaire.

- Traitement primaire physico-chimique
Apres un processus de coagulation/ floculation par ajout de chlorure ferrique (ou alun) et d’un poly-
mere anionique, les effluents vont traverser 21 décanteurs ou s’effectue la décantation des flocs et
I’écumage des graisses et des huiles présentes en surface.

Une fois les eaux traitées, elles sont acheminées vers le fleuve Saint Laurent au niveau de I'ile aux
vaches (Figure 44). Le panache de la station d’épuration est perceptible sur des kilométres et atteindrait
le lac Saint-Pierre jusqu’a I’amont de la riviére Saint-Maurice (Boudreau et al., 2005).
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Figure 44. Panache de ’effluent traité de la station de traitement des eaux usées de Montréal
(adaptée de Gagné et al., 2004, Environnement Canada : www.ec.gc.ca).
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* Caractéristiques physico-chimiques
Les valeurs moyennes de débit et les concentrations moyennes de MES, DBOs (Demande Biologique
en Oxygene pendant 5 jours) et de phosphore total de la STEP Jean Marcotte sont représentées dans le
Tableau 27.

Tableau 27. Moyenne annuelle des parameétres classiques mesurés en 2012 dans la STEP Jean Marcotte
(source : mamrot, 2013).

];:éol;i;:io:za(:ile; DBO; MES1 Phos phore1 total
m3.j_l mg,L_1 mg.L mg.L
Eaux brutes (en entrée) 2234 922 84 104 1,6
Eaux traitées (en sortie) 2234 922 50 18 04

Le débit moyen en sortie de la STEP observé en 2012 est de 2 234 922 m’,j”". Ainsi, les effluents de
sortie sont rejetés dans le Saint Laurent avec un débit de 25,9 m’.s™.

Le traitement primaire physico-chimique n’est pas assez efficace pour I’élimination des micro-
organismes pathogeénes et des virus. De plus, il est essentiel de désinfecter les effluents rejetés dans le
Saint Laurent afin de garder 1’usage des berges de celui-ci. C’est pourquoi, depuis 20035, la station de
traitement des eaux usées de la Ville de Montréal en collaboration avec des institutions de recherche et
des organismes gouvernementaux cherche a documenter, analyser et tester certaines technologies de
désinfection des eaux usées (Bélanger, 2010).

3.4.2 La STEP de I'ile Lebel et les étangs aérés de Le Gardeur a Repentigny

La ville de Repentigny comprend deux stations de traitement des eaux usées depuis sa fusion en 2002
avec la ville de Le Gardeur. La premieére STEP construite en 1996 est une station a traitement primaire
physico-chimique qui est située sur 1’ile Lebel. La seconde construite en 2002 est une station a étang
aérés qui est placée dans le secteur Le Gardeur et qui récolte les eaux usées de Le Gardeur et de Char-
lemagne. Les deux secteurs sont séparés par la riviere I’ Assomption (Figure 45).

Le réseau de collecte de ces stations est de type domestique (250 km de long), la STEP de I'ile Lebel
dessert pres de 63 000 habitants et les étangs aérés plus de 27 000 citoyens.
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Figure 45. Carte de la ville de Repentigny représentant la STEP de I’ile Lebel dans le secteur Repentigny et les étangs
aérés dans le secteur de Le Gardeur.
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3.4.2.1 La STEP de I’1le Lebel

*  Procédés de traitement
La STEP de I'lle Lebel a une capacité de 13 412 EH et I’ensemble des procédés de traitement de celle-
ci est présenté en Annexe 12.

- Prétraitement
Les eaux brutes vont dans un premier temps passer dans 2 dégrilleurs afin d’éliminer tous les solides
ayant un diameétre supérieur & 6 mm. Ensuite les eaux usées vont étre dirigées vers 2 dessa-
bleurs/dégraisseurs afin d’enlever le sédiment, le sable, le gravier ainsi que les graisses. Une fois le
prétraitement fini ces eaux vont transiter vers le procédé de traitement primaire.

- Traitement primaire physico-chimique
Les effluents vont traverser 2 décanteurs lamellaires ol s’effectue la décantation des flocs (ajout de
réactif chimique qui favorise le processus de coagulation/floculation).

Une fois les eaux traitées, elles sont acheminées vers le fleuve Saint Laurent a 150 m de la STEP
(Figure 46).

Figure 46. Zone de rejet de la STEP de I’ile Lebel.

* Caractéristiques physico-chimiques
Les valeurs moyennes de débit et les concentrations moyennes de MES, DBOs (Demande Biologique
en Oxygene pendant 5 jours) et de phosphore total de la STEP Jean Marcotte sont représentées dans le
Tableau 28.
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Tableau 28. Moyenne annuelle des parametres classiques mesurés en 2012 dans la STEP Ile Lebel
(source : MAMROT, 2013).

Débit j ali
ChIt jotirnater DBO; MES Phosphore totale
moyen en 2012 B |
m3.j’1 mg,L'l mg.L mg.L
Eaux brutes (en entrée) 24 328 128 219 34
Eaux traitées (en sortie) 25332 41 23 0,5

Le débit moyen en sortie de cette STEP observé en 2012 est de 25 332 m’j". Ainsi les effluents de
sortie sont rejetés dans le Saint Laurent avec un débit de 0,29 m’.s™.

Comme la station de traitement des eaux usées de Montréal, la station de 1’ile Lebel ne désinfecte pas
ses eaux traitées avant de les rejeter dans le fleuve Saint Laurent. Ceci génére donc un apport impor-
tant de coliformes fécaux engendrant une perte de 1’usage des berges.

3.4.2.2 Les étangs aérés Le Gardeur

*  Procédés de traitement
Les étangs aérés de Le Gardeurs ont une capacité de 1 627 EH. Les eaux brutes du secteur de Le Gar-
deur sont directement acheminées vers le premier étang aéré. Un prétraitement n’est pas obligatoire
dans ce type de structure.

- Traitement biologique
Les effluents bruts vont passer (par gravitation) successivement dans les 4 étangs séparés par des
digues. Les étangs sont oxygénés par des diffuseurs d’air situés au fond des bassins, favorisant ainsi
I’activité des micro-organismes présents. Cette technologie utilise les micro-organismes présents natu-
rellement dans les eaux usées pour dégrader la matiere organique. Les matiéres en suspension pré-
sentes vont alors décanter au fond des bassins et former des boues.
L’aération dans les 4 bassins va étre différente, le premier est le plus oxygéné afin de favoriser
I’activité microbienne pour traiter les eaux entrantes qui sont les plus contaminées.
Une fois les eaux traitées, elles sont acheminées vers la riviere I’ Assomption (Figure 47).
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. Etangs aérés
- de Le Gardeur

Figure 47. Zone de rejet des étangs aérés de Le Gardeur.

*  Caractéristiques physico-chimiques
Les valeurs moyennes de débit et les concentrations moyennes de MES, DBOs (Demande Biologique
en Oxygene pendant 5 jours) et de phosphore total des étangs aérés de Le Gardeur sont représentées

dans le Tableau 29.

Tableau 29. Moyenne annuelle des parametres classiques mesurés en 2012 dans les étangs aérés de Le Gardeur
(source : MAMROT, 2013).

Débit journalier DBO; MES Phosphore totale
moyen en 2012 ) B B
m3.j-1 mg. L mg.L mg.L
Eaux brutes (en entrée) Entr?e Le Gardeur 8139 206 241 4,7
Entrée Charlemagne 2279
Eaux traitées (en sortie) 10418 11,5 15,3 0,6

Le débit moyen en sortie des étangs aérés observé en 2012 est de 10 418 m>.j”". Ainsi les effluents de
sortie sont rejetés dans la riviére Assomption avec un débit de 0,12 m®.s™.

Le traitement des eaux usées par les étangs aérés est le procédé le plus répandu dans le domaine du
traitement des eaux usées domestiques au Québec. Environ 400 stations d’épuration de ce type sont
dénombrées dans cette province. Ce procédé est souvent utilisé dans les petites ou moyennes agglomé-

rations.
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a) Description des points de prélévement

Les préleveurs automatiques servant a mesurer les parametres physico-chimiques ont permis le préle-
vement des échantillons au cours du suivi. Le Tableau 30 regroupe les différents points échantillonnés
dans la STEP Jean Marcotte de Montréal au cours de ces travaux de recherche.

Tableau 30. Liste des points de prélevements des trois STEP étudiées.
Code échantillon

Jean Marcotte Ile Lebel
(Montréal) (Repentigny)

Type d’échantillon Le Gardeur (Repentigny)

LG-R-Charlemagne
LG-R-Le Gardeur
Eaux traitées Montréal-E IL-E LG-E

Eaux brutes Montréal-R IL-R

b) Stratégie d’échantillonnage

* Fréquence d’échantillonnage
Le suivi de ces deux stations de Repentigny a commencé en juillet 2013 et s’est terminé en novembre
2013. Pour des raisons de logistique, seulement un échantillon moyenné 24h a été prélevé par mois.

Pour la station de Montréal, des prélévements moyennés 24h ont été effectués sur 3 jours consécutifs
en aolt 2013 et en mars 2014.

* Prélévement et conservation des échantillons
Dans les collecteurs automatiques des STEP étudiées, les eaux sont stockées pendant 24h dans un
bidon en PEHD de 10 L qui est conservé a 4 °C dans une enceinte réfrigérée. Avant de prélever 500
mL de I’échantillon moyenné 24h dans un flacon PEHD (Nalgene®) celui-ci doit €étre homogénéisé
manuellement. Le flacon est conservé dans une glaciére le temps du transport jusqu’au laboratoire. A
son arrivée au laboratoire, I’échantillon est filtré et conservé a -20°C en attendant d’étre analysé.

3.5 Le Fleuve Saint Laurent
a) Description des points de prélévement

Pour le suivi terrain au Québec 10 points ont été étudiés : 6 dans le fleuve Saint Laurent, 2 dans la
riviere I’ Assomption et 2 dans la riviere des Prairies (Figure 48).
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p A .I:\ ‘
Figure 48. Localisation des points échantillonnés sur le Saint Laurent (photo : Google Earth).

Les caractéristiques du fleuve Saint Laurent sont décrites dans le Chapitre 1. Section 2.5. D’aprés les
données du centre d’expertise hydrique du Québec le débit moyen de la riviere des Prairies est de
10642 m’.s™ (station : 043301, a la téte de la rapide du Cheval Blanc) et le débit moyen de la riviére
I’Assomption est de 22,7 m’s' (station: 052219, au pont route 158 joliette) (source :
www.cehq.gouv.qc.ca/suivihydro/).

Le Tableau 31 présente les points de prélévement et leurs coordonnées GPS.

Tableau 31. Descriptifs et coordonnées GPS des points échantillonnés sur le Saint Laurent.

Sites d’échantillonnage Descriptif Coordonnées GPS

1 Riviere Assomption 45°45’31.63°’N ; 73°27°28.51°0O
2 Riviere des Prairies 45°42°50.96’°N ; 73°29°2.36”°0O

3 Rivieére des Prairies 45°42°13.72’N ; 73°30°59.69°O
4 Fleuve Saint Laurent 45°44°21.51’N ; 73°26°19.78° O
5 Fleuve Saint Laurent 45°43°32.37’N ; 73°27°18.83’0
6 Fleuve Saint Laurent 45°42°2.81°’N ; 73°28°40.58"'0

7 Fleuve Saint Laurent 45°41°32.11’N ; 73°28°55.87°0
8 Fleuve Saint Laurent 45°40029.98°’N ; 73°29°26.53°0
9 Fleuve Saint Laurent 45°39°31.21°’N ; 73°29°20.69°O

—_
o

Riviere Assomption 45°43°48.23°°N ; 73°28°55.37°0

135



CHAPITRE II : Matériels et méthodes

b) Stratégie d’échantillonnage

* Fréquence d’échantillonnage
Le suivi a débuté en juillet 2013 et s’est terminé en novembre 2013. Pour les sites de 1 a 9, quatre
échantillons d’eau ont été prélevés et seulement 2 pour le site 10.

* Prélevement et conservation des échantillons
Lors de ce suivi sur le Saint Laurent, deux types de prélévement ont été effectués :
- le prélévement ponctuel qui a été fait avec des flacons PEHD (Nalgene®) de 500 mL.
- I’échantillonnage passif a été effectué via des POCIS qui ont été fixés sur des pontons aux
points 4 et 5. Sur les autres sites il n’existait pas d’aménagement permettant de fixer les POCIS.

Une fois prélevés les échantillons ponctuels et passifs sont ramenés au laboratoire. Les échantillons
d’eau sont filtrés afin de conserver seulement la phase aqueuse pour les analyses et sont stockés a -
20°C. Les POCIS sont rincés a I’eau ultra-pure et emballés dans du papier d’aluminium et conservés a
-20°C jusqu’a leur analyse.

Les extractions des échantillons d’eau des STEP et du Saint Laurent ont été faites dans le laboratoire
de Christian Gagnon au Centre Saint Laurent a Montréal, Québec (Canada).

136



CHAPITRE II : Matériels et méthodes

4. Etude d’un échantillonneur passif : le POCIS (Polar Organic Chemical
Integrative Sampler)

4.1 Généralité sur I’échantillonneur passif

L’échantillonnage passif est une technique basée sur un mécanisme de diffusion libre des contami-
nants du milieu collecteur vers le milieu récepteur de 1’échantillonneur. La diffusion est basée sur la
différence de potentiel chimique d’un composé entre les deux milieux et s’arréte lors de 1’obtention
d’un équilibre chimique ou jusqu’au retrait du dispositif (Gorecki et Namiesnik, 2002 ; Vrana et al.,
2005). Ainsi, un échantillonneur passif est un outil capable d’accumuler des contaminants présents
dans un milieu pendant une période de temps définie (de quelques heures a plusieurs semaines). 1l
rend compte alors de la concentration moyenne d’une molécule dans un milieu en lissant les variations
naturelles et griace a ses propriétés intégratives, il permet de baisser les limites de détection des molé-
cules recherchées.

Ce sont dans les années 70 que les premiers échantillonneurs passifs sont apparus pour surveiller la
qualité de I’air ambiant et pour mesurer les expositions dans le milieu du travail (Vrana et al., 2005 ;
Seethapathy et al., 2008 ). C’est en 1987 qu’est apparu le premier échantillonneur passif pour analy-
ser les contaminants. Sodergren utilise alors un sac en cellulose rempli d’hexane pour échantillonner
les composés organiques hydrophobes (Sodergren, 1987).

Il existe plusieurs types d’échantillonneurs passifs selon les composés recherchés, cependant, ils ont
une caractéristique commune : la présence d’une barri¢re entre le milieu échantillonné et la phase ré-
ceptrice. Souvent, cette barriere est une membrane contenant une phase réceptrice adsorbante (solvant,
réactif chimique, adsorbant poreux, etc...) qui elle aussi est choisie selon les composés recherchés.

Le Tableau 32 présente quelques exemples d’échantillonneurs passifs (Vrana et al., 2005 ; Seethapathy
et al., 2008).
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Echantillonneur passif

Type de barriere

Phase réceptrice

Composés ciblés

Dosimétre en céramique

Chemcatcher® (Universal passive sampler using Empore disk)

MECSO (Membrane-Enclosed Sorptive Coating)

SPMD (Semi-Permeable Membrane Device)

POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler)

Tube en céramique scellé a chaque extrémité par
une capsule polytétrafluoroéthyléne (PTFE)

Divers : acétate de cellulose, polysulfone,
polyéthylene, etc...

Cellulose ou polyéthyléne basse densité (PEBD)

Membrane non poreuse de PEBD

Membrane polyéthersulfone (PES)

Adsorbant solide (ex : résine échangeuse d'ion)

Divers : disque Empore, barreau SBSE
recouvert de PDMS, etc...

Barreau SBSE recouvert de PDMS (silicone)
Trioléine

Phase dite “Générique” : mélange de 3 sorbants.
Phase dite “Pharmaceutique” : un copolymere
de divinylbenzene et de N-vinylpyrrolidone
(Oasis® HLB)

HAP, BTEX, chloroalcane

Composés organiques polaires et
apolaires

HAP, PCB, pesticides
organochlorés

Composés organiques
hydrophobes (HAP, PC D, etc...)

Composés organiques hydrophiles
(herbicides, pesticides, hormones,
pharmaceutiques, etc...)

(8007 ‘Aypedey)aas ¢ S0 “I& 19 BURIA : 32IN0S) SHUL)SIXI syissed sInduuo[[pueyd, p saduwaxy *g¢ nedjqe],
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Dans le cadre de ces travaux de recherche sur les psychotropes (composés organiques majoritairement
hydrophiles) les échantillonneurs passifs de type POCIS « Pharmaceutique » ont été utilisés sur la
Gironde et le fleuve Saint Laurent. En effet, d’aprés 1’étude de Vrana et al., 2005 ce sont des outils
adaptés aux molécules polaires ayant un log Kow < 3.

De plus, le POCIS a déja été développé au LPTC pour les composés pharmaceutiques dont certains
sont étudiés dans ces travaux de theése (Togola et Budzinski, 2007 ; Belles, 2012 ; Aminot, 2013).

4.2 Le POCIS

a) Description

Le POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler), représenté dans la Figure 49, est constitué de
deux disques en inox renfermant deux membranes microporeuses en PolyEtherSulfone (PES) qui
elles-mémes séquestrent une phase adsorbante.

4— Disque en inox

Membrane en PES @ —— ~— =

4+——— Phase adsorbante
Membrane en PES —— <

@ +——— Disque en inox

Figure 49. Schéma d’un POCIS

1l existe deux types de configurations de POCIS (dépendant de la phase réceptrice) :

- le « Générique » qui est un mélange de 3 adsorbants : Isolute ENV+ (copolymére de sty-
rene/divinylbenzeéne), Biobeads S-X3 et Ambersorb 1500 carbon (Alvarez, 1999).

- le «Pharmaceutique » qui est constitué d’un copolymere de divinylbenzéne et de N-
vinylpyrolidone (Oasis® HLB) (Alvarez et al., 2004).

b) Principe
Le profil d’accumulation d’un échantillonneur passif tel que le POCIS peut étre décrit comme dans la
Figure 50.

Concentration
dans le POCIS

Régime
d’équilibre

Régime
cinétique

Temps

Figure 50. Profil d’accumulation d’un composé dans un POCIS au cours du temps (adapté de Vrana et al., 2005).
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Deux phases sont alors distinguées lors de 1’accumulation d’un composé :
-une phase intégrative ou la cinétique d’accumulation des composés est linéaire (régime cinétique).
-une phase de plateau ol il y a un équilibre dans la distribution de la molécule entre le milieu échan-
tillonné et le milieu récepteur (régime d’équilibre).

Cette accumulation peut étre aussi décrite selon 1’équation suivante :

C (t) = C,u % (1—e Kty Equation 1

C,(t) : concentration du composé dans I’échantillonneur passif 4 un temps donné (ug.g")
C.a. - concentration du composé dans 1'eau (pg.L’l)

K, : constante d’accumulation (L.g’].j’])

K, : constante d’élimination (L.j'l)

t: temps (j)

En régime d'équilibre lorsque le temps d’exposition est suffisamment long, 1’équilibre thermodyna-
mique entre le milieu aqueux et le milieu récepteur est établi. Ainsi I’équation 1 peut étre réduite a :

Ky _ C) _ .
K= Co T Ksw Equation 2

K., : le coefficient de partage entre I’échantillonneur passif et I’eau (L.g™").
La connaissance de K et de Cg permet d’estimer la concentration de 1’analyte dans I’ eau.

En régime cinétique lorsque les composés sont accumulés linéairement dans 1’échantillonneur passif,
la constante d’élimination peut alors étre considérée comme négligeable par rapport a la constante
d’accumulation. Ainsi I’équation 1 peut s’écrire de la maniére suivante :

CJt) =K, X Cpyy Xt Equation 3

En introduisant la notion de taux d’échantillonnage (Rs) qui est le volume d’eau concentré par
I’échantillonneur passif en fonction de temps, 1’équation 3 peut s’écrire de la maniére suivante :

Ct)Xxm=R;X C,y Xt Equation 4

m : masse de phase réceptrice présente dans 1’échantillonneur passif (g)
Rs : taux d’échantillonnage (L.j")

Le R, est propre a un composé et est influencé par les conditions environnementales (salinité, turbu-
lence, température, nature de la membrane). Cette constante est donc indispensable pour calculer la
concentration moyenne d’un composé dans 1’eau.
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Ainsi, avec le POCIS, il est important de travailler en régime cinétique afin d’évaluer la concentration
dans le POCIS qui est proportionnelle a la concentration dans 1’eau. Ainsi I’équation 4 peut se traduire
de la maniére suivante :

Coau X R Xt

Crocis = Equation 5

mpocirs

Cpocys : concentration du composé dans le POCIS 2 un temps donné (ug.g")
mpocys - masse de phase réceptrice présente dans le POCIS (g)

Cet outil intégratif demande une calibration afin de connaitre le comportement des composés vis-a-vis
de la phase réceptrice (Vrana et al., 2005 ;Miege et al., 2011). Ainsi, le développement et la validation
du POCIS consistent dans un premier temps a déterminer en laboratoire les taux d’échantillonnages
(Rs) pour chacune des molécules d’intérét, puis dans un deuxiéme temps a valider les résultats expéri-
mentaux par une calibration in sifu.

