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Résumé

La surveillance des résidus de médicaments (RdM) ces dans les milieux aquatiques a commencé il y
a deux dizaines d'années, notamment en Amérique du Nord et Europe. Cependant, dans les pays du
Sud, notamment sur le continent africain, les informations scientifiques issues de [Ianalyse
bibliographique restent tres rares et ponctuelles. Cette constatation a permis de fixer le premier
objectif de cette thése : renseigner les niveaux de contamination des eaux de surface et des eaux
souterraines par les RdM dans une ville africaine soumise a une forte pression anthropique,
Yaoundé, au Cameroun, et rechercher les modalités d'exposition de la population humaine en
fonction des usages de l'eau dans cette ville. Le développement d'une méthode d'analyse
multiresidues de molécules méres et de métabolites nous a permis de diagnostiquer I'état de la
pollution des eaux. Des composés appartenant a quatre classes thérapeutiques ont été détectés
et quantifiés dans les eaux de surface, montrant des fortes concentrations en anti-inflammatoires
non stéroidiens. Les résultats ont révélé une contamination plus importante en milieu urbain
qu'en milieu péri-urbain et une contamination de I'eau souterraine par au moins un médicament.
L’étude des sources de cette contamination met en évidence l'absence d'assainissement
efficace et la diffusion de la contamination a travers les multiples latrines, drains et fosses
septiques. L'utilisation par la population des eaux souterraines comme alternative pour I'eau de
consommation génére en conséquence une exposition potentielle des populations aux RdM

présents dans ces milieux.

Les écosystemes aquatiques récepteurs, y compris le milieu marin, sont soumis a une présence de
RdM qui génere une exposition chronique des organismes aquatiques a ces substances. Cette
exposition se traduit soit par un métabolisme, rarement renseigné pour les espéces marines, ou bien
peut favoriser la bioaccumulation et interroge quand aux effets de RdM sur ces organismes non
cibles. Le deuxieme objectif de la thése a été d'améliorer les connaissances sur le métabolisme
des médicaments sur des organismes non cibles, plus spécifiquement de l'antidépresseur
venlafaxine chez Mytilus galloprovincialis. Une approche non ciblée appliquée sur les tissus
mous de moules exposées et de moules non exposées a la venlafaxine a permis de caractériser
par une approche sans a priori le métabolisme de cet antidépresseur chez la moule
méditerranéenne. En complément de cette approche non ciblée, une approche ciblée a été
conduite afin d'optimiser les méthodes d'extraction tissulaire sur les métabolites renseignés a ce
jour chez I'hnomme et chez la moule. Cette étude a identifié 4 métabolites de phase I. Au dela
des métabolites déja renseignés, deux nouveaux métabolites hydroxylés a différentes positions
au niveau de la structure de la venlafaxine ont été identifiés. Un de ces deux hydroxylés est le
principal métabolite chez notre organisme d’étude. Nos résultats ont mis en évidence des
différences dans le processus de biotransformation entre les humains chez qui le métabolite principal
est un métabolite déméthylé (ODV) et les moules, chez qui le métabolite principal est hydroxylé (OH-
VEN).



Abstract

Monitoring of drug residues (MDR) in aquatic environments began two decades ago, particularly in
North America and Europe. However, in the countries of the South, particularly on the African
continent, scientific information from the literature review remains very rare and ad hoc. This
observation made it possible to set the first objective of this thesis: to provide information on the levels
of surface water and groundwater contamination by MDR in an African city under high anthropogenic
pressure, Yaoundé, Cameroon, and to research the modalities of exposure of the human population
according to water uses in this city. The development of a multiresidue method for the analysis of
parent molecules and metabolites has enabled us to diagnose the state of water pollution.
Compounds from four therapeutic classes have been detected and quantified in surface waters,
showing high concentrations of non-steroidal anti-inflammatory drugs. The results revealed greater
contamination in urban areas than in peri-urban areas and groundwater contamination with at least
one drug. The study of the sources of this contamination highlights the lack of effective sanitation and
the spread of contamination through multiple latrines, drains and septic tanks. The population's use of
groundwater as an alternative for drinking water therefore generates potential exposure of populations

to the RoW present in these environments.

Receiving aquatic ecosystems, including the marine environment, are subject to the presence of MDR,
which generates chronic exposure of aquatic organisms to these substances. This exposure either
results in a metabolism, rarely known for marine species, or can promote bioaccumulation and raises
questions about the effects of MDR on these non-target organisms. The second objective of the thesis
was to improve knowledge of drug metabolism in non-target organisms, specifically venlafaxine
antidepressant in Mytilus galloprovincialis. A non-targeted approach applied to the soft tissues of
mussels exposed and not exposed to venlafaxine made it possible to characterize without a priori the
metabolism of this antidepressant in Mediterranean mussels. In addition to this non-targeted
approach, a targeted approach was conducted to optimize tissue extraction methods on metabolites
reported to date in humans and mussels. This study identified 4 phase | metabolites. In addition to
the metabolites already reported, two new hydroxylated metabolites at different positions in the
venlafaxine structure have been identified. One of these two hydroxylates is the main metabolite in our
study organism. Our results showed differences in the biotransformation process between humans in
which the main metabolite is a demethylated metabolite (ODV) and mussels in which the main
metabolite is hydroxylated (OH-VEN).
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Liste des Abréviations

ACN. Acétonitrile

AHFS. American Society of Health System Pharmacists
AINS. Anti-Inflammatoire Non Stéroidien

ATC. Anatomical Therapeutic Chemical

DCE. Directive Cadre sur I'Eau

DCSMM. Directive Cadre Stratégie pour le Milieu Marin

D.w. Distribution ratio octanol-water (coefficient apparent de distribution octanol-eau qui permet de
tenir compte les formes neutres et ionisées)

EIC. Extracted lon Chromatograms (Chromatogrammes d'ions extraits)
EPA. Environmental ProtectionAgency (Agence de Protection de I'Environnement)

EphMRA. European Pharmaceutical Marketing Research Association (Association Européenne de
Recherche en Marketing Pharmaceutique)

ESA-CCI. European Spatial Agency-Climate Change Initiative ( Agence Spatiale Européenne-Initiative
sur le Changement Climatique)
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HPLC. High Performance Liquid Chromatography (Chromatographie liquide haute performance)
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LC. Liquid Chromatography (chromatographie liquide)

LC-MS. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (Chromatographie liquide couplée a la
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RdM. Résidus de médicaments

SPE. Solid Phase Extraction (Extraction en phase solide)

STEP. Station de Traitement des Eaux Usées
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Lexique

Contaminant

Elément ou substance contenu dans I'environnement (air, eau, sédiments...) en quantité anormale (cet

a dire non naturelle) par rapport au bruit de fond naturel (Cabane, 2012).

Métabolites

Molécules issues du métabolisme des médicaments dans un organisme vivant. Ces molécules
peuvet étre actives et conserver un effet pharmacologique, inactives, réactives ou toxiques (Académie

Nationale de Pharmacie, 2019).

Polluant

Substance ou procesus de nature physique, chimique ou biologique introduits par I'homme et
susceptibles de contaminer les divers écosystéemes terrestres, limniques (relatif a I'ensemble des eaux

continentales) ou marins (Cabane, 2012).

Produit de transformation ou dégradation

Espéce chimique issue de la transformation du médicament ou de ses métabolites par des réactions
physico-chimiques non biologiques (photo-transformation, chimio-transformation, entre autres)

(Académie Nationale de Pharmacie, 2019).

Résidus de médicaments (RdM)

Ensemble des molécules (molécules parents, métabolites et produits de transformation) issues de la
production, de l'usage thérapeutique ou de I'élimination des médicaments destinés a usage

thérapeutique humain ou animal (Académie Nationale de Pharmacie, 2019)



Introduction géneérale

L'eau est a la base du développement. Des facteurs tels que la croissance démographique,
I'urbanisation et le développement économique générent une forte demande de ressources en eau
pour l'agriculture, lindustrie et I'énergie, contribuant ainsi a amplifier la pression actuelle sur les

ressources en eau.