De plus, les conditions d’exposition environnementales comme la température, la charge en mati¢re en
suspension et les conditions hydrodynamiques peuvent avoir un impact sur le taux d’échantillonnage.
Ainsi, ce taux doit étre d’abord déterminé en laboratoire afin de faire un lien entre la concentration des
composés dans I’eau et leur accumulation dans le POCIS (Rg jabo). Cependant, le Ry 1ap0 €st déterminé
dans des conditions de température et d’agitation controlées alors que les conditions in sifu peuvent
étre trés variables (courant plus ou moins fort influencé par le débit, présence de biofilm, variation de
la température, etc...) et jouer un role sur I’adsorption des composés sur la phase réceptrice. C’est
pourquoi les Ry 1aho Ne peuvent étre directement utilisés et doivent étre corrigés (Rs corrigs)-

Pour obtenir ce taux d’échantillonnage corrigé, il est possible d’utiliser des composés de référence et
de performance, appelés PRC (Performance Reference Compounds) (Huckins et al., 2002 ; Mazzella
et al., 2010) qui sont introduits dans la phase réceptrice des POCIS avant son exposition sur le terrain.

Les PRC doivent étre absents du milieu échantillonné ; ce sont généralement des composés deutérés
qui se comportent comme les composés étudiés. Ainsi la désorption des PRC durant une période
d’exposition permet d’estimer une constante d’élimination en laboratoire (Ke 1ap0) €t sur le terrain (Ke

in sing) d’apres I’équation suivante :

In(C prco|C Prc .
Ke pre = In(€ prcole rrcy) t| ©) Equation 6

K, prc : constante d’élimination du PRC
Cprc 0 : concentration du PRC a t=0 (pg.g’])
Cprc(t) : concentration du PRC a un temps donné (pg.g’])

Les constantes d’élimination du PRC au laboratoire et sur le terrain permettent alors d’obtenir un Ry
comige (Vrana et al., 2007 ; Mazzella et al., 2010) comme le décrit I’équation suivante :

— Ke insitu .
Rscorrigé - Rslabo X (K b Equatlon 7
elabo

R 1abo : taux d’échantillonnage estimé en laboratoire
Ry comigs : taux d’échantillonnage corrigé

K, 1.0 : constante d’élimination du PRC en laboratoire
K, i, sin : constante d’élimination du PRC sur le terrain
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Ainsi la concentration moyenne dans I’eau pour un composé peut alors étre calculée en fonction de la
relation suivante :

C. = Crocis X mpocis
eau —

Equation 8

R corrigé Xt

Dans le cadre de ces travaux de thése, des calibrations en laboratoire et sur le terrain ont été néces-
saires pour utiliser le POCIS afin de suivre la contamination en psychotropes dans la Gironde et dans
le fleuve Saint Laurent.

¢) Montage du POCIS

Les POCIS sont montés en laboratoire avant d’étre utilisés sur le terrain ou pour les calibrations. Les
membranes utilisées sont en polyéthersulfone (PES) de diamétre de pore 0,1 um et sont fournies par
VWR (Strasbourg, France). Généralement 200 mg de phase adsorbante de type OASIS® HLB, ache-
tées chez Waters (Saint Quentin en Yvelines, France), sont insérées entre les deux membranes PES.
Avant d’étre utilisées, la phase et les membranes sont nettoyées au méthanol a trois reprises pendant
10 minutes. Les membranes sont ensuite séchées dans une étuve a 50 °C et la phase est quant a elle
séchée sous vide.

Dans ces travaux, des composés de performances de références sont utilisés ; la phase doit donc €étre
préparée en conséquence. Ainsi, apres nettoyage, la phase est enrobée de PRC qui ont été sélectionnés
d’apres 1’étude de Belles et al. (2013). La phase est alors dopée a une concentration d’environ 10 ug
par gramme de phase avec une solution contenant de la Caféine 13C, du Salbutamol d3 et de la DIA
ds.

Aprés montage, les POCIS sont conservés sous papier aluminium puis dans des sacs plastiques fermés
et placés a -20°C jusqu’a leur utilisation. Apres exposition les POCIS sont nettoyés a I’eau ultra-pure
et de nouveau conservés dans du papier aluminium et des sacs plastiques ; a -20°C jusqu’a leur ana-
lyse.
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4.3 Calibration et validation du POCIS

Dans cette étude, deux calibrations en laboratoire ont été menées ainsi qu’une validation sur le terrain
afin de déterminer les cinétiques d’accumulation dans les POCIS pour les psychotropes sélectionnés,
permettant ainsi de déterminer un taux d’échantillonnage pour chaque composé.

4.3.1 Calibration en laboratoire

Afin d’avoir une concentration stable en contaminant dans I’eau d’exposition (ol sont positionnés les
POCIS) et pour s’affranchir des pertes de contaminants (adsorption, volatilisation ou encore dégrada-
tion), les calibrations ont été effectuées avec un systeme de flux continu et un systéme de renouvelle-
ment d’eau (Figure 51).

Flux continu

Solution de :
o Evacuation par
| débordement
Renouvellement v
Bac d’alimentation Bac d’exposition Bac déchet
(eau propre) (eau contaminée) (eau contaminée A traiter)

Figure 51. Schéma du systéme expérimental en flux continu utilisé lors des calibrations des POCIS.

Ce systeme d’exposition est composé de plusieurs enceintes :

- un bac d’exposition qui est contaminé par un flux continu de solution concentrée en compo-
sés étudiés. Ce flux peut €tre apporté soit par une pompe péristaltique soit par un pousse-seringue. Ce
bac est destiné a recevoir les POCIS le temps de I’exposition et est brassé a 1’aide d’une pompe im-
mergé ou de pales métalliques afin d’homogénéiser le milieu.

- un bac d’alimentation qui contient de 1’eau propre (eau non contaminée provenant du robi-
net). Ce bac va permettre de renouveler I’eau du bac d’exposition a 1’aide d’une pompe péristaltique.

- un bac déchet qui va recevoir les eaux contaminées du bac d’exposition par un systéme de
débordement (via une pompe péristaltique). Ces eaux contaminées sont traitées par charbon actif avant
d’étre évacuées dans le réseau d’eaux usées.

a) Calibration 1

Dans cette calibration, les POCIS fixés sur des supports en plastique, ont été exposés a une concentra-
tion nominale de 150 ng.L”" dans un bac d’exposition contenant 300 L d’eau contaminée pendant 30
jours. L’apport en contaminants a été réalis€ par flux continu a ’aide d’un pousse-seringue.
L’homogénéisation des composés dans I’eau s’est faite grace a une pompe immergée.

L’eau non contaminée a été amenée par une pompe péristaltique a un débit d’environ 6,25 L.h™", ce qui
équivaut a un taux de renouvellement de quasiment 50 % par jour. De plus, une autre pompe péristal-
tique a permis d’évacuer par débordement 1’eau contaminée.
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La Figure 52 représente le dispositif expérimental utilisé dans la premiére calibration.

Flux continu

Evacuation par
débordement

Renouvellement
(~50% par j) M

Bac d’exposition Bac déchet
(Conc. nominale : 150 ng.L") (traitement par charbon actif)

Bac d’alimentation

Figure 52. Schéma du dispositif utilisé dans la calibration 1.

La solution de contamination a été préparée a I’avance a partir de cristaux de molécules a calibrer, qui
ont été dissouts dans 1,5 L d’acétonitrile (solvant). Cette solution a été divisée en plusieurs aliquotes
qui ont été conservées a -20°C. Tous les jours une aliquote a été décongelée et passée aux ultra-sons
avant d’étre mise dans le pousse-seringue (44 mL.j™).

A la mise en route du systeme, le bac d’exposition a été dopé, a la concentration nominale visée, en
ajoutant 88 mL de la solution de contamination initiale (509 pg.L™") dans les 300 mL d’eau contenu

dans I’aquarium. Enfin, le dispositif a été mis en stabulation pendant 7 jours.

Le Tableau 33 présente les temps de prélévement des échantillons d’eau et des POCIS.

Tableau 33. Temps de prélevements d’eau et de POCIS lors de la calibration 1.

Date J-6 J-6aJ0 JO
Prélévement eau Mise en route X
P du systeme et | Stabulation | Exposition
Prélevement POCIS dopage initial des POCIS
Date J2 J4 J6 J8 JIO | J12 | J14 | J16 | J18 | J20 | J22 | J24 | J26 | J28 | J30
Prélevement eau X X X X X X X X X X X X X X X
Prélevement POCIS X X X X X X X X X X X X

b) Calibration 2
Dans cette deuxieéme calibration les POCIS ont été fixés sur des holders et exposés a une concentration
nominale de 300 ng.L"" dans un bac d’exposition contenant 300 L d’eau contaminée pendant 20 jours.

Les systemes d’exposition expérimentaux utilisés simulant une concentration nominale en contami-
nants de 300 ng.L"' dans I’eau sont identiques & ceux utilisés au cours de la calibration 1.

144




CHAPITRE II : Matériels et méthodes

La Figure 53 représente le dispositif expérimental utilisé dans la deuxiéme calibration.

Flux continu

|- e
Evacuation par
débordement
yAl —7
Renouvellement
(~ 50% par j)
Bac d’alimentation Bac d’exposition Bac déchet
(Conc. nominale : 300 ng.L!) (traitement par charbon actif)

Figure 53. Schéma du dispositif utilisé dans la calibration 2.

Pour cette calibration un prélévement d’eau a été fait tous les jours et un prélevement de POCIS tous
les 5 jours.

4.3.2 Calibration in situ

Apres les calibrations en laboratoire, il est nécessaire de valider I’ utilisation des POCIS pour mesurer
les psychotropes sur le terrain. Cette validation in situ permet alors d’obtenir un taux
d’échantillonnage corrigé pour les molécules recherchées.

Pour cette validation, le site de Cadaujac (voir localisation Figure 36) a été choisi pour sa proximité
avec le laboratoire. Ainsi, 4 jeux de POCIS en triplicats ont été exposés sur ce site pendant 28 jours
(Figure 54).

Des échantillons ponctuels d’eau ont été prélevés tous les jours de la période d’exposition (du
18.11.2011 au 15.12.2011) et un jeu de POCIS a été enlevé a J5, J10, J18 et J28.

Figure 54. Jeux de POCIS exposés sur le site de Cadaujac pour la validation in sifu.
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4.4 Extraction du POCIS

a)Mise en cartouche

Pour pouvoir étre extraits, les POCIS doivent €tre mis en cartouche. Ainsi, aprés exposition, les PO-
CIS sont démontés et la phase réceptrice est transférée dans une cartouche SPE (Solid Phase Extrac-
tion) en verre de 6 mL achetée chez Sigma-Aldrish (Saint Quentin Fallavier, France). Chaque car-
touche est munie de frittés en téflon qui ont été préalablement nettoyés au méthanol (3 fois 20 mi-
nutes) et séchés sous hotte.

Le transfert de la phase se fait a I’aide d’un entonnoir en verre, de quelques millilitres d’eau minérale
Vittel et d’une pompe a vide. Pour finir les cartouches SPE contenant la phase humide sont séchées
sous vide pendant environ 1 heure.

Les cartouches SPE en verre munies de leur frittés sont pesées avant et apres le transfert de phase afin
de connaitre 1la masse de celle-ci (Figure 55).
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Figure 55. Cartouche SPE en verre contenant deux frittés et de la phase OASIS HLB.
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b) Extraction de la phase réceptrice
Le protocole d’extraction suivi pour les POCIS est adapté du protocole déja utilisé pour les médica-
ments dans des travaux de thése au LPTC (Belles, 2012 ; Aminot, 2013).

Avant d’extraire la phase, des étalons internes sélectionnés pour analyser les psychotropes étudiés sont
introduits par contrdle gravimétrique dans les flacons en verre d’élution.
L’élution se fait par le passage successif dans chaque cartouche en verre de 3 solvants ou mélange de
solvants : - 10 mL de méthanol

- 10 mL d’un mélange méthanol/dichlorométhane (50/50 ; v/v)

- 10 mL de dichlorométhane
Les solvants qui ont été sélectionnés pour cette extraction permettent d’éluer un large éventail de com-
posés de la phase réceptrice des POCIS.
Les 30 mL d’éluat obtenus sont ensuite reconcentrés a sec sous vide (650 mbar) a 1’aide d’un Rapid-
vap pendant 45 minutes a 80 °C. Le tout est repris dans 300 uL. d’acétonitrile et transféré dans des
flacons d’injection pour étre analysé par UPLC-MS/MS.
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5. Préparation et extraction des échantillons d’eau

5.1 Produits chimiques et solvants

Les composés natifs utilisés sont de haute pureté chimique > 95% et les composés deutérés ont une
pureté > 90%. Les fournisseurs des 47 composés natifs et des 7 étalons internes utilisés sont présentés
dans un tableau en Annexe 13.

Les solvants et les produits chimiques qui ont été utilisés pour I’ensemble des analyses sont présentés
dans le Tableau 34.

Tableau 34. Solvants et produits chimiques utilisés lors des analyses de cette étude.

Nom Marque et fournisseurs

Acétate d’éthyle Scharlau ; ICS (Belin-Beliet, France)
Acétone Scharlau ; ICS (Belin-Beliet, France)

Solvants Acétonitrile Baker ; Atlantic labo (Eysines, France)
Dichlorométhane Scharlau ; ICS (Belin-Beliet, France)

Méthanol Baker ; Atlantic labo (Eysines, France)

Acide chlorhydrique (37%) Scharlau ; Atlantic labo (Eysines, France)
Produits chimiques Acide formique (98%) Baker ; Atlantic labo (Eysines, France)
Hydroxyde d’ammonium (28-30%) Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France)

L’eau minérale utilisée est de la marque Vittel et est fournie par France-Boisson (Lormont, France).
L’eau ultra-pure (appelée eau MilliQ) est fabriquée en laboratoire par un systeme Milli-Q, Millipore
(Molsheim, France). Les cartouches Oasis® MCX (3 cc, 60 mg) sont achetées chez Waters (St Quentin
en Yvelines, France).

Tout le matériel (flacons, béchers, etc...) utilisé est lavé en machine au détergent (TFD 7, Franklab) et
a I’acide (Neutrax, Franklab) puis calciné a 450 °C pendant 8h.

5.2 Filtration et conservation des échantillons

A leur arrivée au laboratoire, les échantillons d’eau sont filtrés a 1’aide d’unité de filtration en polyé-
thyléne haute densité (PEHD) (Nalgene®). Dans ces travaux de recherche, 3 types d’eau ont été étu-
diés : des eaux usées brutes, des eaux usées traitées et des eaux environnementales (ex : eaux de ri-
viére).

Afin d’éviter les contaminations croisées dans cette étape de filtration, un jeu d’unités de filtration a
donc été dédié a chaque type d’eau étudiée.

Les eaux usées traitées et les eaux environnementales sont directement filtrées sur des filtres en fibre
de verre avec un seuil de coupure de 0,7 pm (GF/F, Whatman ; VWR, Fontenay-sous-bois, France).
Les eaux brutes étant plus chargées en particules doivent subir deux filtrations afin d’éviter de colma-
ter les filtres rapidement et ainsi réduire la consommation de filtres. Ainsi, ces eaux doivent étre une
premiere fois filtrées sur des filtres en fibre de verre d’une porosité 1,6 pum (GF/A, Whatman ; VWR,
Fontenay-sous-bois, France). Le filtrat obtenu subit alors une seconde filtration sur des filtres GF/F
(0,7 um).
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Apres filtration les échantillons sont conservés dans un flacon PEHD puis stockés a -20°C en attendant
d’étre extraits.

5.3 Méthode d’extraction

a) Généralité

La principale méthode d’extraction des produits pharmaceutiques dans les échantillons aqueux est
celle sur phase solide, appelée SPE (Solid Phase Extraction). L’intérét principal de cette méthode est
de pouvoir concentrer des composés provenant d’un volume d’eau pouvant aller jusqu’a plusieurs
litres, en un extrait organique de quelques microlitres de solvant.

1l existe plusieurs types de phases adsorbantes utilisées pour I’extraction par SPE des composés phar-
maceutiques qui peuvent avoir des propriétés physico-chimiques trés variées. Cette diversité conduit
alors a I’utilisation de plusieurs phases hydrophiles, lipophiles ou mixtes.

Les phases adsorbantes les plus utilisées pour I’extraction des médicaments sont les Oasis® HLB et
MCX:

- Les cartouches Oasis HLB sont constituées d’un groupement N-vinyl-pyrrolidone qui va
interagir avec les groupements hydrophiles des molécules et d’un groupement divinyl-benzéne qui va
interagir avec les groupements hydrophobes des composés. Cette caractéristique mixte hydro-
phile/lipophile permet a ce type de phase d’interagir avec un large éventail de composés aussi bien
basiques, qu’acides, ou neutres. Ces cartouches sont trés utilisées dans les analyses multi-résidus et ont
I’avantage de ne pas nécessiter I’ajustement du pH pour la rétention des produits pharmaceutiques
acides (Weigel et al., 2004 ; Bones et al., 2006; Lajeunesse et al., 2008).

- Les cartouches Oasis MCX (Mixed Cation eXchange) (N-vinylpyrolidone - divinylbenzéne -
SOj5’) sont constituées d’une phase HLB a laquelle un groupement sulfonate a été greffé. Cette phase
est de type mixte en phase inverse et échangeuse de cations pour les composés basiques ionisés a pH
acide. Ces cartouches ont montré leur efficacité a extraire de trés nombreux composés pharmaceu-
tiques a pH acide mais aussi a pH neutre (Castiglioni et al., 2005 ; Togola et Budzinski, 2008).

De méme, plusieurs solvants peuvent €tre utilisés individuellement ou en mélange pour éluer les car-
touches SPE. Le choix du solvant va étre basé sur son affinité pour les molécules ciblées mais aussi
sur sa capacité a éluer les composés d’intéréts sans décrocher les interférents présents dans la matrice
et qui ont été retenus sur la cartouche.

Les solvants les plus utilisés dans I’extraction des composés pharmaceutiques sont: le méthanol,
I’acétonitrile, le dichlorométhane ou encore I’acétate d’éthyle. De plus, I’ajout d’acide (ex : acide for-
mique) ou de base (ex : hydroxyde d’ammonium) au solvant permet de modifier la forme des molé-
cules ciblées et ainsi de les éluer de maniere spécifique par rapport aux interférents.

b) Principe

Cette méthode consiste dans un premier temps a percoler un échantillon aqueux sur une phase adsor-
bante contenue dans une cartouche. Les analytes présents dans les échantillons vont alors étre retenus
sur cette phase solide. Dans un deuxi¢me temps, les analytes vont étre élués de cette phase a 1’aide
d’un solvant ou d’un mélange de solvants. Ainsi I’échantillon d’eau est concentré dans un faible vo-
lume de solvants.

Néanmoins, certains composés trés polaires ayant une affinité importante pour la phase aqueuse ne
sont plus retenus a partir d’un volume d’eau maximal, appelé volume de fuite. Ce volume est spéci-
fique d’un composé et d’une phase adsorbante.
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¢) Protocole d’extraction pour les psychotropes étudiés

Dans ces travaux sur les psychotropes, le protocole d’extraction sur phase solide utilisé est le méme
que celui développé par Togola et Budzinski (2008) car ce protocole a été validé pour des composés
similaires aux deux études comme la Carbamazépine.

Cette extraction est constituée de 4 étapes :

1- Le conditionnement des cartouches Oasis MCX.
Cette étape est nécessaire pour activer et préparer la phase adsorbante, contenue dans chaque car-
touche, a capter les analytes présents dans 1’échantillon d’eau. Ainsi 3 mL d’acétate d’éthyle et 3 mL
d’eau Vittel a pH 2 sont passés dans chaque cartouche.

2- Le dépot des échantillons d’eau.
La prise d’essai est de 100 mL pour les eaux brutes et traitées et de 200 mL pour les eaux environne-
mentales. Chaque prise d’essai est contrdlée par gravimétrie et est acidifiée a pH2 a I’aide d’une solu-
tion d’acide chlorhydrique (solution a 37% diluée au tiers). Apres acidification, des étalons internes
(ED) sont ajoutés (contrdle gravimétrique) dans chaque échantillon afin de pouvoir quantifier les psy-
chotropes recherchés (Chapitre 2. Section 5.3). Les échantillons sont alors percolés sur les cartouches
Oasis MCX a I’aide d’une cuve sous vide (Figure 56).

Figure 56. Photo du dispositif nécessaire pour I’extraction sur phase solide (cuve sous vide + cartouches SPE).

3- Le séchage des cartouches SPE.
Cette étape permet d’enlever les derniéres traces d’eau qui pourraient étre présentes dans la phase ad-
sorbante. Pour cela, les cartouches SPE sont séchées sous vide pendant 1h.

4- L’ élution des cartouches Oasis MCX.
Cette étape se fait par passage d’un solvant ou d’un mélange de solvants, permettant de récupérer les
composés recherchés :
* 3 mL d’acétate d’éthyle.
* 3 mL d’un mélange acétate d’éthyle/acétone (50/50 ; v/v).
* 3 mL d’un mélange méthanol/dichlorométhane (50/50 ; v/v) + 5% (vol.) NH,OH (solution
d’hydroxyde d’ammonium a 28-30%).
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L’éluat de 9 mL obtenu dans un flacon en verre est reconcentré a sec sous flux d’azote et sur une
plaque chauffante a 40 °C afin de limiter les pertes de composés par dégradation ou évaporation.
L’extrait sec est alors repris dans de 1’acétonitrile (3 x 100 uL) et transféré dans un flacon d’injection
(1,5 mL) contenant un insert. Les échantillons extraits sont alors conservés a -20 °C jusqu’a leur injec-
tion.

Dans le but d’une démarche qualité, lors de chaque série d’extractions deux points de contréle sont
effectués :

-un blanc manipulation qui permet d’évaluer la présence ou non d’une contamination lors de
la manipulation. Ce blanc manipulation, aussi appelé « blanc cartouche », est une cartouche qui n’est
percolée par aucune matrice mais qui est traitée comme un échantillon standard et donc subit les diffé-
rentes étapes d’extraction et de reconcentration.

-un échantillon dopé qui permet d’évaluer une perte ou non d’un composé lors du protocole
d’extraction. Cet échantillon dopé est fait a partir d’eau minérale Vittel avec une prise d’essai iden-
tique a celle des échantillons extraits et est dopé dans la méme gamme de concentrations que les
échantillons traités.

Cette méthode d’extraction doit étre validée avant d’étre utilisée en routine. Les différents parameétres
testés pour valider la méthode sont décrits dans le Chapitre 3. Section 1.
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6. Analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie
de masse en tandem

6.1 Technique analytique

Les premicres méthodes analytiques pour les composés pharmaceutiques ont été congues pour con-
naitre la pureté des composés lors de fabrication industrielle ou encore dans le domaine biomédical
pour le suivi thérapeutique dans les matrices biologiques (Snow, 2000).

Des méthodes ont été par la suite développées pour doser les composés médicamenteux dans des ma-
trices plus complexes telles que les matrices environnementales mais aussi pour avoir des techniques
analytiques plus sensibles permettant de détecter des composés a I’état de traces dans différents com-
partiments aquatiques comme les eaux de surface, les eaux marines, les eaux souterraines ou encore
les eaux de boissons (Togola et Budzinski, 2008 ; Loos et al., 2010 ; Metcalfe et al., 2011, Devier et
al., 2013).

Les propriétés physico-chimiques des composés recherchées conditionnent le choix de la technique
d’analyse. Ainsi les composés volatils et résistants a la chaleur vont plutdt tre analysés par chromato-
graphie en phase gazeuse (GC) et les composés polaires vont plutdt étre analysés par chromatographie
en phase liquide (LC). La chromatographie est une technique séparative basée sur les différences
d’affinité entre les composés, la phase stationnaire (colonne chromatographique) et la phase mobile
(solvants ou gaz).

A la sortie de la colonne, les composés séparés vont étre dirigés vers une source d’ionisation. La plus
répandue pour I’analyse des composés médicamenteux dans les matrices environnementales est
I’ionisation par électronébulisation aussi connue par son acronyme anglais ESI (ElectroSpray loniza-
tion).

Apres étre ionisées, les molécules sont entrainées vers un détecteur, le spectrometre de masse simple
(MS) ou en tandem (MS/MS). Un spectromeétre de masse en tandem de type triple quadrip6le est cons-
titué¢ de deux analyseurs de masse quadripolaires. Le premier laisse passer un ion précurseur par com-
posé qui est formé dans la source. Cet ion va vers la cellule de collision ou il va étre fragmenté. Les
ions fragmentés obtenus vont alors étre dirigés vers le second quadrupdle qui laisse passer sélective-
ment les ions produits associés au composé. Ainsi a chaque composé est associé une ou plusieurs tran-
sitions de type « ion précurseur = ion produit ».

La LC-MS/MS est une technique sélective et sensible, c’est pourquoi elle est largement utilisée dans
les analyses multi-résidus des composés pharmaceutiques (Gros et al., 2006 ; Kasprzyk-Hordern et al.,
2007 ; Baker et al., 2011).

6.2 Méthode analytique développée pour les psychotropes

La méthode pour analyser les psychotropes a été développée sur un UPLC Acquity (Ultra Performance
Liquid Chromatography) connecté a un spectrometre de masse Quattro Premier XE triple quadrupdle
de chez Waters (St Quentin en Yvelines, France) (Figure 57). Cette technique est utilisée car elle em-
ploie des colonnes plus courtes et de diametre de particules plus petit de facon a réduire le temps
d’analyse, augmenter la résolution et diminuer les volumes morts ce qui permet aussi de diminuer la
consommation de solvant.

Les composés sont ionisés par électrospray en mode positif et le mode d’acquisition est le mode MRM
(Multiple Reaction Monitoring).
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Figure 57. Photo de ’UPLC-MS/MS utilisé lors de ces travaux de these.

Le Tableau 35 présente les détails de la méthode analytique.

Tableau 35. Parameétres chromatographiques et de spectrométrie de masse pour I’analyse des psychotropes sur
I’'UPLC-MS/MS.

Mode d'ionisation ESI +
Phase mobile A : Eau MilliQ + 0,1% (vol.) acide formique
B : Acétonitrile + 0,1% (vol.) acide formique
Colonne Kinetex C18 100A (100 x 2,1 mm) (1,7 pum)
Température colonne 35°C
Volume d'injection S5 uL
Débit 0,5 ml/min
Température de la source 120 °C
Temps (min) % A
0 100
45 80
Gradient 13 60
13,5 0
14,5 0
17 100
Durée d'analyse 17 minutes
Gaz Azote
Débit du gaz de désolvatation 1000 L/h
Température du gaz de désolvatation 400 °C
Tension de capillaire 3000 V

Avant d’étre injectés, les échantillons sont repris a 90% dans de ’eau MilliQ afin que le solvant de
reprise soit proche du solvant d’injection (Eau MilliQ/ Acétonitrile : 90/10 ; v/v).

D’apres la décision de la commission européenne 2002/657/EC, 4 critéres sont recommandés pour
confirmer et identifier des composés lors d’analyse par LC-MS/MS : le temps de rétention, une transi-
tion en spectrométrie de masse (MRM) de quantification, une autre de confirmation et le rapport entre
les deux transitions.

Ainsi le Tableau 36 présente pour chaque composé, la transition de quantification et la transition de
confirmation. Les étalons internes ont seulement la transition de quantification (Annexe 14).
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Tableau 36. Transitions et parameétres associés pour ’analyse des psychotropes sur I’'UPLC-MS/MS.

Transition quantification

Transition confirmation

Composés ., fon Ion produit I Tension de Ene rtgl‘e de . fon Ion produit IT Tension de Ene rtgl‘e de
précurseur ) cone (V) collision précurseur ) cone (V) collision
(m/z) (eV) (m/z) (eV)
Benzodiazé pines
Zopiclone 389,1 245,1 15 15 389,1 3452 15 10
Zolpidem 3082 2353 35 37 3082 2632 35 27
Nordiazépam 2712 140,0 40 32 2712 165,1 40 30
Oxazépam 287,1 241,1 30 23 287,1 104,2 30 33
Alprazolam 309,0 281,1 40 27 309,0 205,1 40 42
Bromazépam 318,2 182,1 35 32 3182 2094 35 30
Clobazam 301,2 2592 30 22 301,2 2243 30 30
Clonazépam 316,1 270,1 40 25 316,1 2140 40 40
Clorazépate 2712 1403 40 28 2712 1652 40 27
Diazépam 285,1 193,1 40 32 285,1 154,1 40 28
Lorazépam 321,3 275,1 30 17 3213 303,1 30 15
Flunitrazépam 314,1 2682 40 27 314,1 2393 40 35
Témazépam 301,2 2552 30 22 301,2 283,0 30 13
Prazépam 3252 271,1 35 23 3252 140,1 35 37
Antidé presseurs
Mirtazapine 266,2 195,1 35 27 266,2 723 35 20
Milnacipran 247,1 2304 15 12 247,1 100,1 15 10
Venlafaxine 2782 58,3 20 18 2782 260,7 20 13
Miansérine 2652 208,1 35 20 265,2 58,3 35 25
Amoxapine 314,1 2712 40 25 314,1 193,0 40 42
Citalopram 3252 109,0 35 20 3252 2622 35 20
Tianeptine 437,1 292,1 25 18 437,1 2282 25 37
Paroxétine 330,1 704 40 30 330,1 44.5 40 25
Imipramine 281,2 86,2 25 18 281,2 58,3 25 35
Maprotiline 2782 2502 35 18 2782 191,1 35 37
Duloxétine 2982 444 15 10 298,2 154,0 15 5
Anmitriptyline 2782 105,1 30 23 2782 91,1 30 25
Fluoxétine 3102 444 20 12 3102 148,0 25 14
Sertraline 306,1 159,1 20 30 306,1 275,1 20 13
Doxépine 280,2 107,0 30 23 280,2 842 30 25
Norfluoxétine 296,1 1340 15 8 296,1 - - -
Antipsychotiques - Neuroleptiques
Clomipramine 3152 86,1 25 18 3152 58,3 25 35
Sulpiride 342,1 112,1 40 25 342,1 58,3 40 28
Cyamémazine 3242 100,1 30 20 3242 58,3 30 30
Chlorpromazine 319,1 86,1 30 20 319,1 58,3 30 30
Tiapride 329,1 256,1 30 22 329,1 213,1 30 35
Amisulpride 3704 242,1 40 25 3704 196,0 40 42
Pimozide 4622 1092 40 52 4622 3283 40 32
Antié pile ptiques
Gabapentine 172,1 154,1 20 15 172,1 1372 20 15
Valpromide 144,1 574 30 15 144,1 435 30 20
Carbamazépine 2372 194,1 25 20 2372 179,1 25 35
Lévétiracétam 1712 1262 10 15 1712 154,0 10 10
Lamotrigine 256,0 145,0 40 40 256,0 434 40 32
Primidone 2192 162,1 20 12 219,2 91,1 20 23
Anxiolytiques
Méprobamate 2193 1582 15 10 219.3 97,2 15 15
Buspirone 386,2 1222 35 32 386,2 109,2 35 42
Hydroxyzine 3752 201,1 25 18 3752 166,0 25 42
Substituts aux opiacés
Méthadone 3103 2653 25 15 310,3 105,1 25 30
Etalons internes
Anmitriptyline D6 2843 90,9 30 25 - - - -
Bromazépam D4 3202 186,3 40 35 - - - -
Carbamazépine D10 2473 2042 30 20 ° ® ® °
Diazépam D5 290,1 1540 40 30 = = = =
Fluoxétine D5 3152 445 20 13 S - - -
Nordiazépam D5 276,1 165,1 40 30 = = = =
Oxazépam D5 292,1 246,1 30 22 - - - -
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Lors de I'injection, deux points de contrdle sont effectués en vue d’une démarche qualité :

- une carte de contréle qui permet d’avoir des informations sur 1’état du systeme analytique
et des solutions standards utilisées. Elle permet donc de savoir s’il y a des variabilités ou non entre
chaque analyse. Elle est constituée des coefficients de réponse, des aires et des limites de quantifica-
tions instrumentales de la gamme de concentration (faite a partir des solutions standards) injectée en
début et en fin de séquence analytique.

- un blanc d’injection qui est un flacon d’injection contenant uniquement du solvant
d’injection et qui est injecté plusieurs fois dans la séquence. Il permet de repérer une éventuelle con-
tamination lors de I’injection mais aussi de nettoyer le systéme analytique.

Pour que cette méthode analytique développée pour les psychotropes soit validée, plusieurs parametres
doivent étre évalués :

- la linéarité qui correspond a la variation du signal en fonction de la quantité de composé in-
jectée. Quand la réponse est linéaire, on obtient une droite de I’ordre y = ax+b et la linéarité est éva-
luée par un coefficient de corrélation R? qui doit étre proche de 1.

- les limites de détection et de quantification instrumentales (LDI et LQI) qui sont déterminées
a partir de I'injection d’une solution mélange de standards.

- les limites de détection et de quantification méthodologiques (LDM et LOM) qui sont obte-

nues a partir de I’injection d’un extrait d’échantillon d’eau minérale dopée a une concentration connue.
- la répétabilité qui est évaluée avec les variations intra-jour et inter-jour d’une réponse analy-

tique obtenue avec la méme solution, injectée dans les mémes conditions et avec la méme méthode.

Ces variations doivent étre suffisamment faibles pour affirmer que la méthode est précise.

Ces validations sont présentées dans le Chapitre 3. Section 1.

Enfin, le dernier parametre a étudier pour valider la méthode est les effets de matrice.
Ce sont des phénomenes dus a la matrice de I’échantillon qui peuvent perturber 1’analyse et la quanti-
fication des composés soit lors de I’étape de séparation chromatographique soit lors de la détection.
Au niveau chromatographique, ils peuvent jouer sur les temps de rétention des composés et les décaler
parce qu’ils empéchent soit leur élution par la phase mobile soit leur adsorption sur la phase station-
naire. Au niveau spectrométrique, la matrice peut étre responsable d’une extinction plus ou moins
intense du signal affectant par conséquent la sensibilité. Trois raisons peuvent engendrer cette extinc-
tion de signal (Gémez et al., 2000) :

1- I’augmentation du bruit de fond par I’ionisation d’un grand nombre d’interférents.

2- la non détection des molécules en raison de leur association avec de la mati¢re organique,
diminuant ainsi la part des composés sous forme libre.

3- I’ionisation préférentielle de molécules de la matrice, appelée compétition a 1’ionisation.
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6.3 Quantification

a) Etalon interne

Cette technique repose sur la possibilité de quantifier un composé dans un échantillon a partir d’un
autre composé appelé étalon interne. Il est nécessaire que le composé et 1’étalon interne associé aient
des propriétés physico-chimiques similaires et que I’EI soit absent de I’échantillon traité. Idéalement,
I’étalon interne est un analogue isotopique du composé recherché. Ainsi, certains hydrogénes du com-
posé natif sont remplacés par des deutériums dans I’EIl. Cependant, il n’est pas toujours possible
d’obtenir I’analogue isotopique de chacun des composés recherchés par conséquent un méme étalon
interne peut étre utilisé pour quantifier différents composés appartenant a la méme famille thérapeu-
tique et possédant des propriétés physico-chimiques proches.

Cet étalon interne est ajouté en quantité connue et dans le méme ordre de concentration que son ana-
lyte dans I’échantillon. De plus, il est intégré au début du traitement afin qu’il subisse les mémes
pertes potentielles liées au protocole analytique (extraction, évaporation, injection, etc...).

Le Tableau 37 présente les étalons internes utilisés pour quantifier les psychotropes étudiés.
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Tableau 37. Composés étudiés et étalons internes associés.

Etalon interne associé

Composés

Amitriptyline
Doxépine
Maprotiline
Miansérine
Sertraline
Tianeptine

Amitriptyline d6

Bromazépam

Bromazépam d4

Amoxapine
Carbamazépine
Duloxétine
Gabapentine
Lévétiracétam
Zopiclone

Carbamazépine d10

Alprazolam
Clobazam
Clonazépam
Clorazépate
Diazépam
Flunitrazépam
Lamotrigine
Meéprobamate
Norfluoxétine
Paroxétine
Pimozide
Prazépam
Témazépam
Valpromide
Nordiazépam

Diazépam d5

Amisulpride
Buspirone
Chlorpromazine
Citalopram
Clomipramine
Cyamémazine
Fluoxétine
Hydroxyzine
Imipramine
Méthadone
Milnacipran
Mirtazapine
Sulpiride
Tiapride
Venlafaxine

Zolpidem

Fluoxétine d5

Primidone

Nordiazépam d5

Lorazépam
Oxazépam

Oxazépam d5
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Des solutions méres individuelles a des concentrations de 100 pg.g™' ont été préparées a partir de cris-
taux de chaque composé (natif et étalon interne) qui ont été dissous dans de 1’acétonitrile. A partir de
ces solutions meéres, des solutions de travail concentrées a 2 pg.g” ont été préparées pour étre utilisé
lors des extractions sur phase solide et lors des analyses. Toutes ces solutions sont stockées a -20 °C, a
I’ obscurité.

b) Quantification

La quantification des composés s’effectue par la détermination du coefficient de réponse de chaque
molécule. Pour cela, des solutions standards qui sont constituées des composés recherchés et des éta-
lons internes associés sont injectées en quantité connue, sous forme de gamme de concentrations (10
pg injecté ; 50 pg injecté ; 100 pg injecté et 200 pg injecté), en début et fin de séquence. Le signal
affiché par I’appareil est un pic chromatographique dont 1’aire est proportionnelle a la masse de com-
posé injectée.

A;j=k;Xm; Equation 9
A.=k.xXm, Equation 10

A; : Aire du composé natif (i)

A. : Aire de I’étalon interne associé (e)

k; : Coefficient du composé natif (i)

k. : Coefficient de 1’étalon interne associé (e)

m; : masse injectée du composé natif (i)

m. : masse injectée de 1’étalon interna associé (e)

Le coefficient de réponse (noté K) pour le couple «analyte/étalon interne » est alors défini par
I’équation suivante :

Equation 11

Ce coefficient de réponse est spécifique a chaque couple « analyte/étalon internée » et est proche de 1
quand le composé natif et son étalon interne associé ont des propriétés physico-chimiques proches.

A partir de I’équation 11, la masse injectée d’un composé dans un échantillon inconnu peut alors étre
retrouvée avec la relation suivante :

m; =K Xm, X % Equation 12

e

Le retraitement des données brutes a été fait avec le logiciel Masslynx V4.1 (Waters, St Quentin en
Yvelines, France).
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7. Modéeles biologiques et biomarqueurs étudiés

Généralement, les bivalves sont utilisés comme bio-indicateurs de la pollution aquatique grace a leur
capacité a accumuler et concentrer les contaminants. L’ingestion de polluant se fait sous forme dis-
soute (voie directe) ou par absorption de particules nutritives (voie trophique).

Lors de ces travaux de these, deux especes de bivalves ont été étudiées Elliptio complanata et Corbi-
cula fluminea.

7.1 La moule d’eau douce Elliptio complanata

7.1.1 Généralités

a) Systématique
Elliptio complanata aussi appelée la moule d’eau douce ou la mullette d’eau douce est un mollusque
bivalve faisant partie de 1’ordre des Unionoida et appartenant a la famille des Unionidae (Figure 58).

Figure 58. Photographie d’Elliptio complanata.

b) Origine et aire de répartition

La moule d’eau douce est originaire de I’Est de I’ Amérique du Nord, son aire de répartition se trouve
le long de la pente atlantique, du bassin de la riviere Altamaha (Géorgie) jusqu’au nord du bassin du
fleuve Saint Laurent (Canada). Sa distribution est aussi répartie a 1’ouest du bassin des Grands lacs et
dans une partie du bassin de la Baie d’Hudson. Elle vit dans les eaux permanentes non asséchées,
ayant peu de courant et peu de matiéres en suspension comme les lacs et les riviéres a faible courant
(Figure 59).

1l existe pres de 1000 especes de moules d’eau douce, 304 sont présentes aux Etats-Unis et 54 au Ca-
nada dont 23 au Québec.
Cependant, ces espeéces de moules d’eau douce sont en déclin car elles sont exposées a certains
nombre de menace :

* Destruction de I’habitat

* Faible qualité de I’eau

*  Construction de barrage et de canaux dans les cours d’eau

* Introduction d’espece exotique (ex : la moule zébrée)

» Pollution organique (lessivages des terres cultivées, effluents de station d’épuration, etc...)

Ainsi, ces menaces affectent les populations de moules directement mais aussi indirectement en affec-
tant certaines especes de poissons qui sont essentielles pour leur cycle biologique.
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D Aire de répartition d'Elliptio complanata

Figure 59. Aire de répartition d’Elliptio complanata.

¢) Biologie et écologie

Comme tous les bivalves, Elliptio complanata est dotée d’une paire de coquilles (reliées par une char-
niére) qui renferment le corps mou. Ce corps simple est constitué d’un manteau attaché a la coquille
par deux muscles adducteurs, d’un pied musculaire pour son déplacement dans le sédiment et des
branchies qui servent a absorber I’oxygene et filtrer le plancton en suspension (a 1’aide du siphon inha-
lant) (Figure 60).

i Manteau
Branchies

Muscle
Muscle adducteur post.
adducteur ant. Siphon exhalant
Palpes labiaux
Siphon inhalant
Pied
Coquille

Figure 60. Schéma de I’anatomie d’Elliptio complanata.

Cette espece peut vivre dans des habitats trés variés mais qui doivent étre stables sur le long terme car
elle a une longévité élevée qui peut aller jusqu’a 30 ans. Cependant Elliptio complanata a une préfé-
rence pour les cours d’eau a faible niveau d’eau (1 a 2 m de profondeur), elle aime vivre dans les
fonds, enfouie dans un substrat type sable, gravier, argile ou encore vase.