Les activités humaines générent le rejet de polluants anthropiques qui contaminent les eaux de
surface et souterraines. Parmi les contaminants anthropiques, les produits pharmaceutiques sont
considérés comme contaminants ubiquitaires des milieux aquatiques (Bjorlenius et al., 2018; Deo,
2014; Sui et al., 2015). lIs s’agit des molécules biologiquement actives, congues pour agir sur des
cibles biologiques précises et comprennent une large variété de substances a usage humain et
vétérinaire (Académie Nationale de Pharmacie, 2019). Ceux utilisés chez I'homme, une fois
consommeés, métabolisés et excrétés sont rejetés dans les eaux usées domestiques. Ces rejets ainsi
que les rejets hospitaliers et industriels des usines de production pharmaceutique rejoignent la station
d'épuration (STEP), quand elles existent, pour étre traités (Ebele et al., 2017). Cependant, les stations
d'épuration les plus répandues, basées sur un traitement biologique, ne sont pas adaptées pour traiter
ce mélange complexe de substances (contenant des molécules parentes, des métabolites et des
produits de dégradation) de caractéristiques physico-chimiques trés variées (Margot et al., 2015). En
conséquence, nombre de ces substances sont finalement déversées dans les eaux superficielles.
Ainsi, les rejets d'eaux usées (traitées et non traitées) sont considérés comme la voie principale de la
contamination des milieux aquatiques par les résidus de médicaments (RdM) a usage humain.
D'autres voies de contamination par les RdM moins significatives correspondent a la contamination
des sols due aux sites d'enfouissement, a I'épandage de boues et a l'utilisation d'eaux usées traitées
provenant des STEP pour lirrigation. Les RdM peuvent rejoindre les eaux superficielles par le

ruissellement et les eaux souterraines par l'infiltration (Ebele et al., 2017; Li, 2014).

Une fois dans I'environnement, les RdM peuvent subir des processus de transformation abiotiques et
biotiques, dépendants de leurs propriétés physico-chimiques et des conditions environnementales
(Baena-nogueras et al., 2017; Kosjek et al., 2012; Yang et al.,, 2011). Malgré ces processus
d'atténuation naturels, les résidus de médicaments continuent a étre détectés dans les milieux
aquatiques a des concentrations pouvant générer des effets déléteres sur les organismes aquatiques

et exposant de fagon indirecte les populations humaines a ces composés.

Grace a l'amélioration de la sensibilit¢ des méthodes analytiques permettant de mesurer des
concentrations inférieures au ng/L (Alvarez-Mufoz et al., 2015b; Bjorlenius et al., 2018; Brieudes et
al., 2017), de nombreuses études ont déterminé I'occurrence, a niveau de traces (ng/L), des RdM
dans les eaux continentales en Europe et en Amérique du Nord (Hughes et al., 2013). Cependant,
dans les pays du Sud, notamment sur le continent africain, peu d’information est disponible (Fekadu et
al., 2019), ce qui justifie de poursuivre les efforts pour renseigner 'état de contamination des milieux

aquatiques par les RdM dans les conditions propres a ces pays. En effet, les conditions d’accés aux
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meédicaments et leurs usages différent de ceux renseignés en Europe et en Amérique du Nord, tout
comme les systemes de distribution d’eau potable et de collecte (ou de non collecte) des eaux usées.
L’étude des niveaux de contamination dans des situations hydrologiques locales prend alors tout son

sens car la pression exercée sur les eaux de surface et souterraines peut étre tres élevée.

Il convient de noter que les études en milieu marin sont les moins nombreuses; I'argument souvent
évoqué étant une probable faible concentration due a la dilution dans ce milieu dés les zones cbtieres
(Maruya et al., 2012). Cependant, ce milieu est exposé aux RdM a travers: 1) l'urbanisation des
zones cotiéres, 2) les sorties de STEP, dans le cas des émissaires en mer (Fenet et al., 2014), 3) les
activités maritimes et 4) les apports des bassins versants. Quelques travaux disponibles ont toutefois
permis de mettre en évidence que les médicaments sont présents dans ce milieu a des concentrations
allant de quelques nanogrammes par litre a quelques microgrammes par litre (Arpin-Pont et al., 2016).
Cela pose la question de I'exposition et des risques associés aux ds résidus de médicaments et de

leurs produits de transformation dans les organismes marins.

A fin de protéger les milieux aquatiques, quelques textes réglementaires ont été introduit en Europe et
aux Etats Unis. La Directive Cadre sur I'Eau (DCE) de I'Union Européenne, dans son rapport
"Directive 2013/39/EU", a intégré dans sa premiere "liste de surveillance" le diclofénac, le 17-3-
estradiol, le 17-a-ethinylestradiol et 3 macrolides afin de recueillir des données pour faciliter la
détermination des mesures appropriées pour traiter le risque présenté par ces substances (Collado et
al.,, 2014; Communauté Européenne, 2013). Cette liste de vigilance a été revue en Juillet 2018. Le
diclofénac a été retiré et deux antibiotiques ont été ajoutés (amoxiciline et ciprofloxacine) (Académie
Nationale de Pharmacie, 2019). De son coété, I'arrété du 7 aolt 2015, modifiant 'arrété du 25 janvier
2010, spécifique a la France, intégre dans sa liste de substances pertinentes a surveiller dans les
eaux de surface, les résidus de médicaments suivants: la carbamazépine et un des ses métabolites
(carbamazépine époxyde), libuprofene, le kétoproféne, Il'acétaminophéne, le sulfaméthoxazole,
l'oxazépam et le diclofénac. Aux Etats Unis, I'Environmental Protection Agency (EPA), en tant
qu'organisme de réglementation de la pollution des eaux usées et de I'eau potable aux Etats-Unis, a
ajouté a la liste des candidats aux contaminants de l'eau potable certains résidus de médicaments
(RdM) comme I'érythromycine, la nitroglycérine, la quinoléine, I'éthinylestradiol et autres hormones
utilisées dans les préparations pharmaceutiques. Concernant le milieu marin, des initiatives telles que
la Directive Cadre "stratégie pour le milieu marin" (DCSMM, 2008/56/CE) et la Convention pour la
protection de l'environnement marin de I'Atlantigue du Nord-Est (ou Convention OSPAR) ont des
objectifs communs pour la protection ou la restauration des écosystémes marins. Toutefois, seule
cette derniére initiative a inclus quelques produits pharmaceutiques dans sa liste de surveillance.
Malgré les efforts d'acquisition des données concernant I'occurrence et les effets des résidus de
médicaments dans I'environnement, l'intégration de ces composés dans les différents textes

réglementaires reste limitée et plus parcellaire en milieu marin

La présence constante de résidus de médicaments dans le milieu aquatique génére une exposition
chronique dans les écosystémes récepteurs. L'exposition continue des organismes aquatiques a ces

substances peut favoriser leur bioaccumulation (Howard et Muir, 2011) et interroge quant a leurs



impacts sur ces organismes non ciblés. La majorité des études s'intéressent a la détection et la
quantification des résidus de médicaments accumulés dans les organismes d'eau douce (Du et al.,
2012 ; Gelsleichter and Szabo, 2013 ; Liu et al., 2015), tandis que dans les organismes marins, les
informations disponibles restent limitées. Quelques travaux ont mis en évidence l'accumulation de
molécules méres et de leurs métabolites dans les tissus des organismes marins (Pazdro et al., 2015).
Cependant, peu d’études permettent de déterminer si l'origine de ces composés est le résultat d’'une
absorption directe ou du métabolisme de I'organisme marin. La caractérisation du métabolisme des
produits pharmaceutiques dans les organismes marins nécessite la réalisation d'expositions en
conditions controlées en laboratoire. Les profils métaboliques obtenus a partir de I'analyse des
organismes exposés et non exposés au(x) produit(s) pharmaceutique(s) permettent de mettre en
évidence des métabolites potentiels chez les organismes (Jeon et al., 2013). L'application d'une
approche non ciblée permet d'accéder a I'élucidation des structures de ces types de composés qui
n'étaient pas préalablement ciblées (Bonnefille et al., 2017). L'amélioration des équipements de
laboratoire pour I'acquisition de données et |'évolution des outils informatiques pour le traitement des

données rendent cette approche prometteuse dans ce domaine.

Compte tenu de ce qui précéde, les objectifs de ce travail de thése sont: 1) renseigner les niveaux de
contamination des eaux de surface et des eaux souterraines par les résidus de médicaments dans
une ville africaine soumise a une forte pression anthrophique et de rechercher les modalités
d'exposition indirecte des populations humaines en fonction des usages de I'eau. Ce travail a été
réaliser dans la ville africaine Yaoundé, au Cameroun et 2) d'améliorer les connaissances sur le
métabolisme des médicaments, notamment I'antidépresseur venlafaxine dans un organisme marin, la
moule afin d'identifier des métabolites qui pourraient étre impliqués dans des effets qui pourraient étre

observés. La problématique effet n'est pas abordée dans ce projet de these.

Pour répondre au premier objectif, nous avons développé une méthode d'analyse ciblée qui
comprend des produits pharmaceutiques et des métabolites appartenant a huit classes
thérapeutiques dans des matrices aqueuses pour I'appliquer a I'étude de la contamination des eaux
de surface et souterraines de la ville de Yaoundé, au Cameroun. En effet, le régime pluviométrique du
Cameroun, la densité humaine dans Yaoundé, le faible développement des réseaux d’assainissement
de la ville et la proximité de la nappe permettant I'accés a I'eau de consommation en font un site

d’étude de choix pour comprendre le transfert de la contamination par les produits pharmaceutiques.