Cette moule d’eau douce filtre en moyenne 1L d’eau/h, elle inteégre des algues planctoniques et autres
micro-organismes en suspension. Elle rejette ses déchets sur le substrat a 1’aide de son siphon exha-
lant. Ses détritus fournissent ainsi de la nourriture aux poissons et aux invertébrés qui s'alimentent sur
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le fond, elle participe alors au cycle de la mati¢re organique de la colonne d’eau. En filtrant les algues
et les bactéries de 1'eau pour se nourrir, les moules d'eau douce en améliorent la clarté et la qualité. De
plus, la moule d’eau douce est un maillon important de la chaine trophique étant une proie pour la
loutre, le raton laveur et certains poissons. Donc elle joue un role essentiel dans les cycles nutritifs, les
réseaux alimentaires ainsi que dans l'oxygénation mécanique des sédiments dans lesquels elle vit.
C’est pourquoi cette espece constitue une composante importante des écosystemes d'eau douce.

Durant les 6 premiéres années de sa vie, la moule d’eau douce a une croissance relativement rapide. Le
développement commence par la coquille, qui est sa seule protection contre son environnement, puis
s’en suivent des tissus internes comme les organes reproducteurs. Les individus atteignent leur maturi-
té sexuelle apres ces 6 années. L’espérance de vie de la moule d’eau douce est environ une vingtaine
d’années (McMahon, 1991).

-Leur cycle de vie :

Le cycle de vie complexe d’ Elliptio complanata nécessite un écosystéme stable et sain (Figure 61). Les
individus méles et les individus femelles sont séparés. La femelle filtre le sperme des méales dans I’eau.
Ainsi I’organogénése des embryons a lieu dans le marsupium (au niveau des branchies) a I’intérieur de
la femelle. Les embryons se développent en jeune larve appelé glochidies (copie miniature de
I’adulte).

Juvénile

Glochidies
(jeunes larves)

Fécondation

Adultes
Figure 61. Schéma du cycle de vie d’Elliptio complanata.

La particularité du cycle reproducteur chez les moules d’eau douce est que les glochidies doivent para-
siter les branchies d’un poisson afin de compléter leur développement. Chaque espeéce de moule d’eau
douce a un poisson hote unique qui est aussi sensible aux variations des facteurs environnementaux
(Haag et Warren, 1999). A I’approche du poisson, la femelle est soumise a un stimulus et expulse les
glochidies dans les branchies du poisson par ses siphons.
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A la fin de ce stade parasite obligatoire de 1 & 6 mois, les juvéniles autonomes tombent sur le sédiment
pour finir leur croissance et devenir des adultes (Metcalfe-Smith et al., 1997 ; Watters et O’Dee,
1999). Seulement 0,007 % des glochidies parmi des millions expulsés parasiteront avec succés un
poisson hote et seulement 9 a 18 % (des 0,007 %) parviendront a maturité (Jansen et Hanson, 1991 ;
McMahon, 1991). Ce faible taux de reproduction est donc compensé par une forte production d’ceufs
mais aussi par la longévité des individus qui leur permet de se reproduire un grand nombre de fois.

-Leur systéme immunitaire :
Le systeme immunitaire des vertébrés a pour fonction de préserver 1’organisme des dysfonctionne-
ments internes et des agressions externes.
Pour protéger I’organisme, le systéme immunitaire a une double fonction :
- reconnaitre et contrdler ce qui appartient a I’organisme, le « soi »
- lutter contre les agressions extérieures, le « non-soi »

Contrairement aux vertébrés, chez les invertébrés il n’existe pas de réponse adaptative dans leur sys-
téme immunitaire. Ainsi, ce systéme ne leur permet pas d’avoir une mémoire immunologique. Cepen-
dant, ils ont un mécanisme de défense assez complexe, efficace et hautement développé pour identifier
et éliminer des agents pathogénes potentiels. Leur immunité est donc basée sur la reconnaissance du
«non-soi » et des processus de réponse cellulaire et humorale (Galloway et Depledge, 2001).

Les défenses immunitaires non spécifiques a médiation humorale sont exécutées par les agglutinines,
les especes réactives de ’oxygene (ERQ), les oxydes nitriques (NQO), les peptides antimicrobiens et
les lysozymes (Canesi et al., 2002).

Les lysozymes sont des enzymes qui vont jouer un role dans la dégradation des pathogenes phagocytés
(Grundy et al., 1996 ; Wootton et al., 2003).

Les especes réactives de 1’oxygenes sont quant a elles libérées lorsque les cellules sont en présence de
pathogenes. La stimulation membranaire par le pathogéne engendre une augmentation de la consom-
mation en oxygene (flambée oxydative). L’oxygene va étre réduit en anion superoxyde par I’activité
de la NADPH oxydase membranaire, enzyme présente a la surface des hémocytes, ce qui va provoquer
un « choc respiratoire » (« burst oxydatif ») et donc la production de plusieurs ERO (I’oxygene singu-
let, le radical hydroxyde et le peroxyde d’hydrogéne) qui sont antimicrobiens (Beby, 1991) mais aussi
des especes réactives azotées (NO, NO,', NO5) (Pipe et al., 1992 ; Toreilles et al., 1996 ; Beck et al.,
2001).

Les oxydes nitriques (NO) sont des molécules réactives qui interviennent dans la régulation des sys-
témes nerveux, cardiovasculaire et immunitaire, et sont utilisés en tant qu’agents antibactériens chez
les mollusques (Franchini et al., 1995). Leur production va étre régulée par 1’enzyme oxyde nitrique
synthétase qui constitue une voie secondaire a la phagocytose dans I’élimination des organismes pa-
thogenes (Ottaviani et al., 1993).

Cependant, la défense immunitaire a réponse cellulaire n’est effectuée que par les hémocytes, seules
cellules circulantes présentes dans 1'hémolymphe.

Les hémocytes doivent assumer toutes les fonctions des cellules circulantes : défendre 1’organisme et
assurer le transport et la digestion des nutriments. Ces cellules ont un rdéle primordial dans ce systéme
de défense, elles peuvent s’agréger sous I’effet d’un stress mécanique ou chimique et former un clou
homéostatique en cas d’inflammation (Auffret et Oubella, 1997).

Chez les bivalves, la fonction majeure de la défense immunitaire exécutée par les hémocytes est la
phagocytose. Elle se fait en plusieurs étapes: (i) la reconnaissance, (ii) 1’attachement, (iii) I’ingestion,
(iv) la digestion et (v) I’élimination (Figure 62).
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Reconnaissance (1)
Lareconnaissance par le phagosome se fait par chimiotactisme.

Attachement (2)

L adhésion est effectuée grace aux lectines présentent ala surface
des cellules étrangéres et qui se lient aux glycoprotéines
membranaires des cellules immunitaire.

Ingestion (3 et 4)

Des pseudopodes vont englober totalement le corps étranger jusqu’a
ce quil soit internalisé. 11 y a formation d’une nouvelle vacuole
intracellulaire appelée phagosome.

Digestion (5 et 6)

Fusion du phagosome avec des lysosomes : formation de
phagolysosome. La digestion dela cellule étrangére estréalisée par
les enzymes lysosomiales .(5)

Destruction du pathogéne par flambée oxydative : production
d’espéces réactives de I'oxygéne (OH:, O,, NO-, H,0,, etc...). (6)

Elimination (7)
Les débris obtenus apreés digestion de la cellule étrangére sont rejetés
dans I'hémolymphe par exocytose

Figure 62. Les différentes étapes de la phagocytose (adaptée de Paul-Pont, 2010).

Le systéme immunitaire des bivalves est sensible, il peut étre perturbé par différents facteurs comme le
stress, le déréglement nutritionnel ou encore les effets immunotoxiques de certains contaminants.
L’immunotoxicologie est I’étude du disfonctionnement immunitaire d’un organisme provoqué par un
xénobiotique. Il existe plusieurs effets immunotoxiques : I’immunosuppression, I’immunodépression
et I’immunostimulation.

Depuis plusieurs années, des études ont montré que les polluants chimiques pouvaient perturber
I’'immunité. Ainsi, les mécanismes impliqués dans I’immunité sont devenus des biomarqueurs permet-
tant de détecter des effets toxiques précoces. La présence de nombreux contaminants dans
I’environnement étant reconnu, des modeles biologiques aquatiques comme les bivalves ont alors été
utilisés pour évaluer la perturbation sur le systéme immunitaire (Galloway et Depledge, 2001).

Les contaminants organiques comme les hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP), vont altérer la
fonction de phagocytose et détériorent la stabilité de la membrane des lysosomes, qui jouent un role
important dans la dégradation des organismes phagocytés (Grundy et al., 1996 ; Wootton et al., 2003).
Des effets ont été observés avec d’autre contaminants comme les médicaments (Gust et al., 2012), les
pesticides (Patetsini et al., 2013) et les métaux (Dechemin et al., 2008). Les défenses humorales,
comme la sécrétion des lysozymes et d’oxyde nitrique peuvent également €tre altérées par la présence
de contaminants.

d) Utilisation en écotoxicologie

Cet organisme représente un bon indicateur de contamination du milieu car sa longévité, sa croissance
et sa reproduction le rendent sensible aux différents stress provoqués par les pollutions ou les varia-
tions des conditions environnementales. De plus, son mode d’alimentation par filtration lui permet de
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de bio-accumuler les contaminants par diffusion directe ou par ingestion des particules (voie tro-
phique).

Elliptio complanata est alors souvent utilisée comme bio-indicateur dans des études d’impacts sur les
polychlorobiphényles (PCB) (Drouillard et al., 2007), les polybromodiphényléthers (PBDE) (Richman
et al., 2013), les métaux (Gagné et al., 2008 ; Peyrot et al., 2009), les pesticides (Cheney et al., 1997)
ou encore les médicaments (Gagné et al., 2004 ; Gust et al., 2012).

7.1.2 Analyses sur Elliptio complanata
Toutes les expériences menées sur la moule d’eau douce (Elliptio complanata) ont été faites a I'INRS-
Institut Armand-Frappier a Laval au Québec (Canada) dans le laboratoire d’Immunotoxicologie.

7.1.2.1 Technique d’analyse des paramétres hémocytaires

7.1.2.1.1 Prélévement de I’hémolymphe

Le prélevement de 1I’hémolymphe s’effectue a travers la charnieére dans le muscle adducteur postérieur
a l’aide d’une seringue de 3 mL surmontée d’une aiguille de calibre 23G. La concentration hémocy-
taire, la viabilité, I’activité de phagocytose et la production d’Especes Réactives de I’Oxygene (ERO)
sont mesurées sur I’hémolymphe entiere. Une partie de [’hémolymphe doit €tre centrifugée afin
d’utiliser le plasma (surnageant) pour déterminer la production d’oxyde nitrique et de lysozymes ; le
culot est utilisé pour mesurer I’inflammation dans les hémocytes (activité de la Cyclooxygénase).

7.1.2.1.2 Mesure par cytométrie en flux

La cytométrie en flux consiste a étudier des caractéristiques physiques et chimiques de particules (cel-
lules). Dans I’appareil, les cellules sont excitées par un laser et émettent un rayonnement qui permet
d’obtenir de nombreuses informations obtenues directement (autofluorescence des cellules) ou indirec-
tement par I’intermédiaire de fluorochrome (marqueur cellulaire).

Une mesure directe (sur les cellules non marquées) peut étre effectuée sur rayons diffractés (modifica-
tion de la direction, sans modification de la longueur d'onde). Les parameétres mesurés sur les cellules
étudiées sont alors la taille (FSC, Forward Scatter Height) et la complexité (SSC, Size Scatter Height).
Une mesure indirecte (cellule marquées avec un fluorochrome) se base sur la capacité des composés
marqueurs a absorber 1'énergie lumineuse a une longueur d'onde donnée, puis de la réémettre a une
longueur d'onde différente aprés excitation. Généralement les cytometres de flux possédent quatre
lentilles permettant de recueillir plusieurs intervalles de longueurs d'ondes différentes; le vert de 500 a
550 nm (détecteur FL1), le jaune de 550 a 600 nm (détecteur FL2), l'orange et le rouge de 560 a 670
nm (détecteur FL3), et le rouge uniquement de 640 a 700 nm (détecteur FL4) .
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L’appareil utilisé dans ces travaux de recherche est le FACScalibur (Becton Dickinson, Mississauga,
ON, Canada) (Figure 63) et les résultats sont analysés avec le logiciel CellQuest Pro version 4.0.1.

Figure 63. Photo du cytométre de flux (FACScalibur) utilisé lors de ces travaux de these.

Pour chaque paramétre cellulaire étudié en cytométrie en flux, le nombre d'événements analysés a été
fixé a 5 000. Les résultats ont été exprimés sous forme de cytogramme indiquant la taille (FSC), la
complexité (SSC) ainsi que le canal de fluorescence correspondant a 1'activité testée.

a) Viabilité

Afin d’évaluer la viabilité cellulaire, une aliquote de suspension d’hémolymphe de 500 puL est mélan-
gée avec 4 uL d’une solution de iodure de propidium (IP) a 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, ON, Canada).
L’IP est un agent intercalant (fluorochrome) qui rentre dans les cellules mortes car elles ont perdu leur
intégrité membranaire. La lecture s’effectue sur le cytometre de flux FACScalibur qui est équipé d’un
laser d’argon (A = 488 nm).

Les hémocytes morts contenant I’IP émettent une fluorescence de 620 nm et sont décelés par le détec-
teur FL3 (Annexe 15). La lecture de chaque suspension cellulaire donne le pourcentage de cellules
mortes ce qui permet d’en déduire le pourcentage d’hémocytes vivants dans I’échantillon.

b) Concentration hémocytaire
Lors de I’analyse de la viabilité hémocytaire, la concentration en hémocytes (exprimée en nombre de
cellule par mL) a aussi été mesurée en prenant en compte le débit du fluide passant dans le capillaire et
le temps d’acquisition des 5 000 événements.
Exemple : Débit de passage : 60 uL/min

Temps d’acquisition des 5000 événements : 20s

Volume totale d’hémolymphe prélevée : 3 mL
Il a fallu 20s pour lire 5 000 événements avec un débit de 60 uL/min alors il a fallu 20 uL. pour avoir 5
000 éveénements. S’il y a 5 000 événements dans 20 pL alors dans 3 mL il y a 750 000 hémocytes soit
250 000 cellules/mL.

Pour les deux autres parameétres hémocytaires mesurés en cytométrie en flux, I’hémolymphe prélevée

est diluée avec un tampon phosphate salin dilué au quart (PBS Y4 = Phosphate Buffered Saline '4) afin
d’avoir une concentration cellulaire de 200 000 hémocytes par mL dans chaque tube.
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¢) Activité de phagocytose
La méthode de Brousseau et al. (1998) a été utilisée pour déterminer 1’activité de phagocytose des
hémocytes de moules d’eau douce. Pour cela, des billes de latex fluorescentes (jaune-vert Fluoresbrite,
1,75 um de diametre, Polyscience®, Etobicoke, ON) sont ensuite ajoutées dans une aliquote de 500
uL de suspension cellulaire en respectant le ratio 100 :1 (billes : cellules). Les cellules sont incubées a
15 °C pendant 18 heures puis sont fixées. Les hémocytes sont alors déposés dans 4 ml de gradient
composé d’un milieu RPMI 1640 complémenté de 3% d’albumine de sérum bovin (BSA, Bovin
Serum Albumin). Les tubes sont ensuite centrifugés a 150xg pendant 8 min a 4°C afin d’éliminer les
billes libres et les billes attachées aux parois cellulaires. Apres la centrifugation, les culots cellulaires
sont remis en suspension et fixés dans 0,5 ml de PBS Y supplémenté de 0,5% de formaldéhyde et de
0,2% de sodium azide.
Lors de la lecture par cytometre de flux, les cellules contenant des billes émettent une fluorescence de
530 nm détectée en FL1.
Cette analyse permet de discriminer deux parametres : (Annexe 15)

- 'immunocapacité soit la capacité des hémocytes a phagocyter 1 bille et plus.

- 'immunoefficacité soit la capacité des hémocytes a phagocyter 3 billes et plus.
Les résultats sont exprimés en % de différence par rapport a la valeur du témoin.

d) Production d’Especes Réactives de I’Oxygene (ERO)

La production d‘ERO par les hémocytes de moule d’eau douce a été analysée selon la méthode de
Brousseau et al. (1998). Cette méthode permet d’estimer la production de peroxyde d’hydrogene
(H,0,) en utilisant le 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA). Cette sonde pénétre dans
les cellules sous forme de DCFH et est oxydée par les ERO sous forme de 2,7-dichlorofluorescein
(DCF) qui est une molécule hautement fluorescente.

Pour cette méthode, une aliquote de 500 pL. d’hémolymphe est centrifugée. Le culot obtenu est resus-
pendu dans 400 pL d’une solution de PBS Y% complémentée de 0,1 % de glucose et de 0,01 g.mL™" de
la sonde DCFH-DA et est incubé a I’obscurité a 15 °C pendant 3h.

Sur le cytometre en flux, I’intensité de la fluorescence est détectée par le capteur FL1 et est propor-
tionnelle a la production d’ERO. Les résultats sont aussi exprimés en % de différence par rapport a la
valeur du témoin.

7.1.2.2 Mesure par spectrophotométrie

Lors du prélevement d’hémolymphe dans chaque moule d’eau douce exposée, 2 aliquotes de 1 mL de
suspensions cellulaire sont faites. L une pour la mesure de 1’activité de la Cyclooxygénase (COX) et la
production d’oxyde nitrique (NO) et I’autre pour I’analyse de I’activité des lysozymes.
Les deux aliquotes sont centrifugées :

- le 1* pendant 10 minutes a 10 000xg. Le surnageant permet de mesurer la production de NO
et le culot est remis en suspension avec 150 uL. de PBS Y pour I’analyse de I’activité de la COX.

- le 2°™ pendant 10 minutes 2 1000xg. Le surnageant sert i analyser I’activité des lysozymes
et le culot est conservé a -80 °C.

La totalité des échantillons est conservé a -80 °C jusqu’a I’analyse de ces derniers.

La mesure des protéines totales, nécessaire pour I’expression des résultats des 3 biomarqueurs suivant,
est faite sur le plasma (surnageant utilisé pour 1’activité des lysozymes) selon le protocole de Bradford,
1976.

Le spectrophotométre utilisé dans ces travaux de thése est le Spectra Max M5 (VWR, Canada).
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a) Activité de la Cyclooxygénase

L’activité de la cyclooxygenase dans les hémocytes de Elliptio complanata est déterminée par
I’oxydation du 2,7-dichlorofluorescein en présence d’acide arachidonique (Fujimoto et al., 2002). Ce
dosage s’effectue a I’aide de microplaques transparentes de 96 puits. Chaque puit contient 25 uL du
culot resuspendu dans du PBS ¥ mélangé avec 150 pL. d’un tampon 50 mM Tris-HCI (contenant 0,1%
de Tween-20, 0,5 mM EDTA et 10 uM d’hématine ; a pH 8), 4 uL. d’acide arachidonique a 6,04 mM
et 20 uL. d’'un mélange de DCFD (dichlorofluorescein diacétate) a 100 uM et de la peroxydase a 10
ug.mL". La plaque est placée dans le spectrophotométre ol la fluorescence est mesurée a 485 nm
(excitation) et 520 nm (émission) toutes les 5 min pendant 30 min. Les données sont exprimées en
unités de fluorescence (RFU)/min/mg protéines.

b) Production d’oxyde nitrique

La production d’oxyde nitrique (NO) est estimée en mesurant les nitrites totaux présents dans le plas-
ma. Le NO se transforme facilement en nitrite (NO,) et en nitrate (NO3') en présence d’oxygeéne ainsi
la nitrate réductase est utilisée pour obtenir le niveau de concentration totale en nitrite dans le plasma
(Verdon et al., 1995). Dans des microplaques transparentes de 96 puits sont alors déposés 50 uL de
plasma, 25 puL de nitrate réductase a 80 UN/L et 25 pL. de NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate) a 3 uM. Ensuite la microplaque est mise a incuber a température ambiante pendant 30 mi-
nutes. Apres 1’incubation 100 pL de réactif de Griess sont déposés dans chaque puit et la microplaque
est de nouveau mise a incuber pendant 30 min. Apres la deuxiéme incubation, elle est placée dans le
spectrophotometre ou s’effectuent les mesures d’absorbance a 450 nm de chaque puit.

Des standards de nitrite sont placés en début de plaque afin d’obtenir une gamme étalon permettant de
convertir I’absorbance de chaque puit en une concentration de NO. Les résultats finaux sont exprimés
en pM NO/mg protéines.

¢) Activité des lysozymes

Le protocole pour déterminer 1’activité des lysozymes dans les hémocytes de moules d’eau douce est
adapté de la méthode de Lee et Yang (2002). Dans des microplaques opaques de 96 puits sont déposés
100 uL de plasma et 100uL d’une suspension de bactérie Micrococcus lysodeikticus 2 0,4 mg.mL™". La
microplaque est placée dans le spectrophotométre ou la mesure de 1I’absorbance a 450 nm se fait toutes
les minutes pendant 20 min.