Pour répondre au deuxiéme objectif, nous avons développé une approche non ciblée afin de
caractériser sans a priori le métabolisme de I'antidépresseur venlafaxine chez la moule
méditerranéenne Mytilus galloprovincialis. La venlafaxine est un inhibiteur de la recapture de la
sérotonine et de la noradrénaline, ce qui pourrait générer des effets délétéres chez la moule, comme
cela a déja été montré pour I'antidépresseur fluoxétine, un inhibiteur de la recapture de sérotonine
(Hazelton et al., 2013 ; Lazzara et al., 2012). Des études conduites in situ ont mis en évidence la
contamination de I'eau et de cet organisme par la venlafaxine et quelques uns de ses métabolites.

Cependant, seuls quelques métabolites connus chez 'homme disposant de standards analytiques ont



été étudiés a ce jour. L’étude en laboratoire du métabolisme par analyse non ciblée permettrait de
déterminer les métabolites produits par M. galloprovincialis exposé a une faible concentration de

venlafaxine et la recherche de métabolites jusqu’ici non renseignés.

Le premier chapitre de cette thése dresse un état de I'art non exhaustif sur les sources, les transferts
et l'occurrence des résidus de médicaments dans l'environnement aquatique avec une emphase

particuliére sur les milieux aquatiques africains et les organismes marins, les moules.

Le chapitre 2 comprend deux parties. Une premiére partie est consacrée a I'état des lieux non
exhaustif sur les développements méthodologiques ciblés qui ont été mis en place pour déterminer et
quantifier des résidus de médicaments et leurs métabolites dans I'environnement aquatique (milieu et
organismes), suivie de la démarche expérimentale appliquée. La deuxiéme partie de ce chapitre porte
également un état des lieux non exhaustif concernant I'approche non ciblée ainsi que la démarche

expérimentale mise en oeuvre.

Le chapitre 3 se focalise sur l'application de la méthode ciblée développée dans les matrices
aqueuses de Yaoundé (Cameroun), avec le but de générer le premier diagnostic de pollution des
rivieres et des eaux souterraines par les résidus de médicaments et de rechercher les modalités
d'exposition indirecte des populations humaines en fonction des usages de I'eau. Ce chapitre est
rédigé sous la forme d'un article scientifique : "Antropic impacts on Sub-Saharan urban water
resources through their pharmaceutical contamination (Yaoundé, Center Region, Cameroon)".

Le chapitre 4 est consacré a I'application d’une approche non ciblée pour caractériser la venlafaxine
et ses métabolites (en complément d'une approche ciblée) chez la moule méditerranéenne. Aussi, ce
chapitre est rédigé sous la forme d'un article scientifique : "Metabolism of Venlafaxine in the
Mediterranean Mussel (Mytilus Galloprovincialis) : combinations of targeted and non-targeted

approaches".

Finalement, le chapitre 5 est consacré aux conclusions et perspectives de ces travaux



Chapitre 1: Etat actuel de la
contamination de I'environnement
aquatique par les médicaments



1. Les médicaments

1.1 Classification et utilisation thérapeutique des médicaments

Selon le code frangais de la Santé publique, un médicament est: « toute substance ou composition
présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a I'égard des maladies
humaines ou animales, ainsi que toute substance ou composition pouvant étre utilisée chez 'hnomme
ou chez l'animal ou pouvant leur étre administrée, en vue d'établir un diagnostic médical ou de
restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en exergant une action

pharmacologique, immunologique ou métabolique »

Les médicaments peuvent étre classés selon la nomenclature chimique, la forme galénique, la classe
thérapeutique, etc. Parmi les méthodologies de classification se trouvent celles établies par:
I'American Society of Health-System Pharmacists (classification pharmacologique et thérapeutique
AHFS), I'European Pharmaceutical Marketing Research Association (EphMRA) et par I'Organisation
mondiale de la Santé (OMS) (classification Anatomical Therapeutic Chemical: ATC), cette derniére
étant la plus utilisée (Abou-atmé et al., 2006; Tollier et al., 2005). La classification ATC presente cinq

niveaux (Fig. 1) parmi lesquels se trouve la classe thérapeutique.
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Figure 1. Niveaux de la méthode ATC proposée par 'OMS: exemple de I'antiépileptique carbamazépine

En 1970, 'OMS crée une liste avec "les médicaments essentiels" pour prendre en considération les
besoins essentiels dans les pays du tiers monde. Parallélement, cette organisation internationale a
incité les pays développés a établir leur propre liste. L'OMS, a I'heure actuelle, recense 117 pays
ayant une liste. Parmi ceux-ci, il y a des membres de I'Union Européenne (la Bulgarie, la Slovaquie, la

Suede entre autres), des pays africains (le Cameroun, I'Ethiopie, I'Egypte, entre autres), des pays
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d'Oceéanie (le Kiribi et les lles Marshall et Salomon entre autres), des pays asiatiques (le Viét Nam, la
Thailande, la Chine entre autres), des pays de I'Amérique du Sud (I'Argentine, la Bolivie, le Brésil
entre autres), trois pays d'’Amérique Centrale (le Salvador, 'Honduras et le Nicaragua) et seulement le
Mexique comme pays d'Amérique du Nord (WHO, 2013). En 2017, la liste comporte 433
médicaments jugés essentiels pour répondre aux besoins de santé publique les plus importants au
monde. Plusieurs classes thérapeutiques ont été considérées dans la liste de médicaments

essentiels. Des exemples sont montrés dans le tableau 1.

1.2 Métabolisation des médicaments

Au cours de leur usage thérapeutique, les médicaments suivent différentes étapes dans l'organisme.
Quatre étapes sont identifiées: I'absorption, la distribution, le métabolisme et I'élimination. L'étape
d'absorption est le mécanisme par lequel le médicament passe de son site d'administration a la
circulation générale et pour cela, il devra traverser des membranes cellulaires. Une fois la circulation
sanguine atteinte, le médicament va se répartir dans des tissus et des organes. En fonction de leurs
caractéristiques chimiques, les médicaments peuvent ou non subir des transformations, afin de

faciliter leur élimination par la voie rénale ou la voie biliaire (LUllmann et al., 2003).

Les transformations sont principalement effectuées par réactions enzymatiques avec la finalité de
rendre la molécule plus hydrophile. Elles conduisent a la détoxication et la perte d'activité de la
molécule. Cependant, dans certains cas, les métabolites sont pharmacologiquement actifs,

responsables d'actions pharmacologiques (Kang et al., 2010).

Un médicament peut étre métabolisé dans au sein de différents tissus: les poumons, les reins,
l'intestin ou encore le foie, lieu principal de ces transformations. Classiquement deux types de
transformations sont distinguées: Phase | et Phase I, lesquelles peuvent étre séquentielles ou
indépendantes. Un métabolite assez hydrosoluble aprés la phase | peut étre excrété ou il peut subir
également une réaction de phase Il. Des réactions d'oxydation (prioritairement), de réduction et
d'hydrolyse constituent la phase | qui conduit a la formation de métabolites polaires avec des
groupements fonctionnels tels que des hydroxyles (-OH), des amines (-NH,), des carboxyles (-COOH)
entre autres. Si les métabolites de la phase | sont suffisamment polaires, ils peuvent étre facilement
éliminés. Cependant, la plupart des produits de la phase | ne sont pas éliminés rapidement et
subissent ensuite une réaction pour former des conjugués. C'est la réaction de phase Il. Les
réactions de conjugaison résultent en un transfert de groupements polaires sur la molécule comme la
glycine (glycoconjugaison), le sulfate (sulfoconjugaison), des radicaux (méthyl, acétyl, entre autres), et
I'acide glucuronique (glucuronoconjugaison), ce dernier étant le mécanisme principal (Parkinson,
1995).

Afin d’illustrer plus en détail le métabolisme d'un médicament, nous avons pris la venlafaxine comme
exemple (Fig. 2). Cette molécule qui est un inhibiteur sélectif de la sérotonine et de la noradrénaline
couramment prescrite dans le traitement de maladies psychiatriques comme la dépression
(principalement), les troubles anxieux généralisés et les troubles de panique, est fortement

métabolisée chez I'hnomme (Godoy et al., 2016; Gu et al., 2018).
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Tableau 1. Exemples de code ATC, classes thérapeutiques, structures chimiques, formules brutes et propriétés et usage thérapeutique de quelques médicaments

Médicaments

Examples de
code ATC'

Classe
thérapeutique

Structure chimique

Formule brute

Propriétés et usages thérapeutiques,2 et3

Carbamazépine

Acetaminophéne
(paracétamol)

Sulfaméthoxazole

Ciprofloxacine

Diazepam

Venlafaxine

Pravastatine

Aténolol

Buprénorphine

NO3AFO01

NO2BEO1

JO1ECO1

JOTMAO02

NO5BAO1

NOGAX16

C10AA03

C07AB03

NO2AEO1

Antiépileptique

Analgésique/Anti-
inflammatoire

Anti-infectieux

Antibiotique

Anxiolytique

Antidépresseur

Régulateur des
lipides sanguins

B-Bloguant

Substitutif aux opiacés

Ci5H12N20

‘g CsHoNO,

C10H1 1 N303S

J C17H18FN3O3

=N C15H13C|Nzo

C17H27NO,

C23H3607

C14H22N203

CZQH41NO4

Antiépileptique, neurotrope et psychotrope. Utilisé dans la prise
en charge de: douleurs neuropathiques, épilepsies, névralgies
faciales et troubles bipolaires.

Antalgique et antipyrétique. Utilisé, seul ou en association avec
d'autres principes actifs, dans la prise en charge de: douleurs
d'intensité légere a modérée, fievre

Anti-infectieux. Utilisé en association avec le triméthoprime dans
la prise en charge de: cystites, fievres typhoides, infections
digestives, infections respiratoires, otites, pneumocystoses,
prostatites, pyélonéphrites et sinusites

Antibiotique. Utilisé dans la prise en charge de: sinusites,
pneumonies, méningites a Neisseria meningitidis, des infections
bronchopulmonaires, intra-abdominales,ostéoarticulares,
urinaires, de la peau et des tissus mous, etc.

Myorelaxant, anxiolytique, sédatif, hypnotique, anticonvulsivant
et amnésiant. Utilisé dans la prise en charge d'anxiétés, crises
d'angoisse, convulsions fébriles chez I'enfant, delirium tremens,
états de mal épileptiques, inductions d'anesthésies générales,

prémédications d'endoscopies, sevrages alcooliques et tétanos.

Antidépresseur. Utilisé dans la prise en charge d'épisodes
dépressifs majeurs, phobies sociales, troubles anxieux
généralisés et troubles paniques.

Inhibiteur compétitif réversible et spécifique de la HMG Co-A
générant une diminution modérée de la synthese de cholestérol
intracellulaire et inhibiteur de la production des LDL. Utilisé
dans la prise en charge de: hyperlipidémies,
hypercholestérolémies, pathologies artérielles ischémiques et
patients a haut risque cardiovasculaire

Inhibiteur des récepteurs 1. Utilisé dans la prise en charge de:
angors, extrasystoles, fibrillations, flutters, hypertensions
artérielles, infarctus du myocarde et tachycardies.

Agoniste opioide p partiel. Utilisé dans la prise en charge de
dépendances aux opiacés comme I'héroine.

Sources: 1(WHO, 2018); 2(VIDAL France, 2019); s (Ldllmann et al., 2003)
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La venlafaxine (VEN) est principalement métabolisée dans le foie par deux enzymes du groupe des
cytochromes P450: CYP2D6 et CYP3A4, a travers des réactions de déméthylation et de
glucuronoconjugaison principalement et présente une excrétion urinaire comme composé inchangé
entre 1 et 10% de la dose administrée (Dziurkowska et Wesolowski, 2012; Sangkuhl et al. 2015). Son
principal métabolite, I'O-desmethylvenlafaxine (ODV) a une activité pharmacologique similaire a la
venlafaxine. Ce métabolite et sa forme conjuguée (glucuronide) ont un taux d'excrétion de 30% dans
l'urine. Des proportions plus faibles d'excrétion sont montrés par les métabolites N,O-
didesmethylvenlafaxine (NODDV) (7-12%) et sa forme glucuronide (NODDV-glucu) (5-7%), N-
desmethylvenlafaxine (NDV) (1%), N,N-didesmethylvenlafaxine (NNDDV) et N,N-didesmethyl-O-
desmethylvenlafaxine (NNDDODV), ces deux derniers avec seulement 1% d'excrétion (Howell et al.,
1993).

N—CH,
CH,
/
. Oxydation par
piston oo
VEN
HO
CH e
2 |
CH,
DV O-déméthylation N-déméthylation oH glucuronoconjugaison
N-déméthylati
éméthylation oDV
HO
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™
NH, T Me/N OH
OH CH, HOC
HO
Hm,—o
OH
OH .
NNDDV NODDV ODV-glucuronide
glucuronoconjugaison
HoN I.:H"
OH HM
O
HO;C o
HO Hmﬂ
OH
NNDDODV NODDV-glucuronide

Figure 2. Schéma du métabolisme de la venlafaxine chez I'homme

(VEN:venlafaxine, NDV:N-desmethylvenlafaxine, ODV:O-desmethylvenlafaxine, NNDDV:N,N-didesmethylvenlafaxine,

NODDV:N,O-didesmethylvenlafaxine, NODDV-glucuronide:N,O-didesmethylvenlafaxine glucuronide, ODV-glucuronide:O-

desmethylvenlafaxine glucuronide, NNDDODV:N,N-didesmethylvenlafaxine-O-desmethylvenlafaxine)
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Les réactions de métabolisation sont complexes et conditionnées d'autre part par les propriétés
physico-chimiques de la molécule active et des enzymes de détoxification. Un médicament peut étre
métabolisé par différentes voies et un produit du métabolisme peut étre commun a plusieurs
médicaments comme c'est le cas de I'oxazépam. Ce dernier est une molécule active et un métabolite
commun a plusieurs molécules actives telles que prazépam, diazépam, nordazépam et clorazépate
dipotassium (Besse et al., 2008) (Fig. 3) (Les carrés gris indiquent des molécules actives et les carrés

blancs indiquent les métabolites)

Clorazepate

Diazepam dipotassium
v
- Nordazepam
Prazepam »  Desmethyldiazepam < (Desmethyldiazepam)
Oxazepam »  Oxazepam

A4

Oxazepam glucuronide

I

excrétion dans I'environnement

Figure 3. Schéma des différentes sources d'oxazépam.

Nous pouvons également remarquer que l'oxazépam glucuronide est un métabolite commun a

plusieurs molécules parentes (Fig. 3).

Compte tenu de ce qui précéde, nous pouvons dire que les processus du métabolisme humain
conduisent donc a I'excrétion de mélanges complexes de composés parents/métabolites sous formes
libres ou conjuguées. Ces mélanges complexes ou résidus de médicaments sont rejetés dans les
eaux usées domestiques, qui constituent l'une des principales sources de contamination de

I'environnement aquatique, comme il sera expliqué dans la section suivante.

2. Apport de résidus de médicaments (RdM) a usage humain a I'environnement
aquatique

Plusieurs sources d'introduction de RdM a usage humain dans I'environnement sont connues (Fig. 4).
Une fois les médicaments consommés, métabolisés et excrétés par 'nomme, ils sont rejetés dans les
eaux usées domestiques. Le rejet de médicaments non utilisés et périmés via les éviers et les toilettes
contribue également a la présence de ces substances dans les rejets d'eaux usées domestiques. Ces
eaux usées rejoignent la station d'épuration (STEP) via un réseau d'assainissement. Les STEP

peuvent, également, recueillir les rejets hospitaliers et industriels des usines de production
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pharmaceutique. Cependant, les STEP n’étant pas congues pour le traitement optimal de ces RdM,

ils sont finalement déversés dans les eaux superficielles.

—¥ Transfert indirect Réseaux d'eaux usées

Domestique Industriel Hospitalier

-l Rejet direct Réseau

s d'assainissement
Milieu agueusx

Milieu solide H
[ Sourcedes médicaments Rejet direct
: Station
v d'épuration
Eaux <4——— Sortie
superficielles
Ruissellement
Eaux usées traitées
soug?’;g;nes pour irriguer
\ «— . Boues
Infiltration —— Sol <4———— Epandages
Lixiviation

enfouissement

Figure 4. Voies d'introduction de résidus de médicaments d'usage humain dans I'environnement aquatique.

Dans les zones non raccordées au réseau d'assainissement, ces rejets (domestiques, industriels et
hospitaliers) sont directement introduits dans I'environnement. Ainsi, les rejets d'eaux usées
contenant des RdM a usage humain sont considérés comme la voie principale de la contamination
des milieux aquatiques. D'autres voies de contamination par les RdM moins significatives
correspondent a la contamination des sols due aux sites d'enfouissement, a I'épandage de boues et a
l'utilisation d'eaux usées traitées provenant des STEP pour lirrigation. Les RdM peuvent rejoindre les
eaux superficielles par le ruissellement et les eaux souterraines par l'infiltration (Ebele et al., 2017; Li,
2014).