Des concentrations standards de lysozymes d’ceufs de poulet placés en début de plaque permettent
d’exprimer les résultats en ng de lysozymes/mL de plasma. Les résultats sont ensuite normalisés par la
concentration en protéines dans le plasma.

7.1.2.3 L’essai des comeétes

Tous les tests des cometes pratiqués sur les différentes expériences ont été réalisés par Emilie Lacaze,
post-doctorante a D’institut Armand-Frappier dans le laboratoire d’immunotoxicologie de Michel
Fournier (Laval, Québec, Canada).

La méthode utilisée est un test des cometes en condition alcaline adaptée de I’étude de Singh et al.
(1988). Sur les prélevements d’hémolymphe effectués sur les moules d’eau douce (exposées a diffé-
rentes conditions) 20 pL d’hémolymphe sont consacrés au test des cometes. Ce volume
d’hémolymphe est mélangé avec 20 uLL de gel d’agarose a bas point de fusion a 1% préparé dans du
tampon phosphate salin (PBS) (maintenu a 37 °C au bain-marie). Ce mélange est déposé sur une lame
de microscope recouverte préalablement d’agarose normal a haut point de fusion a 1% (aussi préparé
dans du PBS). Le tout est recouvert par une lamelle 22x22 mm et placé dans 1’obscurité a 4 °C pen-
dant 10 minutes.
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Apres cette étape de polymérisation de 1’agarose, la lamelle est retirée et la lame de microscope est
incubée dans une solution de lyse (2,5 M de NaCl, 0,1 M de Na,EDTA, 10 mM de Tris, 10% de
DMSO et 1% de Triton X100; a pH 10) a 4 °C dans I’obscurité pendant 90 minutes.

La lame est ensuite placée dans un tampon d’électrophorese (0,3 M de NaOH et 1 mM de Na,EDTA ;
a pH> 13) pendant 30 minutes pour permettre le déroulement de I’ADN. L'électrophorése est réalisée
sous un champ électrique de 0,61 V/cm (25 V) et 300 mA pendant 24 min. Ainsi les molécules d’ADN
chargées négativement vont migrer vers 1’anode, permettant aux fragments libres de se détacher du
nucléoide et de donner la forme caractéristique d’une cométe.

La lame est ensuite lavée 3 fois 5 minutes avec un tampon de neutralisation (0,4 M de Tris-HCl ; a pH
7,5) et est séchée dans de 1'éthanol absolu.

La lecture de la lame se fait par microscopie a fluorescence (x 400) et nécessite préalablement une
coloration avec une solution de SYBR Green diluée (1/10000). Les résultats sont acquis par un sys-
teme de notation visuelle ou chaque gel subit une lecture aléatoire de 100 cellules qui sont alors clas-
sées comme appartenant a une des cinq catégories de comeétes décrites par Azqueta et al. (2011)
(Annexe 16).

7.2 La palourde asiatique Corbicula fluminea

7.2.1 Généralités

a) Systématique

Corbicula fluminea (Figure 64) communément appelée la palourde asiatique (Asian clam) ou Corbi-
cule est un mollusque bivalve lamellibranche appartenant a la famille des hétérodontes. Elle fait partie
de ’ordre des Veneroida, comprenant la famille des Corbiculoidea auquel il appartient dans le genre
Corbicula.

Le genre Corbicula comprend des espéces présentant une large variation de morphologie rendant leur
identification difficile. Deux espéces sont présentes dans le réseau hydrographique européen : Corbi-
cula fluminalis (Miiller, 1774) vivant dans les estuaires et Corbicula fluminea (Miiller, 1774) vivant
préférentiellement en eau douce et qui incube ses larves contrairement a Corbicula fluminalis.
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b) Origine et aire de répartition

Corbicula fluminea est originaire de Chine et est introduite pour la premiere fois dans les années 1930
dans le Nord-Ouest des Amériques comme source de nourriture pour les immigrants chinois. Elle fiit
détectée pour la premicre fois en 1938 aux Etats-Unis, dans la riviére Columbia dans 1’état de Was-
hington. Son fort dynamisme de colonisation, les activités humaines et les phénomeénes naturels lui ont
permis de progresser géographiquement.

Ainsi, a la fin des années 80, les especes du genre Corbicula se sont répandues vers 1I’Europe (Mou-
thon, 2001) (Figure 65). Elles auraient pénétré en France par au moins sept axes différents en commen-
cant par I’estuaire de la Gironde. En vingt ans, ’espéce Corbicula a colonisé la totalité des bassins
hydrographiques francais et est présente dans la majorité des cours d’eau, quelques lacs et certains
canaux de navigation (Brancotte et Vincent, 2002).
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Figure 65. Aire de répartition de Corbicula fluminea en Europe (source : www.europe-aliens.org).

Méme si les activités humaines ont joué un réle important dans son introduction, les phénomenes natu-
rels ont aussi contribué a son expansion géographique (Mouthon, 1981). De plus, son développement
invasif est accentué par son potentiel biotique, son cycle de développement et par une tres faible pres-
sion de prédation. En 1993, la densité de 1’espéce a atteint 200 4 400 individus/m* dans le canal latéral
de la Garonne. Corbicula fluminea a alors colonisé de maniére trés dense la plupart des cours d’eau du
Sud-Ouest de la France (Dubois, 1995).
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¢) Biologie et écologie
La Corbicula fluminea est constituée de deux parties (Figure 66) :
* lacoquille : munie de deux valves qui renferment le corps mou.

* le corps mou : constitué de 4 principaux ensembles tissulaires (le manteau et les muscles, les
hémibranchies, 1a masse viscérale et le pied).

Siphon exhalan

Siphon inhalant
Muscle
adducteur ant.

Hémibranchies
Manteau
Masse viscérale

Pied Palpes labiaux

Muscle
adducteur post.

Figure 66. Schéma des principaux organes de Corbicula fluminea (source : Arini, 2011)

Ce bivalve est retrouvé dans les milieux dulgaquicoles, saumétres et eurythermes, comme les lacs, les
rivieres ou encore les estuaires. Déposé sur des substrats variés (gravier, sable, argile, vase, etc...),
c’est un filtreur microphage actif se nourrissant de micro-algues, d’organismes zooplanctoniques et de
détritus organiques. Bien que ce soit une espéce opportuniste possédant de fortes capacités
d’adaptation face aux multiples facteurs environnementaux (naturels ou anthropiques), elle reste sen-
sible a I’oxygene, a la variation du niveau en nutriments et aux fortes fluctuations de température. La
température optimale de croissance et de reproduction est comprise entre 15 et 20 °C.

La palourde asiatique adulte est hermaphrodite (présence des deux sexes), elle peut donc
s’autoféconder. Ainsi un seul individu est nécessaire pour commencer une population. Cette palourde
peut vivre entre 3 et 4 ans et se reproduit deux fois par an. Donc un seul adulte peut produire entre 1
000 et 100 000 juvéniles par an.

La fécondation des ceufs est interne et les larves restent couvées dans les branchies pendant 4-5 jours
ot elles se transforment en juvéniles. Le petit juvénile de 0,25 mm est capable d’étre transporté sur de
longues distances grace aux courants ou en se fixant a I’aide d’un byssus sur des animaux ou des ob-
jets flottants. Ensuite, le juvénile va se transformer en pédivéligére (muni d’un pied et mesure 1-1,5
mm de diameétre) et va étre capable de se déplacer en rampant sur les substrats fermes. Les juvéniles
atteignent alors leur maturité en 3 a 6 mois. La premiere année, ils peuvent mesurer entre 10 et 30 mm
dépendamment des ressources en nourriture et de la température de leur habitat.

Bien que cette espeéce se multiplie trés rapidement, elle peut aussi a I'inverse disparaitre rapidement
lorsque les conditions de leur milieu de vie sont extrémes (températures extrémes ou encore faible
teneur en oxygene).

Cependant, la maturité rapide et la fécondité élevée des individus leur conférent un fort potentiel de
colonisation, méme dans des habitats qui ne conviennent pas aux moules indigenes.

d) Utilisation en écotoxicologie

Habituellement, les réponses biochimiques aux contaminants sont étudiées chez la moule (Dreissena
polymorpha, Mytulis edulis, Elliptio complanata) utilisée comme bio-indicateur de pollution. Par évo-
lution, Corbicula fluminea a été utilisée comme espéce modele de par sa forte capacité d’adaptation
aux variations des facteurs écologiques, permettant de maintenir cette espéce en condition de labora-
toire ou de la transplanter in situ (Inza et al., 1997).
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Son mode de vie a I’interface eau-sédiment et sa forte capacité a filtrer en moyenne 10L d’eau/j (a des
fins respiratoires et nutritionnelles) lui permette d’accumuler d’importantes quantités de contaminant.
De plus, sa reproduction importante et sa croissance rapide permettent de collecter des lots homogenes
et abondants d’individus. Enfin, la longueur de ses valves, allant de 10 a 50 mm (Baudrimont, 1997)
chez les individus adultes, permet de réaliser la dissection des différents organes nécessaires aux ana-
lyses.

Corbicula fluminea est ainsi devenue une espece bio-indicatrice intéressante qui a déja été utilisée
comme biomarqueur de pollution dans des études d’impact sur les métaux (Achard et al., 2004 ; Arini
et al., 2014 ; Baudrimont et al., 2003), les pesticides (Dos Santos et Martinez, 2014 ; Naomi et Bid-
well, 2006 ), les solvants (Vidal et al., 2001) ou encore les médicaments (Chen et al., 2014 ; Géret et
al., 2010).

7.2.2 Analyses sur Corbicula fluminea

L’expérience menée sur la palourde asiatique (Corbicula fluminea) a été effectuée par Charlotte
Tissandier (stagiaire de Master 2), a la Station Marine d’Arcachon, en France dans 1’équipe
d’Ecotoxicologie Aquatique de ’'UMR EPOC.

Les analyses des geénes d’intéréts et des métallothionéines (MT) ont été faites sur les branchies et sur
les glandes digestives des palourdes asiatiques exposées. Chaque organe a donc été divisé en 2 ali-
quotes :

-pour les analyses de biologie moléculaire, les morceaux de tissus sont déposés dans des mi-
crotubes en polypropyléne RNAse-free remplis de RNA-latter et sont conservés a -80 °C jusqu’a
I’extraction de I’ ARN.

-pour le dosage des MT, les morceaux de tissus sont placés dans des sacs « whirl-pack » qui
sont remplis d’azote avant d’étre scellés et sont conservés a -80 °C jusqu’a I’extraction des MT.

7.2.2.1 Technique transcriptomique : expression de genes d’intéréts

Lors d’une contamination, les cellules mettent en place un mécanisme de défense afin de se protéger et
de s’adapter a cette nouvelle situation. Cette modification est considérée comme une réponse précoce
de ’organisme soumis a un stress souvent causé par nombreux facteurs environnementaux (Nikinmaa
et Rytkonen, 2011). Ainsi, en présence de polluants, I’expression de certains génes va €tre modifiée
afin de mettre en place un mécanisme de défense.

La technique utilisée dans cette étude est la quantative Polymerase Chain Reaction (QPCR) en temps
réel.

Cette méthode est constituée de deux étapes (Annexe 17) :

e L’extraction des ARN totaux et la syntheése des ADN complémentaires (ADNc)
Dans cette premiere phase, les ARN de Corbicula fluminea sont extraits sur 20 a 40 mg de tissus
(branchies ou glande digestive) a 1’aide du kit « Absolutely RNA RT-PCR minirep » (Agilent, La Jol-
la, Californie, USA) selon les instructions du fournisseur.
Une fois les ARN totaux extraits, ils sont transformés en ADNc par rétro-transcription. Ceci est réali-
sable avec le kit « Stratascript first strand synthesis system » (Agilent, La Jolla, Californie, USA)
selon les recommandations du fournisseur. Les ADNCc ainsi obtenus sont plus stables et indispensables
pour I’étape suivante de qPCR.
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* Amplification des génes d’intéréts par gPCR en temps réel
Cette deuxieme étape est réalisée dans des microplaques transparentes de 96 puits a ’aide du kit
« Brillant IIT Ultra-fast SYBR green QPCR Master Mix » (Agilent, La Jolla, Californie, USA) conte-
nant un mélange réactionnel (avec de la Taq polymérase, du dNTP, du Mg**, du SYBR Green et un
tampon d’activité). Dans chaque puit sont déposés 1 uL. d’ADNc, 2 uL. du mix d’amorce pour chaque
gene étudié (2 uM d’amorce sens et de 2uM de I’amorce anti-sens) et 17 uL. du mélange réactionnel.

Dans ces travaux, sept genes ont été étudiés sur Corbicula fluminea qui auparavant avaient été clonés
et séquencés lors des travaux de recherche de Renault et al. (2008) (Tableau 38).

Tableau 38. Génes étudiés et amorces correspondantes (source : Renault et al., 2008).

Genes Nom ,Nume re Amorces
d'accession
Référence
et B-actine EF4608 CCTTTACCACAACAGCC?A
AGCATAGCCTCAGGGCA
Métabolisme mitochondrial
GTTGAGATGGTGCTGGG"
coxl Cytochrome C oxydase (sous-unité 1) AF120666 b
TGTAGTCCGAATTAGCTTTTGCG
) . ) . AGCATTACTATGTTACGACTTACCTC
128 ARN ribosomique mitochondrial (Small) EF446612

A* AGTTCAGGTAGACGTGTAGGG"
Réponse au stress oxydant

a
cat Catalase EF446609 CCTTCAGTGCGTAGTCTGI)G
CCTGTTCTCTGACCGTGG
sod Superoxide dismutase EF446611 CTGTAGGTAGTAAGCGTGCTCC

GGATCATTTGACGAGATGAAGGC”
Systéme de détoxication

CGGCTATCTCCCGCGA®
mt Meétallothionéine (isoforme 1) EF185126 b
AGCTTTTACCAGAACCAAACAGT
gst Glutathion-s-transférase EF446610 GCCA TATCCGCTATCTb
TGTCCACCTTTAGGGCCTC

Les génes sélectionnés codent pour des protéines impliquées dans les réponses au stress environne-
mental. Le géne de la B-actine (act), impliqué dans la constitution du cytosquelette cellulaire a été
choisi comme gene de référence. Deux genes codent pour des protéines représentatives du métabo-
lisme mitochondrial, I’ARN ribosomique 12 S (/2 S) qui permet la quantification des mitochondries
dans la cellule et la sous-unité 1 de la Cytochrome C oxydase (cox/) qui est impliquée dans le transfert
d’électron de la chaine respiratoire mitochondriale.

Les génes de la catalase (car) et de la superoxyde dismutase (sod) ont été choisis car ils interviennent
dans les mécanismes de défense contre le stress oxydant. Enfin les deux derniers génes étudiés sont
impliqués dans le systeme de détoxication cellulaire : le géne de la glutathion-S-transferase (gs?) et le
gene de ’isoforme 1de la métallothionéine ().

La réaction de PCR est réalisée dans un thermocycleur Mx3000P (Agilent, La Jolla, Californie, USA)
qui permet de suivre en temps réel I’amplification des ADNc grace a I’agent intercalant fluorescent
(SYBR Green) présent dans le milieu réactionnel. La fluorescence détectée a 530 nm est mesurée a la
fin de chaque cycle. Ainsi, I’intensité de la lumiére émise est directement proportionnelle au nombre
de copies du fragment amplifié.
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Le niveau d’expression de chaque géne est déterminé selon la méthode décrite par Livak et Schmittgen

(2001). Cette méthode appelée méthode du ACt (ACt = Ct gene ciblé — Ct gene de référence) permet
d’évaluer I’expression d’un géne par rapport a un gene de référence (B-actine).

7.2.2.2 Quantification des métallothionéines

Les métallothionéines sont des protéines de défense qui témoignent d’une réponse globale de
« stress ». Ce sont des protéines de faible poids moléculaire, riches en cystéines (Figure 67).

————————————————— DOMaING B ~--r==rmmemmenee wmmmmmreeneeenee DOMAING A -rrrmormrenenens

Figure 67. Structure de métallothionéines (dans le cas de 1a molécule représentée les groupements thiols des cystéines
sont saturés par des atomes de cadmium).

Leur groupement thiol (SH) leur permet de séquestrer jusqu’a sept cations métalliques divalents. Ainsi
Vasak et al. (1991) ont établi une échelle d’affinité des métaux pour les résidus SH des métallothio-
néines selon I’ordre suivant : Hg(ID>>Cu(I), Ag(I), Bi (IID)>>Cd(II)>Pb(II)>Zn(1)>Co(II)>Fe(Il).
Elles ont historiquement été découvertes en 1957 dans le rein du cheval (Margoshes et Vallee, 1957)
et ont depuis été le centre d’attention de nombreux travaux chez les vertébrés comme les invertébrés
(Capdevila et al., 2012).

Les propriétés biochimiques des MT leur donnent une grande réactivité a I’égard des métaux et des
especes réactives de I’oxygene (ERO) (Ruttkay-Nedecky et al., 2013).

Ainsi, I’étude de Quinn et al. (2011) montre qu’en présence de produits pharmaceutiques (Gem-
fibrozile et Diclofénac) il y a induction des métallothionéines chez 1la moule zébrée.

Il existe plusieurs techniques de quantification des métallothionéines par électrochimie, colorimétrie
(Western Blot) ou encore spectroscopie mais la méthode utilisée dans ces travaux est celle par satura-
tion au mercure inorganique (Hg) selon Baudrimont et al. (1997). Cette méthode est basée sur
I’affinité préférentielle des sites de fixation des métaux (groupements thiol) des MT pour le mercure
inorganique. En effet les MT ont un degré d’affinité plus important a 1’égard de certains métaux (Hg
>Cu>Ag>Bi>Cd>Pb>ZN>Co>Fe). La quantification des MT est donc estimée a partir du dosage du
mercure qu’elles séquestrent.
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Cette méthode de quantification des MT est constituée de deux étapes :
» Extraction des MT par saturation au mercure inorganique (Annexe 18)

Cette étape débute par le broyage de 50 a 150 mg de branchies ou de glande digestive dans 1 mL de
tampon Tris-HCI 25 mM (pH 7,2 a 20 °C). Le broyage est réalisé sur glace et sous atmosphére d’azote
(pour éviter I‘oxydation des groupements thiols des cystéines R—SH en ponts disulfures R-S-S-R) et a
I’aide d’un broyeur mécanique T10-IKA Ultra-Turrax. Les échantillons biologiques sont ensuite cen-
trifugés a 20 000xg pendant 1h a 4°C afin de séparer la fraction cytosolique contenant les MT (surna-
geant) des débris cellulaires (culot).

Par la suite, 2 aliquotes de 200 pL de surnageants sont prélevées et mises en contact pendant 10 mi-
nutes avec une solution constituée de Hg inorganique (HgCl, a 50 mg.L") et d‘acide trichloracétique
(TCA a 10%).

Le mercure ajouté en exceés va se substituer aux autres métaux présents sur les MT et saturer
I‘ensemble des sites de fixation des MT. L‘acide trichloracétique va abaisser le pH de 1‘échantillon et
entrainer la précipitation des protéines de haut poids moléculaire.

Le métal en exces (non fixé aux MT) est récupéré en ajoutant 400 pL. d‘une solution d‘hémoglobine
(40 mL de tampon Tris-HCI 30 mM mélangé a 1 g d’hémoglobine porcine lyophilisée (Sigma-Aldrish,
Saint Louis, Missouri, USA)). Ainsi cette protéine ayant une forte affinité pour le mercure permet de
récupérer le métal en exces sans décrocher celui déja séquestré par les MT.

Une deuxieéme centrifugation de 20 minutes a 20 000xg a température ambiante est réalisée pour sépa-
rer I’hémoglobine chargée en mercure (culot) des MT saturées en mercure (surnageant).

Pour finir, les surnageants sont récupérés dans des microtubes, pesés et stockés a 4 °C jusqu’a 1’étape
du dosage du mercure par spectrophotométrie d‘absorption atomique.

Afin de valider la méthode, lors de chaque extraction, 3 blancs (3 fois 200 pL de tampon Tris-HCI 25
mM) et 3 échantillons de références (3 fois 200 pL. d’une solution diluée a 10 ug MT/mL de MT de
foie de lapin (Sigma-Aldrish, Saint Louis, Missouri, USA)) sont préparés et dosés en méme temps que
les autres échantillons.

* Dosage du mercure par spectrométrie d’absorption atomique (Annexe 18)

Ce dosage est réalisé par spectrométrie d’absorption atomique sous flux d’oxygéne (LECO AMA 254,
ALTEC Prague, République Tcheque ; LD = 0,1 ng - 500 ng). Ainsi 100 pL des surnageants obtenus a
I’étape précédente sont déposés sur des nacelles en nickel sur le carrousel de I’appareil. Lors de
chaque dosage, des échantillons certifiés (50 mg Tort-2 — Lobster Hepatopancreas Reference Material
for Trace Metal, National Research Council, Canada) sont analysés régulicrement afin de calculer
I’efficacité de I’ appareil.

Les résultats sont exprimés en nmoles de sites de fixation de Hg par gramme de poids frais
(nmols Hg/g pf).
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CHAPITRE III : Développement, validation et application des méthodes

1. Développement d’une méthode multi-résidus pour I’analyse des psycho-
tropes dans les eaux usées et les eaux de surface.

1.1 Introduction

Au cours des dernieres années, les produits pharmaceutiques ont été décrits comme étant des contami-
nants émergents pouvant étre problématiques pour l'environnement. Ils sont retrouvés dans plusieurs
environnements aqueux a différents niveaux de concentrations (du ng.L"' au pg.L™") (Sacher et al.,
2001 ; Hernando et al., 2004 ; Togola et Budzinski, 2008 ; Loos et al., 2010). C’est pourquoi, de nos
jours, les chercheurs développent des méthodes analytiques de plus en plus sensibles et sélectives,
permettant de détecter plusieurs composés ayant des caractéristiques physico-chimiques diverses.
Parmi les familles thérapeutiques présentes dans 1’environnement, cette étude s’est focalisée sur les
psychotropes. Ce sont des molécules qui vont agir sur le systéme nerveux central, qui sont trés con-
sommeées et que 1’on retrouve dans I’environnement. Les psychotropes les plus étudiés et trouvés dans
le milieu aquatique sont la Carbamazépine, le Citalopram, le Diazépam, la Fluoxétine, la Paroxétine et
la Venlafaxine (Togola et Budzinski, 2007 ; Lajeunesse et al., 2008 ; Giebultowicz et al., 2014). De
plus, certains de ces composés ont un potentiel toxique a des concentrations environnementales recon-
nues (Boxall et al., 2012).

La premicre partie de ces travaux de thése a donc consisté a développer une méthode analytique per-
mettant de détecter 47 psychotropes dans les eaux usées et les eaux de surface.
Les objectifs de cette étude étaient de :

- développer une méthode analytique sur I'UPLC-MS/MS pour les 47 composés choisis.

- développer une méthode d’extraction sur phase solide pour les 47 composés sélectionnés.

- valider les méthodes a I’aide de plusieurs parameétres.

- appliquer la méthode sur des prélévements d’eau. Les échantillons utilisés proviennent de la
Jalle de Blanquefort (petite riviere située en Aquitaine dans le sud-ouest de la France) et ont permis
d’appréhender la présence et les niveaux de concentrations en psychotropes.

Initialement, une premiere liste de 61 composés avait été établie pour le développement de cette mé-
thode multi-résidus, cependant des les premicres validations sur 'UPLC-MS/MS, 11 composés
(Fluvoxamine, Escitalopram, Trimipramine, Topiramate, Prégabaline, Loxapine, Lévomépromazine,
Rispéridone, Pipotiazine, Alimémazine et Loprazolam) ont été enlevés. Les temps de rétention de ces
molécules fluctuaient a chaque injection, les faisant sortir de leur fenétre de coupure d’ion, ne permet-
tant pas ainsi leur détection dans une logique multi-résidu.

L’acide valproique a lui aussi été enlevé de I’étude pour cause de présence d’un interférant majeur
dans le systeme analytique engendrant des blancs d’injection contaminés et ne rendant pas possible sa
quantification.

Pour finir la Vigabatrine et I’Olanzapine ont été aussi exclus de la liste car leur rendement d’extraction
étaient trop faible en raison d’un volume de fuite trés bas ne permettant pas leur détection en machine
a des concentrations < ug.L™".

Pour ces travaux, la méthode d’extraction choisie est présentée dans le Chapitre 2. Section 5.3 et la
méthode d’analyse dans le Chapitre 2. Section 6.2.
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CHAPITRE III : Développement, validation et application des méthodes

1.2 Validation des méthodes développées

Pour s’assurer de la validité de la méthode d’analyse et de la méthode d’extraction, divers parametres
doivent étre évalués. Ce contrdle permet de s’assurer que les différentes étapes des protocoles
d’extraction et d’analyse ne vont pas introduire de biais.

L’ensemble des validations a été fait sur de I’eau Vittel qui est I’eau minérale la plus complexe a ex-
traire. Ainsi, nous pouvons supposer que si les parametres sont validés sur I’eau Vittel, ils le seront
aussi sur les eaux de surface et les eaux de STEP étudiées. De plus, I’eau Vittel a été utilisée car elle
est dépourvue de toute contamination, nous permettant alors de la doper artificiellemnt avec nos solu-
tions de psychotropes.

1.2.1 Performance de la méthode d’analyse et de I’instrument
La validation de la méthode d’analyse s’effectue par 1’évaluation de la linéarité, de la sensibilité ainsi
que de la répétabilité et reproductibilité des injections pour les 47 psychotropes sélectionnés.

a) Linéarité

Ce parameétre permet de montrer que le signal d’un composé va varier dans les mémes proportions que
la quantité injectée. La linéarité de la réponse analytique a été évaluée a partir d’une analyse de régres-
sion linéaire a 1’aide d’une gamme de concentration de 0,1 a4 100 ng.g" de solvant, soit une masse
injectée de 0,5 a 500 pg. Sept points d'étalonnage ont été effectués pour chaque analyte en triplicat.
Pour I'ensemble des composés, la valeur du coefficient de corrélation (Rz) est supérieure a 0,99
(Tableau 39) ; ce qui indique une bonne linéarité sur I’intégralité de la gamme testée.
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Tableau 39. Bilan des coefficients de corrélation (R2) des psychotropes étudiés.

Classes . Coef. de

thérapeutiques Composés corrélation (Rz)

Zopiclone 0,998

Zolpidem 0,996

Nordiazépam 0,993

Oxazépam 0,998

Alprazolam 0,995

Bromazépam 0,997

Benzodiazépines Clobazam 0995

Clonazépam 0,996

Clorazépate 0,998

Diazépam 0,995

Lorazépam 0,994

Flunitrazépam 0,991

Témazépam 0,995

Prazépam 0,995

Mirtazapine 0,993

Milnacipran 0,999

Venlafaxine 0,999

Miansérine 0,997

Amoxapine 0,997

Citalopram 0,998

Tianeptine 0,996

Paroxétine 0,996

Antidépresseurs Imipramine 0,995

Maprotiline 0,996

Duloxetine 0,998

Anmitriptyline 0,997

Fluoxétine 0,993

Sertraline 0,998

Doxépine 0,995

Norfluoxétine 0,997

Clomipramine 0,994

Sulpiride 0,999

) _ Cyamémazine 0,991

Antipsychotiques Chlorpromazine 0992

Neuroleptiques Tiapride 0,997

Amisulpuride 0,996

Pimozide 0,990

Gabapentine 0,998

Valpromide 0,999

Antiépileptiques Carbamazépine 0,999

Lévétiracétam 0,999

Lamotrigine 0,996

Primidone 1,000

Méprobamate 0,999

Anxiolytiques Buspirone 0,997

Hydroxyzine 0,998

Substituts aux Méthadone 0997

opiacés
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CHAPITRE III : Développement, validation et application des méthodes

b) Répétabilité et reproductibilité

La répétabilité correspond a la variation intra-jour et la reproductibilité a la variation inter-jour de la
réponse analytique d’une méme solution ou d’un méme échantillon (eau Vittel de 100 mL dopée arti-
ficiellement 4 une concentration de 150 ng.L") injecté dans les mémes conditions avec la méme mé-
thode. Ces variations sont obtenues en calculant I’écart-type relatif entre les réponses et sont expri-
mées en pourcentage de variations (Tableau 40).

Pour la répétabilité, 1’écart-type relatif le plus élevé est de 17% pour la Lamotrigine et le plus faible est
de 1% pour le Flunitrazépam. Ainsi la totalité des composés analysés ont une bonne répétabilité.

Pour la reproductibilité, plus des deux tiers des composés ont un écart-type relatif inférieur a 20% et
seulement 14 psychotropes ont un écart-type relatif compris entre 21% et 25% (Figure 68).

H<10% ®m10%-20% u>20%

Figure 68. Répartition des molécules par gamme d’écart-type relatif représentant la reproductibilité.

179
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Tableau 40. Ecart-type relatif (RSD en %) pour chaque composé représentant les variations intra-jours (n=5) et inter-
jours (n=20).
Repétabilité Reproductibilité
Classes thérapeutiques Composés  (intra-jour) %  (inter-jour) %

(n=5) (n=20)
Zopiclone 4 25
Zolpidem 7 23
Nordiazépam 4 7
Oxazépam 4 7
Alprazolam 8 8
Bromazépam 7 16
L Clobazam 4 10
Benzodiazépines Clonazépam 3 12
Clorazépate 5 11
Diazépam 2 8
Lorazépam 3 12
Flunitrazépam 1 1
Témazépam 2 14
Prazépam 9 7
Mirtazapine 7 24
Milnacipran 6 21
Venlafaxine 5 18
Miansérine 8 12
Amoxapine 8 23
Citalopram 6 9
Tianeptine 6 24
Paroxétine 8 21
Antidépresseurs Imipramine 7 11
Maprotiline 7 14
Duloxetine 1 16
Amitriptyline 2 16
Fluoxétine 5 23
Sertraline 8 12
Doxépine 6 5
Norfluoxétine 6 21
Clomipramine 4 11
Sulpiride 10 19
. . Cyamémazine 14 17
Antipsychotiques Chlorpromazine 9 2
Neuroleptiques T'1ap rlde' 10 21
Amisulpuride 9 12
Pimozide 14 18
Gabapentine 12 15
Valpromide 3 12
o Carbamazépine 3 6
Anticpileptiques Lévétiracétam 13 16
Lamotrigine 17 24
Primidone 13 18
Méprobamate 8 16
Anxiolytiques Buspirone 10 20
Hydroxyzine 6 21
Substituts aux opiacés Méthadone 8 15
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¢) Sensibilité

La limite de détection est la plus petite quantité injectée d’un composé pouvant étre détectée par le
systeme analytique et la limite de quantification est la plus petite quantité d’un composé pouvant étre
quantifiée avec justesse.

Ces limites de détection et de quantification instrumentales (LDI et LQI) ont été obtenues par
I’injection d’une gamme de dilution de solutions standards (10 & 100 pg injecté) et sont exprimées en
pg injectés. Elles sont calculées par extrapolation a partir du point le plus bas de la gamme testée pour
lequel on a un signal. La limite de détection correspond & un rapport signal sur bruit de 3 et la limite de
quantification correspond a un rapport de 10. Les données sont présentées dans le Tableau 41.

Les LQ instrumentales vont de 0,1 a 7,3 pg injectés. Seulement 9 molécules sur les 47 étudiées ont une

LQ supérieure a 3 pg injectés. La Fluoxétine est le psychotrope ayant la LQ maximale de 7,3 pg injec-
tés.
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Tableau 41. Limites de détection et de quantifications instrumentales obtenues pour les psychotropes étudiés (en pico-
grammes injectés).

Classes . LDI LQI
p . Composés s s e
thérapeutiques pg injectés pg injectés

Zopiclone 0,6 1,9

Zolpidem 0,02 0,1

Nordiazépam 04 13

Oxazépam 0,2 0,6

Alprazolam 0,7 24

Bromazépam 11 36

Benzodiazépines Clobazam 05 16
Clonazépam 04 1,2

Clorazépate 0,1 0,3

Diazépam 0,2 0,6

Lorazépam 0,7 23

Flunitrazépam 0,6 19

Témazépam 0,2 0,5

Prazépam 0,04 0,1

Mirtazapine 0,3 1,0

Milnacipran 0,02 0,1

Venlafaxine 0,03 0,1

Miansérine 0,5 1,6

Amoxapine 0,3 0,9

Citalopram 0,1 04

Tianeptine 0,1 0,2

Paroxétine 04 14

Antidépresseurs Imipramine 0,1 0,2
Maprotiline 0,1 04

Duloxetine 04 13

Anmitriptyline 04 14

Fluoxétine 22 73

Sertraline 1,2 40

Doxépine 0,1 0,3

Norfluoxétine 0,9 3,0

Clomipramine 0,1 0,2

Sulpiride 0,0 0,1

. . Cyamémazine 0,1 0,3
Antipsychotiques Chlorpromazine 02 07
. Tiapride 0,04 0,1
Neuroleptiques Amisulpuride 02 06
Pimozide 04 1,3

Gabapentine 0,1 04

Valpromide 09 29

Antiépileptiques Carbamazépine 0,1 04
Lévétiracétam 0,3 1,1

Lamotrigine 1,1 3,5

Primidone 0,2 0,7

Méprobamate 11 35

Anxiolytiques Buspirone 0,05 02
Hydroxyzine 0,1 0,3

bstitut:
Substituts aux Méthadone 0.1 05
opilaces
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CHAPITRE III : Développement, validation et application des méthodes

1.2.2 Protocole de préparation d’échantillon

La validation de la méthode d’extraction est déterminée par le controle du rendement d’extraction et
de quantification ainsi que du volume de fuite de chacun des composés étudiés. De plus des limites de
détection et de quantification dites de méthode sont calculées a partir d’un échantillon d’eau ayant subi
les méthodes d’extraction et d’analyse.

a) Rendement d’extraction

Les rendements de chaque composé sont calculés a partir d’un échantillon d’eau Vittel de 100 mL
dopé artificiellement 4 une concentration de 150 ng.L"'. Les rendements d’extraction sont exprimés en
% et sont déterminés en comparant la concentration obtenue calculée a la concentration initiale calcu-
l1ée. Le calcul de la concentration obtenue se fait avec une quantification par gamme externe (faite de 6
points de gamme : 1 ng.g”, 5 ng.g”, 10 ng.g”", 25 ng.g”", 50 ng.g" et 100 ng.g™") injectée en début de
séquence.

Le Tableau 42 présente ’ensemble des rendements d’extraction obtenus pour les 47 psychotropes étu-
diés qui sont compris entre 5 et 901%.

Généralement, les rendements sont considérés comme acceptables quand ils sont compris entre 70 et
120%. Cependant cette méthode de quantification par gamme externe ne permet qu’a 12 molécules sur
les 47 étudiées d’obtenir un rendement d’extraction convenable.

C’est pourquoi nous avons choisi d’adopter la quantification par dilution isotopique avec I’utilisation
d’étalons internes qui sont introduits dans 1’échantillon au début du protocole d’extraction (détail du
protocole SPE pour les 47 psychotropes étudiés en Annexe 19).
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Tableau 42. Rendements d’extraction des 47 psychotropes étudiés.

Rendement
Classes , d'extraction
thérape utiques Composés en % (£ E.T)
n=10
Zopiclone 190 £28
Zolpidem 59+9
Nordiazépam 121 £20
Oxazépam 235 +41
Alprazolam 318 £45
Bromazépam 22+3
Lo Clobazam 76 +9
Benzodiazépines
Clonazépam 282 +48
Clorazépate 37+12
Diazépam 211 +29
Lorazépam 21£3
Flunitrazépam 277 £51
Témazépam 84 £ 11
Prazépam 113+ 15
Mirtazapine 6511
Milacipran 22 +4
Venlafaxine 7317
Miansérine 66 + 8
Amoxapine 49 +7
Citalopram 527
Tianeptine 45 +£7
Paroxétine 54+6
Antidépresseurs  Tmipramine 70+9
Maprotiline 517
Duloxetine 37+6
Anmitriptyline 65 %13
Fluoxétine 901 + 182
Sertraline 156 £ 41
Doxépine 62+7
Norfluoxétine 83 +21
Clomipramine 83+ 15
Sulpiride 45+7
Antipsychotiques Cyamemazn.le 6938
Chlorpromazine 86 =17
Neuroleptiques Tllaprlde. =13
Amisulpuride 30£4
Pimozide 151 37
Gabapentine 123 £25
Valpromide 251 £53
o Carbamazépine 178 £22
Antiepilepliques | 4 stiracétam 5+2
Lamotrigine 145 + 31
Primidone 98 + 25
Méprobamate 316
Anxiolytiques Buspirone 102 £23
Hydroxyzine 75+ 14
Substituts aux Méthadone 2743

opiacés
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b) Rendement de quantification et usage d’étalon interne

Les rendements de chaque composé sont calculés a partir d’un échantillon d’eau Vittel de 100 mL
dopé artificiellement & une concentration de 150 ng.L". Les rendements de quantification sont expri-
més en % et sont déterminés en comparant la concentration obtenue calculée a la concentration initiale
calculée.

Sur ’ensemble des molécules, 34 ont des rendements de quantification compris entre 70% et 120%

(Tableau 43 et Figure 69). Ainsi nous constatons que 1’utilisation d’étalon interne permet une meilleure
quantification des molécules étudiées (Figure 70).
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Tableau 43. Rendements de quantification des 47 psychotropes étudiés.

Rendement de

Classes . quantification
thérape utiques Composés en % (£ E.T)

n=62

Zopiclone 156 + 60

Zolpidem 128 + 56

Nordiazépam 111£22

Oxazépam 106 =18

Alprazolam 99 +22

Bromazépam 135+ 46

Benzodiazépines Clobazam 10018

Clonazépam 101 £20

Clorazépate 91+15

Diazépam 108 =13

Lorazépam 90 +35

Flunitrazépam 86+ 18

Témazépam 91+23

Prazépam 109 + 14

Mirtazapine 87 +43

Milnacipran 69 +28

Venlafaxine 91+33

Miansérine 102 =29

Amoxapine 136 + 66

Citalopram 75+19

Tianeptine 138 + 60

Paroxétine 106 + 45

Antidépresseurs Imipramine 90 + 31

Maprotiline 99 + 35

Duloxetine 120 + 44

Amitriptyline 122 +51

Fluoxétine 113+£52

Sertraline 105 £ 26

Doxépine 99 +23

Norfluoxétine 124 + 66

Clomipramine 91 +27

Sulpiride 52+28

. . Cyamémazine 7522

Antipsychotiques Chlorpromazine 92 + 56

Neuroleptiques T.1ap rlde. 7739

Amisulpuride 88 £35

Pimozide 135 +59

Gabapentine 39+10

Valpromide 61 15

e Carbamazépine 109 + 13

Antiépileptiques L

Lévétiracétam 8§+2

Lamotrigine 142 + 63

Primidone 61 21

Meéprobamate 8024

Anxiolytiques Buspirone 107 £ 45

Hydroxyzine 101 +37

Substitut:
UOSTITUIS aux Méthadone 89 + 30
()places
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Néanmoins, nous pouvons constater que pour certains composés la quantification par étalonnage in-
terne ne permet pas d’obtenir des rendements de quantification convenables. L’utilisation de seule-
ment 7 étalons internes pour I’ensemble des psychotropes étudiés peut expliquer que certains compo-
sés aient des rendements de quantification inférieurs a 70% et supérieurs a 120%, ce qui est le cas pour
la Gabapentine (39 * 10 %), le Lévétiracétam (8 = 2 %), la Tianeptine (138 = 60 %) ou encore le Zo-
piclone (156 * 60 %) (Figure 69).

D’aprés Aminot (2013), il est préférable de multiplier les étalons internes dans une méthode pour per-
mettre de compenser les pertes dues aux étapes de préparation des échantillons, aux extinctions de
signal ou encore aux effets de matrices.

Cependant dans ces travaux de thése, ceci n’a pu étre réalisable car nous étions dans un objectif de
screening moléculaire large (47 psychotropes a rechercher) ainsi des compromis ont été nécessaires.
Malgré cela, les 7 EI utilisés dans ces travaux de theéses ont tout de méme permis de quantifier de ma-
niere convenable 34 molécules sur les 47 choisies.

Pour les 13 psychotropes ayant des rendements de quantification en dehors de I’intervalle 70%-120%,
il est possible de calculer un facteur de correction moyen qui sera appliqué a I’ensemble des valeurs
obtenues pour ces composés. Le Tableau 44 présente les facteurs de corrections pour ces 13 molécules,
les concentrations quantifiées en STEP dans ces travaux de thése, les concentrations corrigées par le F
de correction et les concentrations en STEP trouvées dans la littérature (Chapitre 2, Tableau 17).

Tableau 44. Facteurs de correction, concentrations quantifiées en STEP (entrée et sortie) obtenues dans ces travaux
de thése, dans la littérature et concentrations corrigées.

Concentractions

Concentractions Concentractions de la ope
Facteur de s s s quantifiées dans les STEP
Composés A quantifiées dans les littérature quantifiées ~, ., ..
correction (F) L 1 1 étudiées corrigées par F
STEP étudiées (ng.L™) en STEP (ng.L") 1
(ng.L™)
Min Max Min Max Min Max
Lévétiracétam 12,77 232 7353 81572 10 825 296,3 9389,9
Gabapentine 2,57 5874 7 420,7 1786 42 611 1508,3 19 054,8
Sulpiride 193 0,6 180,5 7 135 1,2 349,2
Primidone 1,65 34 98,4 120 710 5,6 162,2
Valpromide 1,65 59 4129 - - 9,7 6794
Milnacipran 1,46 0,6 182,7 - - 09 266,6
Norfluoxétine 0,81 - - 1,7 252 - -
Zolpidem 0,78 0,2 373 1,5 39 0,2 29,1
Pimozide 0,74 - - - - - -
Amoxapine 0,74 - - - - - -
Tianeptine 0,72 - - - - - -
Lamotrigine 0,71 51,0 1245,7 56 4120 36,0 879,3
Zopiclone 0,64 2,7 2342 - - 1,7 150,1

D’apres les données du Tableau 44, nous pouvons constater qu’avec ou sans le facteur de correction
nous sommes toujours dans la gamme de concentration de la littérature. Cependant, pour le Lévétira-
cétam qui a un facteur de correction supérieur a 10, nous constatons que les concentrations quantifiées
en STEP sont vraiment sous-estimées. Ainsi le Lévétiracétam serait I'un des psychotropes les plus
concentrés dans les STEP. Ce résultat est en accord avec les données de consommation de ME-
DIC’AM qui montrent que le Lévétiracétam est I’un des psychotropes le plus consommé avec la Ga-
bapentine (Annexe 5).