Le transfert constant de ces RdM au milieu aquatique leurs confere un caractére "pseudo persistant”

et génére une exposition chronique dans les écosystéemes récepteurs (Nikolaou et al., 2007).

La description des voies d'introduction de résidus de médicaments & usage humain dans
I'environnement aquatique met en évidence les éléments a considerer pour comprendre leur devenir

dans les milieux aquatiques et la problématique de I'exposition des organismes du milieu aquatique.
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Le développement de ces éléments nous permettra d'ilustrer I'état de contamination de

I'environnement aquatique (milieu et organismes) par les RdM.

21 Les eaux usées: source principale de la contamination par les RdM de
I'environnement aquatique.

Comme évoqué précédemment, les eaux usées contenant des RdM sont la source principale de la
contamination de I'environnement aquatique. Les rejets domestiques, industriels et hospitaliers
rejoignent les STEP, quand elles existent, pour étre traités. Cependant, les stations d'épuration
conventionnelles ne sont pas adaptées pour traiter ce mélange complexe de substances (contenant
des molécules parentes, des métabolites et des produits de dégradation) dues a la grande variabilité
de leurs caractéristiques physico-chimiques, ce que nous allons illustrer plus en détail dans la section

suivante.

Classiquement, le traitement des eaux usées se compose de quatre étapes successives que sont les
prétraitements (exemple dégrillage-tamisage), le traitement primaire (exemple sédimentation,
clarification), le traitement secondaire (biologiques), et le traitement tertiaire pour éliminer du
phosphore par exemple. Les deux premiers traitements tentent d'éliminer une partie des RdM
(principalement hydrophobes) adsorbés sur les particules et le traitement biologique permet, entre
autres, d'éliminer la plupart des RdM biodégradables (Margot et al., 2011; Yang et al., 2017). Par
conséquent, I'élimination des RdM dans les STEP est un processus complexe, qui dépend d'aspects
tels que, 1) les traitements spécifiques (biologiques ou chimiques) utilisés dans chacunes des STEP,
2) les propriétés physico-chimiques des RdM traités, comme la solubilité dans l'eau, la tendance a la
volatilisation ou a I'adsorption dans les boues actives et la dégradation par des processus abiotiques
et biotiques, 3) les conditions de fonctionnement telles que le temps de rétention hydraulique (HRT
pour son acronyme en anglais), le temps de séjour des boues et la cinétique de biodégradation et 4)
les conditions environnementales, telles que la température (efficacité moindre en période hivernale et
dans les climats froids), les conditions d'oxydoréduction (différentes efficacités de suppression entre
les conditions anaérobies et aérobies) et le pH (les variations du pH affectent la cinétique de réaction
des RdM) (Evgenidou et al., 2015).

Dans les STEP conventionnelles, une partie des RdM est éliminée pendant le traitement biologique
(boues activées), mais la plupart ne sont que partiellement ou pas complétement éliminées. A titre
d'exemple, la revue bibliographique effectuée par Margot et al. (2015) a montré un taux d'élimination
>80% pour les anti-inflammatoires/analgésiques ibuproféene et acetaminophéne, des valeurs
d'élimination entre le 30 et 70% pour le B-bloquant aténolol (41%), I'antidépresseur venlafaxine (40%)
et les antibiotiques/anti-infectieux ciprofloxacine (69%), ofloxacine (58%) et sulfaméthoxazole (44%).
Une élimination habituellement inférieure a 30 % a été observée pour I'antiépileptique carbamazépine
(16%), I'anti-inflammatoire/analgésique diclofénac (20%) et le B-bloquant propanolol (28%). La plupart
des RdM inclus dans cette revue ont une élimination moyenne inférieure a 50% (Margot et al., 2015).

Ces composés ont une faible volatilité et la plupart ont une solubilité élevée, une faible hydrophobicite,
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des coefficients de distribution octanol-eau (log Kow inférieurs a 3,0) qui montrent une faible
adsorption sur les particules et des valeurs de constante de dissociation ionique (pKa) inférieures au
pH des eaux usées qui favorisent la dissociation des RdM en phase aqueuse (Evgenidou et al., 2015;
Margot et al., 2015).

En ce qui concerne les métabolites, les données disponibles dans la littérature scientifique sur le taux
d'élimination dans les STEP sont rares et trés ponctuelles. Par exemple, une étude réalisée au
Canada a déterminé que les taux d'élimination des métabolites desmethylsertraline,
O-desmethylvenlafaxine, desmethylmirtazepine et desmethylfluvoxamine ainsi que leurs molécules
parentes étaient plus favorables avec les traitements secondaires qu'avec le traitement primaire
(Lajeunesse et al., 2012). Dans le traitement primaire, le métabolite ayant le taux d'élimination le plus
élevé était la desméthylsertraline (24%) et sa molécule parente sertraline (26%). Des taux
d'élimination plus faibles ont été observés pour les métabolites desméthylmirtazépine (7,5%) et
O-desméthylvenlafaxine (3%) et leurs molécules parentes mirtazapine (13%) et venlafaxine (14%)
respectivement. Par contre, avec les traitements secondaires, la desméthylmirtazépine était le
métabolite le plus éliminé (35%), suivie de la desméthylsertraline (23%), de la desméthylfluvoxamine
(15%) et de I'O-desmethylvenlafaxine (10%).

Enfin, I'existence possible de processus de déconjugaison devrait étre prise en compte dans
l'interprétation des taux d'élimination d'un RdM. Les métabolites conjugués pourraient subir un clivage
enzymatique dans les traitements secondaires en les convertissant sour la forme de la molécule
parente ou en formant de nouveaux produits de dégradation. En effet, cela a notamment été reportée
pour les hormones stéroidiennes (Ascenzo et al., 2003; Ternes, 1998). Ces hormones, excrétées
principalement sous forme conjuguée (glucuronide ou sulfate), perdent leur complexe au cours de leur
transport dans le réseau d'assainissement et dans les eaux brutes en entrée de STEP, grace aux
enzymes glucuronidase et sulfatase qui sont produites naturellement dans ces environnements par
diverses bactéries (Ascenzo et al., 2003). En revanche ce processus de déconjugaison est peu
documenté pour les autres classes thérapeutiques. Des études ponctuelles ont mis en évidence la
déconjugaison vers la molécule parente de I'anti-épileptique Iamotrigine—Nz-gIucuronide (Zonja et al.,
2015) et l'analgésique/anti-inflammatoire diclofénac acyl glucuronide (Osorio et al., 2014) au cours

d'un traitement biologique.

Compte tenu de ce qui précede, nous pouvons conclure qu'apres les traitements des eaux usées
dans les STEP, les rejets en sorties des STEP sont susceptibles de contenir des substances
parentes, des métabolites, des produits de dégradation, constituant un mélange complexe de RdM
(Bletsou et al., 2015; Tran et al., 2018; Yang et al., 2017) qui va étre déversé dans |'environnement

aquatique.

Le tableau 2 donne un apergu des valeurs mesurées en entrées et sorties de STEP pour les classes
thérapeutiques les plus étudiées par la communauté scientifique au cours de ces deux dernieres

décennies. Le tableau rassemble les données de revues de grands magazines disponibles dans la
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littérature complétés par des travaux spécifiques afin de rendre compte de la distribution de données
disponibles. Ces données sont rapportées pour 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et
Europe) ou les usages de médicaments, la gestion des eaux usées et la disponibilité des données
sont différents. La plus grande disponibilité de l'information provient des pays de I'hémisphére nord
alors que dans I'hémisphére sud l'information reste encore aujourd’hui limitée (exemple les pays
africains). Parmi les molécules étudiées, il apparait que la connaissance sur les métabolites et les
produits de transformation reste a renforcer. Seulement 18% des métabolites illustrés dans le tableau
2, ont fait I'objet d'une surveillance sur au moins deux continents. En Europe, 100% des métabolites

cités ont fait I'objet d'au moins une publication.

Les classes thérapeutiques, analgésiques/anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et
antibiotiques/anti-infectieux ont fait I'objet de nombreux travaux. L'ibuproféne, le kétoproféne et le
diclofénac sont régulierement mesurés dans les 4 continents a des concentrations d’une dizaine a des
centaines d'ug/L en entrée de STEP. Les concentrations mentionnées peuvent étre associées aux
habitudes de consommation. Les analgésiques/AINS sont largement utilisés dans la population
mondiale en raison de leur haute efficacité et de leur faible risque d'abus (He et al.,, 2017). Par
exemple, l'ibuproféne, largement utilisé pour soulager la douleur ou supprimer l'inflammation (voir
Tableau 1), est facilement accessible parce qu'il ne nécessite pas de prescription. Par contre, le
diclofénac et le kétoproféne nécessitant une ordonnance, sont moins fréquemment utilisés et se
retrouvent en plus faibles concentrations en entrées de STEP par rapport aux concentrations
mesurées pour l'ibuproféne. En sorties de STEP, le continent africain présente des concentrations
relativement élevées pour ces analgésiques/AINS par rapport aux concentrations mesurées dans des
STEP européennes. Ceci peut étre attribué au mauvais systéme d'assainissement ou a I'absence de

systéme d’assainissement dans les pays concernés (Madikizela et al., 2017).