Pour la Gabapentine, méme si les concentrations retrouvées sont sous-évaluées d’un facteur 2,57, cette
molécule recense tout de méme les concentrations les plus élevées.
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De plus, a la fin de ces travaux de these, 1’étalon intene de la Gabapentine, la Gabapentine D4, a été
acheté afin d’obtenir une meilleure quantification de ce composé.

Les données du Tableau 45 montrent, effectivement, que le rendement de quantification est meilleur
lorsque la Gabapentine est quantifiée avec son homologue marqué (93%) qu’avec la Carbamazépine
D10 (39%). Cependant, nous constatons que les concentrations qui sont obtenus avec ces deux étalons
internes sont du méme ordre de grandeur, aux alentour de 3 000 — 4 000 ng.L"".

Tableau 45. Concentration en ng.L! de la Gabapentine mesurée dans un effluent d’entrée de STEP quantifié a partir
de la Carbamazépine D10, d’un facteur de correction moyen et de la Gabapentine D4.

. . . Rendement de Facteur de Conc. effluent entrée
Composé Etalon interne ) ] ] 1
quantification correction moyen STEP (ng.L.")
Carbamazépine D10 39% - 2969.,5
Gabapentine - - 2.5 7631,6
Gabapentine D4 93% - 41449

De plus, les résultats dans le Tableau 45 montrent également que I’ utilisation du facteur de correction
surévalue la concentration en Gabapentine dans les effluents d’entrée de STEP. Effectivement, il n’est
pas pertinent d’utiliser un facteur de correction moyen sur les différentes matrices utilisées car les
effluents d’entrée de STEP sont des matrices conplexes pouvant engendrer des effets sur I’analyse
(extinction de signal, modification du temps de rétention, ect...).

Au regard des résultats du Tableau 44 et Tableau 45, nous avons fait le choix de ne pas appliquer ce
facteur de correction moyen sur nos données car sur I’ensemble des valeurs obtenues (Chapitre 4) nous
avons pu constater que les concentrations quantifiées étaient dans les ordres de grandeur de celles re-
trouvées dans la littérature. De plus, nous avons aussi constaté que pour la Gabapentine 1’ utilisation de
la Carbamazépine D10 nous permettait d’obtenir des valeurs de concentrations en STEP du méme
ordre de grandeur que si elle était quantifiée avec son homologue deutéré.

Ainsi, pour ces 13 composés (Lévétiracétam, Gabapentine, Sulpiride, Primidone, Valpromide, Milna-
cipran, Norfluoxétine, Zolpidem, Pimozide, Amoxapine, Tianeptine, Lamotrigine et Zopiclone) nous
avons une analyse semi-quantitative qui nous permet d’identifier leur présence ou non dans les milieux
étudiés et d’estimer un ordre de grandeur sur les niveaux de concentrations retrouvés dans les diffé-
rents milieux étudiés.

Pour finir, dans le cas de la Gabapentine et du Lévétiracétam, leur forte hydrophilie (respectivement

log Kow = -1,3 et log Kow = -0,6) peut aussi expliquer leurs rendements de quantification inférieurs a
50% (Gomez et al., 2006). Ce résultat est aussi en lien avec leur faible volume de fuite (Tableau 46).
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¢) Volume de fuite

Le volume de fuite est le volume maximum qui peut étre percolé sur une cartouche SPE sans modifier
les rendements d’extraction. Au-dela de ce volume de fuite, les composés ne sont plus retenus sur la
cartouche SPE et sont élués au fur et a mesure que 1’échantillon percole.

Ce parametre a été évalué a différents volumes d’eau minérale Vittel (10 mL, 20 mL, 50 mL, 100 mL,
200 mL et 500 mL) auxquels ont été ajoutés une masse identique et connue de natifs. Un témoin car-
touche (ajout des natifs directement sur la cartouche) sert de référence. Les échantillons et la référence
ont été faits en triplicat. L’ensemble des résultats sont présentés dans le Tableau 46.

Tableau 46. Répartition des 47 psychotropes selon leur volume de fuite.

Volume de fuite
> 500 mL

Volume de fuite
200 mL

Volume de
fuite 20 mL

Volume de
fuite 10 mL

Zopiclone
Zolpidem
Nordiazépam
Oxazépam
Alprazolam
Duloxetine
Clobazam
Clonazépam
Clorazépate

Flunitrazépam
Méprobamate
Primidone
Bromazépam
Norfluoxétine
Fluoxétine
Chlorpromazine
Clomipramine
Sulpiride

Lamotrigine
Gabapentine
Pimozide

Lévétiracétam|

Diazépam
Lorazépam
Témazépam
Prazépam
Mirtazapine
Milnacipran
Venlafaxine
Miansérine
Amoxapine
Citalopram
Tianeptine
Paroxétine
Imipramine
Maprotiline
Amitriptyline
Sertraline
Doxépine
Cyamémazine
Tiapride
Amisulpuride
Carbamazépine
Buspirone
Hydroxyzine
Meéthadone
Valpromide

Sur les 47 psychotropes étudiés, 34 ont un volume de fuite supérieur a 500 mL (exemple de la Carba-
mazépine Figure 71), 9 ont un volume de fuite de 200 mL (exemple du Méprobamate Figure 72), 3 de
20 mL et 1 de 10 mL (exemple du Lévétiracétam Figure 73).
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Carbamazépine

Rendement par rapport a la référence
(%)
N
=3

Réf. 10 20 50 100 200 500
Volume d'eau percolé (mL)

Figure 71. Diagramme représentant les données de volume de fuite pour la Carbamazépine.

Méprobamate
120

100 -

80 -
60 -
40 -
20 ~
0 - T T
Réf. 10 20 50 100 200 500

Volume d'eau percolé (mL)

Rendement par rapport ala référence
(%)

Figure 72. Diagramme représentant les données de volume de fuite pour le Méprobamate.

Lévétiracétam
120 4

100

80

Réf. 10 20 50 100 200 500
Volume d'eau percolé

Rendement par rapport a la référence
(%)

Figure 73. Diagramme représentant les données de volume de fuite pour le Lévétiracétam.

Cette étude ayant pour objectif de développer une méthode multi-résidus, des compromis ont été né-
cessaires ainsi le volume de prise d’essai maximal choisi est de 200 mL dans ce protocole d’extraction
sur phase solide.
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d) Sensibilité

Les limites de détections et de quantification méthodologiques (LDM et LQM) ont été déterminées en
analysant un échantillon d’eau Vittel de 100 mL dopé artificiellement a 1 et 10 ng.L"' avec des solu-
tions standards, qui a suivi toutes les étapes d’extraction et de reconcentration (Tableau 47).

Sur I’ensemble des molécules étudiées, 32 ont une LQM inférieure a 1 ng.L'l, 13 ont une LQM com-
prise entre 1 et 3 ng.L" et 2 composés ont une LQM supérieure a 3 ng.L"". Les psychotropes qui ont la
limite de quantification méthodologique la plus basse avec 0,1 ng.L"' sont le Milnacipran, le Clomi-
pramine, le Sulpiride et le Buspirone. La limite de quantification méthodologique la plus élevée est
celle de la Lamotrigine avec 3,3 ng.L".
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Tableau 47. Limites de détection et de quantification méthodologiques pour les 47 psychotropes sélectionnés.

Classes . LDM LQM
. i Composés 1 1
thérapeutiques ng.L ng.L
Zopiclone 0,6 19
Zolpidem 0,1 0,2
Nordiazépam 0,2 0,5
Oxazépam 0,1 04
Alprazolam 0,6 1,9
Bromazépam 0,6 1.8
Benzodiazépines Clobazam 04 L1
Clonazépam 02 0,7
Clorazépate 0,1 03
Diazépam 0,1 0,3
Lorazépam 0,6 1,8
Flunitrazé pam 0.4 1,3
Témazépam 0,1 04
Prazépam 0,1 0,3
Mirtazapine 0,2 0,7
Milnacipran 0,03 0,1
Venlafaxine 0,1 0,2
Miansérine 0,3 0,8
Amoxapine 03 0,8
Citalopram 0,1 04
Tianeptine 0,2 0,7
Paroxétine 04 1,3
Antidépresseurs Imipramine 0,1 0,2
Maprotiline 02 05
Duloxetine 0,2 0,6
Amitriptyline 04 1,1
Fluoxétine 1,1 32
Sertraline 1,0 3,0
Doxépine 0,2 0,5
Norfluoxétine 0,3 1,0
Clomipramine 0,1 0,1
Sulpiride 0,02 0,1
Antipsychotiques Cyamémazine 01 03
Chlorpromazine 0,1 0,2
. Tiapride 0,1 0,2
Neuroleptiques Amisulpuride 0.1 03
Pimozide 04 1,1
Gabapentine 0,2 0,6
Valpromide 04 1,2
Antiépileptiques Carbamazépine 0,1 0,3
Lévétiracétam 0,1 04
Lamotrigine 1,1 33
Primidone 0,2 0,5
Meéprobamate 0,7 2,2
Anxiolytiques Buspirone 0,02 0,1
Hydroxyzine 0,1 04
Substituts aux Méthadone ol 03

opiacés
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e) Effets de matrice
Nous sommes partis du postulat qu’en diluant tous nos extraits au dixieéme dans le solvant d’injection,
nous minimisons les effets de matrice.

Effectivement, une étude des effets de matrice sur 1’analyse des médicaments a été menée au labora-
toire dans les travaux de thése d’ Aminot (2013).

Ce travail a été effectué sur 4 critéres: 1) le temps de rétention; 2) I’extinction de signal ; 3)
I’élargissement des pics et 4) I’augmentation du bruit de fond. Et sur 4 types de matrices : i) I’eau Vit-
tel ; i) ’eau de Garonne ; iii) ’eau d’effluent de sortie de STEP et iv) ’eau d’effluent d’entrée de
STEP.

Les tests ont été faits sur des extraits bruts et sur des extraits dilués au dixiéme avec le solvant
d’injection.

Les résultats de ces test ont montré qu’aucune extinction de signal, modification du temps de rétention
et aucun élargissement du pic chromatographique ont été observé sur les matrice d’eau Vittel, d’eau de
Garonne et d’eau d’effluent de sortie de STEP que ce soit dans les extraits bruts ou dans les extraits
dilué au dixieme. Seuls I’extrait brut des eaux d’effluent d’entrée de STEP a engendré une modifica-
tion de ces 3 critéres ; cependant, lorsque 1’extrait est dilué par 10 dans le solvant d’injection, il n’y a
plus d’effet de 1a matrice sur ces 3 parameétres.

Pour le quatrieme critere, le bruit de fond, une augmentation de la hauteur du bruit est observée dans
les extraits bruts des matrices de plus en plus chargées. Cependant, lorsque les extraits sont de nou-
veau dilués au dixiéme avec le solvant d’injection, la hauteur moyenne du bruit de fond est indépen-
dante de la matrice.

Les résultats d’ Aminot (2013) montrent bien que la dilution 1/10 des extraits de matrices chargés per-
met de minimiser les effets de matrice.

195



CHAPITRE III : Développement, validation et application des méthodes

1.3 Application sur la Jalle de Blanquefort et discussion

La description de la Jalle de Blanquefort et la localisation des points de prélévements ont été présen-
tées dans le Chapitre 2. Section 3.3.

Sur les 47 psychotropes étudiés, plus de la moitié sont quantifiés dans I’ensemble des échantillons
analysés (Figure 74) et 9 molécules ne sont jamais détectées : Clonazépam, Diazépam, Flunitrazépam,
Tianeptine, Doxépine, Norfluoxétine, Chlorpromazine, Pimozide et Buspirone.

50 4

K

45

40

déc-11 | juil-12 | déc-11 | juil-12 | déc-11 | juil-12 | déc-11 | juil-12 | déc-11 |juil-12 | déc-11 | juil-12 | déc-11 | juil-12

Nombre de molécules
— — [ |39 w w
o L (=1 [ S [y

i

Amont STEP Aval direct | Pont Moulin Pont Général de 4 Ponts Pont des
Cantinolle (30 m) blanc Gaulle (4,2Km) religieuses
effluent (1,1 Km) (2.3Km) (9.2Km)

Figure 74. Nombre de molécules quantifiées par sites et par campagne de prélévements.

La Figure 74 montre que dans les échantillons du site en amont de la STEP, 27 et 35 composés sont
respectivement quantifiés en décembre 2011 et juillet 2012. Cette observation montre qu’il existe un
apport en psychotrope de ’amont de la riviére en plus des rejets de la STEP Cantinolle (Aminot et al.,
2015).

Sur les 47 molécules analysées dans ce travail, 6 n’ont jamais été étudiées dans la littérature et 19 sont
peu, voire pas détectées dans les publications trouvées (Chapitre 2. Section 1.3).

Le Tableau 48 présente les concentrations minimales et maximales détectées dans la Jalle de Blanque-
fort et dans la STEP Cantinolle pour ces 24 composés.
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Tableau 48. Concentrations maximales et minimales retrouvées dans la Jalle de Blanquefort et dans la STEP de Can-
tinolle pour les 22 composés peu ou pas étudiés dans la littérature.

Concentration dans Concentration dans
c 3 effluent de STEP I'eau de surface
omposés . .
P (ng.L™") (ng.L™)
Min Max Min Max
Zopiclone 404 479 32 14,1
6 . Amoxapine - - 14 4,7
COMPISES oy amémazine 73 77 05 32
jamais o
e 3 Pimozide - - - -
étudiés )
Valpromide 29,7 32,2 0,7 70
Buspirone - - - -
Zolpidem 33 7,0 0,2 2,0
Clobazam - 1,8 - -
Clonazépam - - - -
Clorazépate 149 20,3 0,7 35
Flubitrazépam - - - -
Prazépam 33 47 0,5 13
Milnacipran 95,0 101,0 1,7 248
Miansérine 6,3 10,2 0,7 123
, Tianeptine - - - -
19 comp(.)se s Maprotiline - - 12 55
peu voire .
. , Duloxétine - 2,7 1,1 29
pas détectés ) )
Clomipramine 19 6,8 0,1 1,6
Sulpiride 76,0 116,3 1,1 2272
Chlorpromazine - - - -
Tiapride 68,7 82,0 0,3 18,1
Amisulpride 903,8 914,1 38 206,3
Lévétiracétam 44,6 1009 1,3 159
Lamotrigine 469,6 1020,6 11,3 221,0
Hydroxyzine 22 7,1 0,5 22

Sur les 6 composés jamais étudiés, 3 (Zopiclone, Cyamémazine et Valpromide) sont détectés dans la
STEP Cantinolle et 4 (Zopiclone, Amoxapine, Cyamémazine et Valpromide) dans la Jalle de Blanque-
fort. Dans I’effluent de sortie de STEP et dans le milieu, le psychotrope de ce groupe ayant les concen-
trations les plus élevées est le Zopiclone.

Sur les 19 composés peu ou pas détectés, 14 sont détectés en sortie de STEP (Zolpidem, Clobazam,
Clorazépate, Prazépam, Milnacipran, Miansérine, Duloxétine, Clomipramine, Sulpiride, Tiapride,
Amisulpride, Lévétiracétam, Lamotrigine et Hydroxyzine) et 14 dans I’eau de surface (Zolpidem, Clo-
razépate, Prazépam, Milnacipran, Miansérine, Maprotiline, Duloxétine, Clomipramine, Sulpiride, Tia-
pride, Amisulpride, Lévétiracétam, Lamotrigine et Hydroxyzine). Le psychotrope dans ce groupe
ayant les concentrations les plus élevées est la Lamotrigine avec 1020,6 ng.L”" dans I’effluent de STEP
et 221,0 ng.L"' dans la Jalle Blanquefort.
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Le Tableau 49 présente les concentrations pour les psychotropes quantifiés lors des 2 campagnes de
prélévements sur la Jalle de Blanquefort.

Tableau 49. Concentrations des composés quantifiés lors des 2 campagnes de prélevements dans la Jalle de Blanque-

fort.
Amont Sortie.STEP Aval Pont Moulin Pont Général de 4 Ponts P(.)n.t des
Cantinolle blanc Gaulle religieuses
Campagnes déc-11  juil-12 | déc-11  jui-12 [déc-11 juil-12 | déc-11  juil-12 | déc-11 juil-12 | déc-11  jui-12 | déc-11  juil-12
Conc. (ng.L- D)
Benzodiazépines
Zopiclone <LQM <LQM | 479 404 55 32 102 <LQM 135 32 14,1 34 102 <LDM
Zolpidem <LDM 04 70 33 |<LDM 08 20 0,2 03 03 03 04 0,2 0,2
Nordiazépam <LQM <LDM 9,8 149 1,0 4,1 2,10 1,8 14 3,7 1,8 33 1,5 2,7
Oxazépam 22,1 254 972 1296 1192 3171 1493 131,8 1523 286,3 1804 2654 139,1 152,1
Alprazolam <LDM <LDM | <LQM 73 |<LDM <LQM | <LDM <LQM | <LDM 3,1 <LDM <LQM| <LDM <LDM
Bromazépam <LDM <LDM | <LQM 186 |<LDM 6,5 <LDM 1,8 <LDM <LDM |<LDM 32 <LDM <LQM
Clobazam <LDM <LDM | <LDM 1,8 [<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |[<LDM <LDM| <LDM <LDM
Clonazépam <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Clorazepate 10 0,7 149 20,3 0,7 33 0,9 1,7 24 35 1,7 32 13 25
Diazépam <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Lorazépam 48,7 18,0 29,6 249 39,5 424 314 10,5 749 314 51,7 29,5 478 576
Flunitrazépam <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Témazépam <LDM <LDM 104 209 23 2,6 30 1,3 4,1 477 45 44 22 25
Prazépam <LQM <LQM 33 4,7 0,6 0,7 0,3 0,5 09 12 09 0,6 13 0,5
Antidépresseurs
Mirtazapine 32 2,1 123 74 8,0 54 12 1,7 48 14 38 2,7 35 32
Milnacipran 1,7 35 95,0 101,0 11,2 248 54 84 59 9,0 74 17,2 57 10,6
Venlafaxine 40 5.6 3175 297,6 394 838 16,8 204 164 248 22,1 444 16,1 278
Miansérine <LQM 50 10,2 6,3 123 30 13 29 0,7 1,2 1, <LDM| <LQM <LDM
Amoxapine <LDM 47 <LDM <LDM |<LDM 15 <LDM <LQM | <LDM <LDM |<LDM 14 <LDM <LQM
Citalopram 13 34 99,2 1151 155 23,7 11,6 72 7,0 79 144 8,6 119 45
Tianeptine <LDM <LQM | <LDM <LQM |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Paroxétine <LQM 2,7 49 9,5 1,6 34 44 2,0 <LDM 1,5 1.8 <LDM 35 <MDL
Imipramine <LQM 2,6 1,1 0,7 03 0,7 0,2 02 <LQM <LQM | <LQM <LQM| <LQM <LQM
Maprotiline <LDM 55 <LDM <LQM |<LDM 18 <LDM 4,6 <LDM 12 <LDM 38 <LDM 46
Duloxétine <LDM 29 <LDM 27 |<LDM 11 <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Amitriptyline <LQM 2,5 20,0 22,0 34 6,9 34 35 2,1 2,7 40 2,6 3,1 20
Fluoxétine <LDM <LDM | 213 190 |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Sertraline <LDM <LDM 89 66 |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Doxépine <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Norfluoxétine <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Clomipramine 0,2 1,1 19 6,8 03 1,6 06 09 0,1 03 04 04 04 <LDM
Antipsychotiques - Neuroleptiques
Sulpiride 1,1 20 116,3 76 119 222 55 6,1 73 8,7 7.6 153 52 126
Cyamémazine <LDM 32 73 7.7 0,5 03 0,7 0,5 0,6 03 1,1 0,5 03 0,5
Chlorpromazine <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Tiapride 03 2,1 82 68,7 9,8 18,1 29 4, 39 6.9 46 139 2,7 10,3
Amisulpride 38 39 903,3 914,1 97,0 2063 379 59,0 394 79,9 53,7 1374 414 70,0
Pimozide <ILDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM | <LDM <LDM | <LDM <LDM |<LDM <LDM| <LDM <LDM
Antiépileptiques
Gabapentine 206,7 143 42675 59188 | 4725 6682 | 3388 505,8 4379 839,7 4525 11579 3112 449,7
Valpromide 4,1 54 29,7 322 0,7 59 6,2 56 6,3 6,0 56 70 2,7 50
Carbamazépine 126 16 758 11215 | 833 1814 1122 753 99,9 174,6 1452 1455 107,1 96,7
Lévétiracetam 13 44 44,6 100,9 46 43 53 3,0 29 129 6.3 159 32 25
Lamotrigine 16,3 113 469,6 10206 | 52,1 1468 1582 49,7 221 1742 1602 1422 1104 732
Primidone 0,5 09 418 914 46 15,8 8,1 6,8 7,1 12,1 5,7 183 5,7 42
Anxiolytiques
Méprobamate 33,8 49,5 3018 1196 | 49,1 614 63,8 393 719 54,7 70 493 63,5 52,8
Buspirone <LDM <LQM | <LDM <LDM |<LDM <LQM | <LDM <LQM | <LDM <LDM |<LDM <LQM| <LDM <LDM
Hydroxyzine <LQM 22 7,1 22 1,2 0,7 0,7 0,5 <LQM <LQM 08 <LQM 0,5 <LQM
Substitues aux opiacés
Méthadone [<coMm 23 | 84 7,1 17 23 | o8 05 | <LQM 07 | 10 08 | 05 07
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Les concentrations quantifiées pour I’ensemble des molécules retrouvées sont en accord avec la littéra-
ture (Lajeunesse et al., 2012 ; Ratola et al., 2012 ; Racamonde et al., 2014) et particuliérement avec
I’étude d’ Aminot et al. (2015) qui a été faite sur le méme site d’étude et sur des molécules communes.