Dans le cas des antibiotiques/anti-infectieux, des données sur la ciprofloxacine et la sulfaméthoxazole
sont disponibles sur les 4 continents. Des concentrations élevées de ciprofloxacine ont été mesurées
en entrée de STEP en Asie et en Amérique du Nord avec des valeurs maximales de 140 pg/L et 246
pg/L respectivement. La sulfaméthoxazole montre la plus forte concentration en Afrique (60 pg/L a
I'éntrée et 4,09 ug/L a la sortie de STEP). Dans le cas de I'ofloxacine, des concentrations similaires
ont été mis en évidence entre les continents asiatique et européen tant a I'entrée qu'a la sortie de
STEP.

Les molécules illustrées dans les autres classes thérapeutiques: anti-épileptiques, benzodiazépines,
antidépresseurs, régulateurs des lipides sanguins, substitutifs aux opiaces et un des B-bloquants ont
généralement montré des concentrations inférieures a la dizaine d'ug/L dans les 4 continents. Le (-
bloquant aténolol a été I'exception car il a été trouvé de fagon constante dans les entrées et sorties de

STEP a des concentrations plus élevées dans 3 continents (sauf Afrique).

L'analyse des données révele une variabilité des concentrations mesurées d'une région géographique
a l'autre, ce qui peut étre attribué aux différents profils de consommation de médicaments dans

chaque région, aux conditions climatiques (humides, séches, hivernales ou estivales), a la densité et a
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Tableau 2. Les niveaux de concentration en ug/L [min-max] de RdM en entrées et sorties de STEP sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Classe RdM Entrée Sortie Références Entrée Sortie Références Entrée  Sortie Références Entrée Sortie Références
thérapeutique (ug/L)  (uglL) (ug/L)  (uglL) (ug/L) (ugl/L) (ug/lL) (ug/L)

Anti-épileptiques Carbamazépine | <MQL- <MQL- (Subedietal., 2017; | <MQL- 0,028- (Rivera-Jaimes 0,350-  0,320- (K'oreje et al., 2016; | <MQL- <MQL- (Goémez et al., 2007; Paiga et al.,

18,5 0,90 Tran et al., 2018; 0,44 0,55 et al., 2018; 5,37 2,13 Matongo et al., 2015a, 3,1 4,60 2019; Radjenovic et al., 2007;

Zhang et al., 2018) Skees et al., 2015b; Mayoudom et Tran et al., 2018)
2018; Tran et al., al., 2018)
.................. e 2008) e
Analgésiques/ Codéine <MQL- <MQL- (Subedietal, 2017; | 0,077- 0,080- (Skees et al., - - - 0,08- 0,0097- (Bijlsma et al., 2012; Brieudes,
Anti- 0,28 0,21 Tran et al., 2018) 5,70 3,30 2018; Tranetal, 32,30 15,59 2014; Gémez et al., 2007;
inflammatoires 2018) Oliveira et al., 2015; Ostman et
al., 2014; Tran et al., 2018)
Codéine 63D - - - - - - - - - - 0,002- (Brieudes, 2014)
glucuronide 0,038

Ibuproféne <MQL- <MQL- (Subedietal,2017; | 0,37- 0,016- (Rivera-Jaimes | 1,36-221 0,34- (Madikizela et al., <MQL- <MQL- (Ferrando-Climent et al., 2012;
55,97 1,94 Tran et al., 2018) 45,00 14,60 etal, 2018; Tran 67,9 2017; Madikizela and 168 28 Gomez et al., 2007; Paiga et al.,

et al., 2018; Yu Chimuka, 2017, 2016; 2019; Radjenovic et al., 2007;

et al., 2006) Matongo et al., 2015a; Tran et al., 2018; Weigel et al.,

Mayoudom et al., 2018) 2004)
1-hydroxy- - - - - - - - - - ND- ND- (Evgenidou et al., 2015;
ibuprofene 6,840 1,41 Ferrando-Climent et al., 2012;
Weigel et al., 2004)
carboxy-ibuproféne - - - - - - - - - ND- ND- (Evgenidou et al., 2015;

38,40 10,65 Ferrando-Climent et al., 2012;
Weigel et al., 2004)

Kétoproféene <MQL- <MQL- (Tran et al., 2018; 0,06- 0,04- (Tran et al., 0,31-6,4 0,16- (Madikizela et al., <MQL- <MDL- (Paiga et al., 2019; Radjenovic
7,88 1,71 Zhang et al., 2018) 1,2 0,28 2018; Yu et al., 4,3 2017) 57 1,6 et al., 2007; Tran et al., 2018)
2006)
Diclofénac 0,013- <MQL- (Tran et al., 2018; 0,14- <MQL- (Rivera-Jaimes | 0,85-104 <LOQ- (K'oreje et al., 2016; <MQL- <MQL- (Gomez et al., 2007; Paiga et al.,
1,03 0,24 Zhang et al., 2018) 2,47 2,18 et al., 2018; Tran 20,8 Madikizela et al., 2017; 4,87 5,16 2019; Radjenovic et al., 2007;
etal., 2018; Yu Madikizela and Tran et al., 2018)
et al., 2006) Chimuka, 2017, 2016)
Acetaminophene | <MQL- <MQL- (Archana et al., 0,96- <MDL (Rivera-Jaimes 13,6 <MDL- (Matongo et al., 2015a, | 0,68- <LOD- (Gémez et al., 2007; Paiga et al.,
99,6 11 2017; Shraim et al., 14,9 et al., 2018; Yu 6,51 2015b) 512,8 4,3 2019; Petrie et al., 2017;
2017; Subedi et al., et al., 2006) Radjenovic et al., 2007)
2017; Zhang et al.,
e 2018) I _
Antibiotiques/ Ciprofloxacine 0,015- <MQL- (Archana et al., <MQL- <MAQL- (Tran et al., ND-27 0,07 (K'oreje et al., 2016; <MQL- <MAQL- (Paiga et al., 2019; Tran et al.,
Anti-infectieuse 140 58 2017; Tran et al., 246,10 0,62 2018) Madikizela et al., 2017; | 13,62 5,69 2018)
2018) Mayoudom et al., 2018)
Ofloxacine 0,055- 0,013- (Tran et al., 2018) 0,47- <MQL- (Tran et al., - - - <MDL- 0,071- (Paiga et al., 2019; Radjenovic
1,27 7,87 1,00 0,51 2018) 0,50 8,64 et al., 2007; Tran et al., 2018)
Sulfaméthoxazole | 0,003- <MQL- (Subedietal, 2017; | <MQL- <MQL- (Rivera-Jaimes | 0,162-60 <LOD- (Madikizela et al., <MQL- <MDL- (Paiga et al., 2019; Radjenovic
1,39 0,56 Tran et al., 2018; 4,20 1,80 et al., 2018; Tran 4,09 2017; Matongo et al., 11,55 0,54 et al., 2007; Tran et al., 2018)
Zhang et al., 2018) et al, 2018) 2015a, 2015b;

Mayoudom et al., 2018)

MQL: limite de quantification de la méthode; MDL: limite de détection de la méthode; LOQ: limite de quantification; LOD: limite de détection; ND: non détectable



Suite Tableau 2. Les niveaux de concentration en ug/L [min-max] de RdM en entrées et sorties de STEP sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Classe RdM Entrée Sortie Références Entrée Sortie Références Entrée Sortie Références Entrée Sortie Références
thérapeutique (ug/L) (ug/L) (ug/L) (ug/L) (ug/L)  (ugl/L) (ug/L) (ug/L)
. <MDL- 0,006- (Subedi et al., 0,0045- <LOQ- (K'oreje et | <MQL- 0,01- oo
Diazepam 0,085 0.10 2017) 0.005,3 0,030 (Skees et al., 2018) D-0,09 D al., 2016) 0.10 0,02 (Oliveira et al., 2015)
(Subedi et al (Bijlsma et al., 2012;
<MQL- <MDL- ) > 0,048- 0,047- <MQL- 0,05- Brieudes, 2014;
o Oxazepam 0,21 021 201 Wanget | 5a604 0,061 (Skees et al., 2018) - - - 028 4305  Oliveiraetal, 2015;
Benzodiazépines al., 2017) Ostman et al., 2014)
Oxazepam ) R R R B ) ) ) ) <MQL- 0,002- (Brieudes, 2014;
glucuronide 0,03 0,006 Oliveira et al., 2015)
<MDL- <MDL- (Subedi et al., 0,024- ) ) ) <MQL- <MQL- o
Lorazepam 0,095 0,047 2017) 0,036 0,017 (Skees et al., 2018) 0,05 0,05 (Oliveira et al., 2015)
(Lajeunesse et al., 2012; . Dt
Venlafaxine <MDL- <MDL-  (Subedi et al., 0,30- 0,34- Metcalfe et al., 2010; b b (Korejeet | 0,12- 0,17- ('Z{'Z:‘dggagf);ttﬁ:ga
0,076 0,018 2017) 2,99 5,50 Skees et al., 2018; Writer al., 2016) 0,64 1,560 ” .
al., 2017)
et al, 2013)
o N-desmethyl ) R R ND- ND- (Evgenidou et al., 2015; ) ) ) B )
Antidépresseurs venlafaxine 0,277 0,227 Metcalfe et al., 2010)
(Evgenidou et al., 2015;
O-desmethyl ) B B ND- ND- Metcalfe et al., 2010; ) ) 1,01- 0,189- (Brieudes, 2014;
venlafaxine 2,816 1,87 Oliveira et al., 2015; 48 1,87 Oliveira et al., 2015)
Writer et al., 2013)
(Kasprzyk-Hordern et
X Pravastatin - - - - - - - - - <0,060-  <0,060- al., 2009; Radjenovic
Régulateurs des 0,30 0,125 t al. 2007
lipides sanguins etal, )
Fenofibric acid - - - - - - - . B} 0N1D1-7 <8§298 (Evgegl(?%u) etal,
(Shraim et al.,
! . <MQL- <MQL-  2017; Subedi et 0,50- <MQL- } (Mayoudom | <MQL- <MQL- (Radjenovic et al.,
B-Bloquants Aténolol 294.7 740  al,2017;Tran | 264 14,2 (Tran et al., 2018) 0.427 etal, 2018) | 33,11 7,60  2007; Tran et al, 2018)
etal., 2018)
) B B B ) ) ) (Mayoudom |  0,12- 0,12- (Kasprzyk-Hordern et
Propanolol 0,298 etal, 2018) | 1,97 0,40 al., 2009)
) R B (Brieudes, 2014,
Buprenorphine - - - %%111(3 <LOQ (Skees et al., 2018) - - - <3A(?2L %%ﬂ‘; Oliveira et al., 2015;
’ ’ ’ Ostman et al., 2014)
Substitutifs aux | BuPrénorphine - - - - - - - - - - ND (Brieudes, 2014)
h glucuronide
opiaces ) ) <MQL- <MQL- .
Norbuprénorphine - - - - - - - - - 0.43 0.30 (Oliveira et al., 2015)
Norbuprénorphine ; . . . . ; ; ; ; <maL ; (Ostman et al., 2014)

glucuronide

MQL: limite de quantification de la méthode; MDL.: limite de détection de la méthode; LOQ: limite de quantification; LOD: limite de détection; ND: non détectable; D: détectable
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la taille de la population, au type d'échantillonnage et aux modalités de gestion des eaux usées (Tran
et al., 2018). Les travaux de recherche menés en la présence des RdM dans les eaux usées traités
temoiggent d'une occurrence ubiquitaire de RdM quelque soit le lieu de I'échantillonage. Les résultats
rapportés ici attestent que les RdM sont quantifiés en sorties de STEP sur les 4 continents, ce qui

indique que leur élimination est incompléte.

2.2 Autres sources potentielles de contamination par les RdM dans I'environnement
aquatique

Comme indiqué au début de la section 2, les sites d'enfouissement ou centre de stockage de déchets
ultimes sont considérées une source potentielle de RdM dans I'environnement (Fig. 4). Les sites
d'enfouissement sont les dépbts définitifs de divers déchets solides et semi-solides qui peuvent
contenir des RdM. Une fois éliminés dans I'enfouissement, les RdM peuvent étre dégradés par les
micro-organismes, adsorbés par les déchets solides, mais la plupart se dissolvent dans les lixiviats
(Musson and Townsend, 2009). Les conditions anaérobies dans l'enfouissement conventionnel
retardent la biodégradation des résidus de médicaments dans les lixiviats, favorisant leur persistance
(Erses et al., 2008). Une étude menée a Taiwan a identifié 19 RdM dans 4 lixiviats d'enfouissement.
Parmi les RdM, I'aténolol (concentration maximale (Cnmax) : 69,6 ng/L), I'ibuproféne (Cnmax : 834,5
ng/L), le kétoproféne (Cnmax : 206,1 ng/L), le diclofénac (Cnmax : 734,4 ng/L), la carbamazépine
(Cnmax : 45,6) et la codéine (Cnmax : 797,8 ng/L) ont été trouvés (Lu et al., 2016). Les lixiviats
provenant des sites d'enfouissement sont considérés comme une source de contamination des eaux
souterraines. Peng et ses collaborateurs (2014) ont montré la présence de RdM dans les eaux
souterraines prés de deux sites d'enfouissement municipales au sud de la Chine. Les RdM
comprenant des antibiotiques/anti-infectieux sulfaméthoxazole et ofloxacine ainsi que des
analgésiques/anti-inflammatoires ibuproféne et naproxéne dont les concentrations maximales étaient
respectivement de 124,5 ng/L ; 44,2 ng/L ; 57,9 ng/L et 86,9 ng/L (Peng et al., 2014).

Les eaux souterraines peu profondes peuvent étre contaminées par linfiltration d'eaux de surface
contenant des RdM. L'échange hydraulique latéral ou vertical permet de transférer les RdM vers les
eaux souterraines par la zone hyporhéique (la zone de transition entre les eaux de surface des cours
d'eau et les eaux souterraines) (Lewandowski et al., 2011). Une étude de Bradley et al (2014) a
montré que l'infiltration d'eaux de surface contaminées causait la présence des RdM comme la
carbamazépine et le sulfaméthoxazole dans les eaux souterraines peu profondes a des

concentrations supérieures a 20 ng/L (Bradley et al., 2014).

3. Le transfert et la transformation des RdM dans I'environnement aquatique
par des processus abiotiques et biotiques

Comme nous l'avons écrit précédemment, en sortie de station d'épuration, tous les RdM ne sont donc
pas éliminés. Les eaux traitées et les eaux non traitées, déversées systématiquement dans le milieu
récepteur (eaux superficielles), introduisent un grand nombre de molécules (des parents, des
métabolites et des produits de transformation), dont beaucoup ne sont pas clairement identifiées. Le

devenir de ces RdM dans l'environnement aquatique est dépendant de leurs propriétés physico-

31



chimiques (solubilité, log Kow, pKa,...), ainsi que des processus abiotiques et biotiques susceptibles
d'entrainer leurs transformations. Ces processus jouent un réle central dans l'atténuation naturelle des

RdM, comme nous allons le décrire ci-dessous.

3.1 Des processus abiotiques
Les RdM vont étre naturellement atténués avec les processus de dilution et diffusion, hydrolyse,

volatilisation et principalement par adsorption et photodégradation.

Les processus d’adsorption sont complexes et font intervenir différents mécanismes en fonction des
caractéristiques des molécules et des matiéres solides. Si le compartiment liquide a été le plus étudié
pour les RdM en raison de leur caractéristique hydrophile pour beaucoup d’entre eux, il apparait que
le compartiment solide est aussi a considérer pour certaines molécules et qu'’il contribue au transport
et au piégeage de certains RdAM. Une étude réalisée par Yang et al. (2011) a montré que les colloides
peuvent adsorber jusqu'a 40% de la concentration présente dans le milieu, des molécules propranolol,
tamoxiféne et iodométhacine. Des pourcentages plus faibles d'adsortion ont été déterminés pour le
sulfaméthoxazole (maxim. 12%) et diclofénac (maxim. 18%) (Yang et al., 2011). DG au caractere
ionisable des RdM, leur adsorption dans les matieres solides est régie par plusieurs interactions telles
que des liaisons hydrogéne, des interactions électrostatiques, des interactions d'échange ionique et
des interactions hydrophobes (Lara-martin et al., 2014). Ferreira da Silva et al. (2011) ont mis en
évidence que les RdM famotidine, timolol et nadolol ont eu une forte tendance a se lier aux matiéres
en suspension. Les valeurs élevées de pKa indiquent que ces composés sont chargés positivement
aux conditions de pH de I'eau de riviére et que des interactions cationiques, des complexations et des
liaisons hydrogénique peuvent favoriser leur liaison avec les matiéres en suspension (Ferreira da
Silva et al., 2011). Cependant, il ne faut pas oublier que ce processus d'adsorption dépend aussi des
propriétés des matiéres solides tels que la dimension des particules, la teneur en carbone organique,
d'argile et de métal, entre autres, ainsi que des conditions du milieu comme la salinité, le température
et le pH (Al-Khazrajy and Boxall, 2016). Wang et al. (2010) ont étudié I'adsorption de la tétracycline
dans les sédiments marins a différentes conditions (pH, salinités et températures). lls ont déterminé
qu'en augmentant les valeurs de pH, salinité et température, le processus d'adsorption diminue dans
les sédiments marins (Wang et al., 2010). Dans I'ensemble, les résultats démontrent la complexité
des processus qui entrainent I'adsorption des RdM dans les matiéres solides et mettent en évidence

la difficulté d'évaluer le devenir environnemental de ces molécules.