Sur la totalité des molécules et des échantillons analysés, la concentration maximale obtenue dans les
effluents de la STEP Cantinolle est pour la Gabapentine avec 5918,8 ng.L™" (en juillet 2012) et la con-
centration maximale dans le milieu est aussi pour la Gabapentine avec 1157,9 ngL’' au site
« 4 ponts » (en juillet 2012) (Figure 75).

Gabapentine
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Amont STEP Cantinolle Aval direct ~ Pont Moulin blanc Pont Général de 4 Ponts Pont des
effluent Gaulle religieuses

Figure 75. Concentrations de la Gabapentine quantifiées dans la STEP Cantinolle et la Jalle de Blanquefort en dé-
cembre 2011 et juillet 2012.

La concentration minimale détectée dans les effluents de la STEP Cantinolle est pour 1I’Imipramine
avec 0,7 ng.L”" (en juillet 2012) et la concentration minimale dans le milieu est pour la Clomipramine
avec 0,1 ng.L" au site « Pont Général de Gaulle » (en décembre 2011).

De facon générale, le nombre de composés et les concentrations sont plus élevés en été 2012 qu’en
hiver 2011. Ceci est corrélé au débit de la Jalle de Blanquefort qui est plus faible en été. Effectivement
a cette époque de I’année, cette petite riviere est presque a sec, ce qui explique I’augmentation des
concentrations en juillet 2011.

Dans cette étude sur la Jalle de Blanquefort, nous avons aussi constaté que le retrait de la mise sur le
marché du Méprobamate en Avril 2012 (Décision, 2012) était observable sur les niveaux de concentra-
tions de cette molécule en sortie de STEP et dans la riviére (Figure 76). Effectivement une diminution
des concentrations est observable en juillet 2012 par rapport a celles mesurées en décembre 2011
(conc. en sortie de STEP en décembre 2011 : 301,76 ng.L”" ; conc. en sortie de STEP en juillet 2012 :
119,58 ng.L™").
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Figure 76. Concentrations du Méprobamate quantifiées dans la STEP Cantinolle et 1a Jalle de Blanquefort en dé-
cembre 2011 et juillet 2012.

Pour conclure, ce travail a permis de mettre en place une méthode multi-résidus permettant de quanti-
fier 47 psychotropes dans différents échantillons d’eau (STEP et environnement). Cette méthode
n’utilise qu'une extraction sur cartouches Oasis MCX, suivie d’une analyse sur UPLC-MS/MS la ren-
dant rapide et sensible. De plus, cette sensibilité permet de détecter des composés a 1’état de trace dans
le milieu (quelques ng.L™").

Cette étude a aussi permis de retrouver des molécules qui n’avaient jamais été étudiées comme le Val-
promide, la Cyamémazine ou encore le Zopiclone. Mais aussi de quantifier & des concentrations non
négligeables des composés peu étudiés comme I’ Amisulpride ou la Lamotrigine.

Pour finir nous avons trouvé pour la premicre fois en France la Gabapentine qui est un antiépileptique
quantifié a des concentrations plus importantes que la Carbamazépine. Nos résultats sont en accord
avec 1’étude de Kasprzyk-Hordern et al. (2009) qui détecte ce composé dans des effluents urbains du
sud-ouest du Royaume-Uni, a des concentrations comprises entre 2592 et 15747 ng.L™".

La Gabapentine est un antiépileptique, I'un des psychotropes les plus consommé en France (680
mg/an/hab en 2012 et 723 mg/an/hab en 2015) avec le Lévétiracétam et la Carbamazépine. La forte
consommation de la Gabapentine peut étre expliquée par sa multiple utilisation en traitement seul ou
en complément d’autre traitement, pour : 1’épilepsie, les douleurs neuropathiques, les zona, les mi-
graines ou encore les bouffées de chaleur lors de la ménopause (Loprinzi et al., 2007 ; Toulis et al.,
2009 ;Vukovic et al., 2009). Ce psychotrope est aussi utilisé lors de traitement pour le cancer du sein
(Pandya et al., 2005 ; Bordeleau et al., 2010) et en prise unique en préopératoire pour réduire 1’anxiété
avant une opération et pour limiter I’intensité de la douleur et donc la consommation d’opioide ou
d’analgésique en postopératoire (Bossard et Bouhassira, 2006 ; Roosebeke, 2014).
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2. Développement d’une méthode d’échantillonnage pour les psychotropes :
le POCIS.

2.1 Introduction

Depuis quelques années, plusieurs échantillonneurs passifs ont été mis en place afin d’évaluer la con-
tamination du milieu aquatique en composés organiques et inorganiques. Ces outils ont été développés
afin d’abaisser les seuils de détection des polluants mais aussi pour obtenir une concentration moyenne
pondérée par le temps des contaminants.

Parmi ces dispositifs, il existe le POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler) qui est généra-
lement utilisé pour les molécules hydrophiles (log Kow entre 1 et 4) comme les médicaments et cer-
tains pesticides comme les triazines (Alvarez et al., 2005 ; Vrana et al., 2005 ; Mazzella et al., 2007 ;
Togola & Budzinski, 2007 ; Miege et al., 2012). Le caractere intégratif du POCIS lui permet de détec-
ter des composés présents a des concentrations inférieures aux limites de détection obtenues par préle-
vements ponctuels (Petty et al., 2004 ; Alvarez et al., 2005). Méme si cet outil est souvent utilisé a des
fins qualitatives, il peut aussi étre employé pour quantifier la contamination du milieu d’exposition.
Pour cela, un paramétre important est nécessaire, le taux d’échantillonnage qui est obtenu lors de cali-
brations en laboratoire et/ou sur le terrain et selon 1’équation suivante :

R = Cpocis X mpocis
R
Ceau X t

Equation 5

Ou R; : taux d’échantillonnage (Llj'l) ; Cpocys : concentration du composé dans le POCIS a un temps donné (pglg'l) s Mpocis -
masse de phase réceptrice présente dans le POCIS (g) ; C,q, . concentration du composé dans I'eau (ng.L™"); 7 : temps (j).

Cependant cet élément peut étre affecté par les variations d’exposition expérimentales et environne-
mentales (débit, température, salinité, biofouling, etc...) (Huckins et al., 1999 ; Mazzella et al., 2010).
Ainsi des composés de référence et de performance communément appelés PRC sont ajoutés a la
phase réceptrice contenue dans les POCIS avant exposition (Huckins et al., 2002). La dissipation des
PRC et ’accumulation des contaminants sont alors théoriquement affectées de la méme facon par les
conditions d’exposition, ce qui permet de corriger les R selon les équations ci-dessous, et de pallier
les différentes fluctuations.

In(C Cc .
K. prc = (€ racolCrrcw) Otl rrco ) Equation 6

Ou K, prc : constante d’élimination du PRC ; Cpgcy : concentration du PRC a t=0 (pg.g") ; Cpreyy : concentration du PRC a
un temps donné (ug.g™).

— Ko in situ .
Rs corrigé — Rs labo X ( Equatlon 7
Ke labo

Ou Ry jh : taux d’échantillonnage estimé en laboratoire ; Ry comige : taux d’échantillonnage corrigé ; K, jup, : constante
d’élimination du PRC en laboratoire ; K, ;, s, : constante d’élimination du PRC sur le terrain.
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In fine une concentration moyenne pondérée par le temps des contaminants peut étre obtenue a partir
de I’équation suivante :

C. = Crocis X mpocis
eau —
Ry corrigé Xt

Equation 8

La famille des psychotropes est de plus en plus étudiée car sa consommation ne diminue pas, surtout
pour les classes des antidépresseurs, des anxiolytiques et des benzodiazépines.

De plus, peu d’études ont été menées sur I’utilisation du POCIS pour détecter les psychotropes (Togo-
la et Budzinski, 2007 ; Belles, 2012 ; Aminot, 2013 ; Brieudes, 2014 ; Fedorova et al., 2014).

Ainsi, la seconde partie de ces travaux de recherche a consisté a calibrer le POCIS afin de qualifier et
quantifier la contamination en psychotropes dans les eaux de surface.

Les objectifs de cette étude étaient de :

- calibrer le POCIS en laboratoire afin d’obtenir des taux d’échantillonnage (calibration décrite
dans le Chapitre 2. Section 4.3.1).

- calibrer le POCIS sur le terrain afin d’essayer de corriger les R obtenus en laboratoire (cali-
bration décrite dans le Chapitre 2. Section 4.3.2) mais aussi de vérifier I’adéquation entre les concentra-
tions moyennes données par les POCIS et celles obtenues par échantillonnage ponctuel.

- utiliser les PRC pour corriger les R, obtenus lors des calibrations.

- appliquer le POCIS sur la Jalle de Blanquefort pour examiner la concentration en psycho-
tropes sur 28 jours d’exposition (prélévement décrit dans le Chapitre 2. Section 3.3 b).

Le protocole d’extraction des POCIS est décrit dans le Chapitre 2.Section 4.4.

Le Tableau 50 présente la liste des composés qui ont été étudiés lors des différentes calibrations et le
log Kow de chaque molécule.

Tableau 50. Liste des psychotropes calibrés avec les POCIS et leur log Kow.
Composés N° CAS Log Kow Composés N° CAS Log Kow
Zopiclone 43200-80-2 0,81 Maprotiline 10262-69-8 4,37
Nordiazépam 1088-11-5 3,21 Duloxétine 136434-34-9 4,2
Oxazépam 604-75-1 2,92 Anmitriptyline 50-48-6 4,81
Alprazolam 28981-97-7 2,37 Fluoxétine 54910-89-3 4,17
Bromazépam 1812-30-2 2,54 Doxépine 1668-19-5 3,84
Clobazam 22316-47-8 2,55 Clomipramine 303-49-1 4,88
Clonazépam 1622-61-3 3,15 Sulpiride 15676-16-1 0,22
Clorazépate 23887-31-2 3,21 Cyamémazine 3546-03-0 4,27
Diazépam 439-14-5 3,08 Tiapride 51012-32-2 0,53
Lorazépam 846-49-1 3,53 Amisulpride 53583-79-2 0,25
Flunitrazépam 1622-62-4 2,55 Pimozide 2062-78-4 5,83
Témazépam 846-50-4 2,79 Gabapentine 60142-96-3 -1,3
Prazépam 2955-38-6 3,86 Valpromide 2430-27-5 1,99
Mirtazapine 61337-67-5 3,21 Carbamazépine 298-46-4 2,77
Mihacipran 92623-85-3 1,42 Lévétiracétam 102767-28-2 -0,6
Venlafaxine 93413-69-5 2,74 Lamotrigine 84057-84-1 1,93
Miansérine 24219-97-4 3,83 Primidone 125-33-7 1,12
Amoxapine 14028-44-5 3,08 Méprobamate 57-53-4 0,93
Citalopram 59729-33-8 3,76 Buspirone 36505-84-7 1,78
Tianeptine 66981-73-5 1,53 Hydroxyzine 68-88-2 3,41
Paroxétine 61869-08-7 3,15 Méthadone 76-99-3 5,01
Imipramine 50-49-7 4,28
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2.2 Controdle qualité

Le contrdle qualité s’effectue par 1’évaluation des rendements de quantification pour chacun des com-
posés étudiés avec les POCIS. Ces rendements sont obtenus a partir d’un extrait de POCIS dopé artifi-
ciellement a une concentration connue. Les rendement de quantification sont exprimés en % et sont
déterminés en comparant la concentration obtenue calculée a la concentration initiale calculée.

Ce controle est aussi effectué par I’examen des limites de détection et de quantification méthodolo-
gique (LDM et LQM) calculées a partir des extraits de POCIS.

Ces parametres sont obtenus en dopant directement en composés d’intéréts la phase réceptrice du PO-
CIS, contenue dans une cartouche en verre entre 2 frittés. Les étalons internes choisis sont quant a eux
introduits directement dans le flacon d’élution.

Le Tableau 51 présente les données des rendements de quantification, des limites de détection et de
quantification des composés étudiés avec les POCIS.

Sur I’ensemble des molécules étudiées, 25 ont des rendements d’extraction compris entre 70 et 120%
(Figure 77). L’ utilisation de 7 étalons internes pour les 43 molécules étudiées avec le POCIS peut ex-
pliquer que certains d’entre eux aient des rendements de quantification inférieurs a 70% et supérieurs a
120%. De plus, I’hydrophilie de certains composés avec des coefficients de partage octanol/eau infé-
rieurs a 0 et aux alentours de 1 peuvent aussi expliquer les faibles rendements de quantification.

La Gabapentine et le Lévétiracétam ont été mis dans les calibrations laboratoires et ont été détectés sur
le terrain (échantillon ponctuel), cependant ils n’ont jamais été accumulés par les POCIS. Ce phéno-
mene est sirement en lien avec leur trés faible log Kow (inférieur a 0) et leur trés faible volume de
fuite. Ainsi aucune donnée de R, n’a pu étre générée pour ces deux composés.
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Tableau 51. Rendements de quantification et limites de détection et de quantification des composés étudiés.
Rendement de

Classes Composés quantification LDM LQM
thérapeutiques % (£ E-T) (ng.g™) (ng.g™)
(n=24)
Zopiclone 97 +24 0,17 0,55
Nordiazépam 62+ 14 0,01 0,04
Oxazépam 817 0,01 0,04
Alprazolam 78 + 18 0,05 0,16
Bromazépam 85+14 0,12 0,40
Clobazam 95 + 139 0,03 0,10
Benzodiazépines  Clonazépam 73+17 0,06 0,20
Clorazépate 72+ 17 0,005 0,02
Diazépam 88 + 10 0,04 0,12
Lorazépam 71 £33 0,10 0,32
Flunitrazépam 84 +6 0,01 0,04
Témazépam 87 £ 13 0,06 0,20
Prazépam 83+12 0,004 0,01
Mirtazapine 47 £ 16 0,04 0,12
Milnacipran 3113 0,01 0,04
Venlafaxine 99 + 31 0,01 0,04
Miansérine 37+ 18 0,04 0,15
Amoxapine 35+ 15 0,03 0,11
Citalopram 74 + 13 0,02 0,08
Tianeptine 30+ 13 0,02 0,05
Antidépresseurs Paroxétine 55+16 0,02 0,08
Imipramine 80+ 14 0,01 0,04
Maprotiline 32+10 0,01 0,02
Duloxetine 113+ 64 0,05 0,15
Anmitriptyline 68 £22 0,02 0,07
Fluoxétine 102 + 32 0,19 0,65
Doxépine 63+13 0,02 0,08
Clomipramine 92 +15 0,02 0,08
Sulpiride 62 £ 35 0,002 0,01
Antipsychotiques Cyamémazine 54 £ 16 0,002 0,01
- Tiapride 71 £ 43 0,01 0,02
Neuroleptiques  Amisulpuride 66 * 35 0,01 0,03
Pimozide 83+5 0,11 0,35
Gabapentine 40 £ 31 0,16 0,52
Valpromide 55+19 0,01 0,04
e Carbamazépine 103 £ 15 0,01 0,03
Antiépileptiques
Lévétiracétam 8 +7 0,07 0,23
Lamotrigine 142 £ 59 0,08 0,27
Primidone 95 +£45 0,01 0,04
Méprobamate 110 £ 24 0,20 0,66
Anxiolytiques Buspirone 60 £ 37 0,004 0,01
Hydroxyzine 626 0,03 0,09
SubSHtuls aux—  pihadone 87+ 16 001 0,02

opiacés
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Les limites de détection méthodologiques sont comprises entre 0,002 et 0,20 ng.g" et les limites de
quantification méthodologiques sont comprises entre 0,01 et 0,66 ng.g”". Sur les 41 molécules étu-
diées, 25 ont une LQM inférieure 4 0,1 ng.g', 14 ont une LQM comprise entre 0,1 et 0,5 ng.g”' et 4 ont
une LQM supérieure a 0,5 ng.g”'. Les psychotropes qui ont la limite de quantification méthodologique
la plus basse avec 0,01 ng.g"' sont le Sulpiride, le Buspirone, la Cyamémazine et le Prazépam. La li-
mite de quantification méthodologique la plus élevée est celle du Méprobamate avec 0,66 ng.g™.

Les limites de quantification atteintes par les POCIS exprimées en ng.g”"' de phase peuvent étre extra-
polées en une LQ en ng.L”" en utilisant la formule suivante :

_ L@pocis X Mppase .
LQextrapole’e = Roxt Equation 13
S

Ou LQ.yirapoice - limite de quantification extrapolée (nglL'l); LQppase : limite de quantification obtenue avec le POCIS
(ng.g") ; mpjas : masse de phase réceptrice présente dans le POCIS (0,2g) ; Rs: taux d’échantillonnage moyen (L.j");
¢ : temps d’exposition du POCIS (j).

Le Tableau 52 présente les LQ pocis €t les LQ expapoices POUr une exposition de 10 jours et de 30 jours
selon les composés (liée au taux d’échantillonnage et au régime d’accumulation de chacun des compo-
sés, voir Tableau 53) et les LQ obtenues avec un échantillon d’eau.

La comparaison des LQ obtenues a partir des échantillons d’eau avec les LQ exapoice €N ng.L'l, calcu-
lées a partir des LQ POCIS en ng.g”', montre que le caractére intégratif du POCIS permet d’abaisser
les limites de quantification et donc de trouver des composés a 1’état de trace dans le milieu aquatique
et qui ne peuvent pas étre retrouvés par échantillonnage ponctuel (exemples dans le Tableau 60).
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Tableau 52. Limites de quantification POCIS, taux d’échantillonnage (Rs), limites de quantification extrapolée et
limites de quantification eau pour les psychotropes étudiés.

thé r(;:)islfteitslue s Composés L(flzgp(g)i;S R, (L) LQ ecoapotee (1g.L™)  LQ eau (ng.L")
Zopiclone 0,55 0,80 30) 0,005 19
Nordiazépam 0,04 0,18 10} 0,004 0,5
Oxazépam 0,04 0,29 30) 0,001 04
Alprazolam 0,16 0,24 30) 0,004 19
Bromazépam 0,40 0,09 30) 0,029 1,8
Clobazam 0,10 0,16 (10)) 0,013 1,1
Benzodiazépines Clonazépam 0,20 0,28 30j)) 0,005 0,7
Clorazépate 0,02 0,09 30) 0,001 0,3
Diazépam 0,12 0,14 30)) 0,006 0,3
Lorazépam 0,32 0,17 10j) 0,039 1,8
Flunitrazépam 0,04 0,20 30) 0,001 1,3
Témazépam 0,20 0,16 30} 0,008 04
Prazépam 0,01 0,12 (30 ) 0,001 0,3
Mirtazapine 0,12 0,13 30) 0,006 0,7
Milnacipran 0,04 0,03 30) 0,008 0,1
Venlafaxine 0,04 0,12 30)) 0,002 0,2
Miansérine 0,15 - - - 0,8
Amoxapine 0,11 - - - 0,8
Citalopram 0,08 0,15 10)) 0,011 04
Tianeptine 0,05 - - - 0,7
Antidépresseurs Paroxétine 0,08 0,25 30) 0,002 1.3
Imipramine 0,04 0,18 30)) 0,001 0,2
Maprotiline 0,02 0,33 10} 0,001 0,5
Duloxétine 0,15 - - - 0,6
Anmitriptyline 0,07 0,19 30)) 0,002 1,1
Fluoxétine 0,65 0,17 30) 0,026 32
Doxépine 0,08 - - - 0,5
Clomipramine 0,08 1,04 (107) 0,001 0,1
Sulpiride 0,01 0,15 30)) 0,0003 0,1
Antipsychotigues ~ Cyamémazine 0,01 0,07 30)) 0,001 03
- Tiapride 0,02 0,14 30} 0,001 0,2
Neuroleptiques Amisulpuride 0,03 0,11 (10j) 0,006 0,3
Pimozide 0,35 - - - 