La photodégradation causée par lirradiation solaire est considérée comme une voie majeure de
I'élimination des RdM dans l'environnement et en particulier ceux qui ont été congus pour étre
résistants a I'hydrolyse (Nikolaou et al., 2007). Deux types de processus de phototransformation
peuvent étre distingués: directe ou indirecte. Dans la photolyse directe, la molécule est excitée par

I'absorption d'un photon résultant en une réaction chimique, généralement une oxydation (Dabrowska
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and Namiesnik, 2004). Au cours de la photodégradation indirecte, un photosensibilisateur naturel
(exemple des nitrates et des acides humiques) absorbe la lumiére et forme des intermédiaires
radicalaires trés réactifs (O ® O, ¢, HO *) ou encore des peroxydes (R-O-O-R) qui réagissent sur les
composeés ciblés (Remucal, 2014). Les photosensibilisateurs peuvent fonctionner comme activateurs
ou comme protecteurs selon la molécule ciblée. Par exemple, les substances humiques présentes
dans l'eau accélérent la photodégradation de la fluoxétine (Kwon and Armbrust, 2006), le
sulfaméthoxazole, l'acide clofibrique, l'ofloxacine et le propranolol (Andreozzi et al., 2003) mais
ralentissent celle de la paroxétine (Kwon and Armbrust, 2004), la carbamazépine et le diclofénac
(Andreozzi et al., 2003). Les deux mécanismes de photolyse dépendent des variations de l'intensité
du rayonnement solaire selon la latitude et la saison (Andreozzi et al., 2003; Jasper and Sedlak,
2013). Des études ont mis en évidence que des RdM comme le diclofénac (Kim and Tanaka, 2009),
le kétoprofene (Kim and Tanaka, 2009; Lin and Reinhard, 2005), le sulfaméthoxazole (Baena-
nogueras et al., 2017) et le lorazépam (Calisto et al., 2011) sont rapidement photodégradables (temps
de 1/2 vie: ty2 < 1 jour). Une résistance modérée a la photodégradation a été observée pour les
molécules oxazépam (ti2: 4 jours) et diazépam (ti0: 7 jours) (Calisto et al., 2011) tandis que les
molécules comme la carbamazépine et I'acide clofibrique sont trés difficiles a photodégrader (t1/2: >
100 jours) (Andreozzi et al., 2003). Il est a noter que divers produits de transformation pouvant
résulter du processus de photodégradation d'un composé ciblé, peuvent étre plus toxiques et
biologiquement actifs que leurs molécules parentes (Bergheim et al., 2014). Par example I'acridine,
produit de la photodégradation de la carbamazépine est connue pour avoir une activité mutagéne et

cancérogéne (Chiron et al., 2006).

3.2. Des procesus biotiques: la biodégradabilité
En plus de l'adsorption et de la photodégradation (processus abiotiques), la biodégradabilité est

considérée comme un important atténuateur naturel des RdM.

Les bactéries ou microorganismes naturels du milieu récepteur consomment les produits organiques,
en l'occurrence des RdM, et s'en servent comme une source d'énergie pour se développer. Dans ce
processus, les RdM subissent des réactions qui entrainent la formation de produits de transformation
(Ebele et al., 2017). Etant donné que la biodégradabilité implique des réactions enzymatiques
spécifiques aux structures chimiques, ce processus est trés variable entre les RdM (Onesios et al.,
2009). Par exemple, une étude faite dans les eaux estuariennes et cotieres a montré que les
molécules comme la carbamazépine (t1o: > 96 jours) et le sulfaméthoxazole (t;,: > 85 jours) ont une
résistance élevée a la dégradation bactérienne tandis que I'acétaminophéne (t,,: < 11 jours) est plus
labile (Benotti and Brownawell, 2009). Baena-Nogueras et al. (2017) ont determiné une demi-vie
similaire pour l'acétaminophéne (8 jours) dans I'eau de mer (Baena-nogueras et al., 2017). Dans la
méme étude, les molécules kétoproféne et carbamazépine se sont révélées non biodégradables.
Compte tenu des données ci-dessus, la carbamazépine et le sulfaméthoxazole ont montré une forte
persistance dans les eaux de surface. Dans les eaux souterraines, les microorganismes sont limités
en nombre, en diversité et en activité biologique en raison de I'existence de conditions redox variables

par rapport aux eaux de surface (Lapworth et al., 2012). Par conséquent, les RdM peuvent subir une
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dégradation incompléte dans ce milieu et devenir des produits de transformation potentiellement
dangereux, ou méme rester inaltérés dans les eaux souterraines pendant de longues périodes (Sui et
al., 2015). Par exemple, le diazépam peut subir une biodégradabilité partielle générant de
l'oxazépam, du témazépam, du nordazépam et deux autres produits (Kosjek et al., 2012). Ainsi, les
produits résultant de ce processus biotique peuvent eux-mémes étre persistants ou labiles, actifs ou

non actifs. Cela augmente le nombre de molécules présentes dans le milieu.

En général, bien que l'atténuation naturelle soit I'un des processus essentiels pour éliminer la
concentration de RdM dans l'environnement, le résultat est insatisfaisant. Certains d'entre eux
peuvent étre partiellement éliminées par atténuation naturelle, tandis que certains RdM sont résistants

a la dégradation et persistants dans I'environnement.

4. Occurrence des RdM dans les eaux de surface et les eaux souterraines

4.1 Les eaux de surface

Malgré les différents types de dégradation susceptibles de se produire dans I'environnement, ces
processus ne suffisent pas a compenser I'apport continu des RdM dans les eaux de surface, leur
présence dans ce milieu ayant montré dans I'ensemble des continents. Le tableau 3 illustre les
concentrations maximales rapportées pour les classes thérapeutiques les plus étudiées par la
communauté scientifique dans ce milieu selon 4 continents (Europe, Afrique, Amérique du Nord et
Asie). Ces données démontrent que le niveau de contamination des eaux de surface et la diversité
des molécules rencontrées sont différents selon les continents. Par exemple, parmi les RdM
appartenant a la classe thérapeutique analgésique/AINS, en Asie, les concentrations variaient de 0,4
ng/L (kétoprofene) a 1 417 ng/L (ibuproféne), tandis qu'en Europe, la variation était de 1,8 ng/L
(codéine) a 2382 ng/L (acétaminophéne), en Amérique du Nord de 0,050 ng/L (kétoprofene) a 508
ng/L (acétaminophéne) et en Afrique de 730 ng/L (diclofénac) a 84600 ng/L (ibuproféne).
L'lbuproféne, le diclofénac et I'acétaminophéne sont les molécules les plus étudiées de cette classe
thérapeutique sur les 4 continents avec au moins trois publications chacune. En Afrique, de plus
hauts niveaux de contamination de ces trois molécules par rapport aux autres continents ont été
signalés. Les concentrations maximales d'ibuprofene, diclofénac et acétaminophéne rencontrées
dans les eaux de surface africaine étaient ~113 fois, ~3 fois et ~44 fois plus élevées que les
concentrations maximales rapportées dans les études européennes. Dans le cas de l'ibuproféne, une
étude de Matongo et al. (2015b) suggére que la forte concentration de ce médicament (84 600 ng/L)
dans les eaux de surface de Msunduzi est associée au nombre élevé d'habitants dans les zones
urbaines (300 000 habitants), a la facilité d'accés a ce médicament et donc de son utilisation car il
peut étre acheté sans ordonnance et par conséquence a son faible taux d'élimination dans la STEP
dd aux hautes concentrations présentes dans le traitement des eaux usées urbaines. Cette analyse
n'est pas exhaustive mais reflete des disparités entre continents tant en terme d'accessibilité de
médicaments, de pression anthropique et de saturation des systémes de traitements. Des molécules

pourtant  biodégradables  se retrouvent  aussi a des  concentrations  élevées.
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Tableau 3. Concentrations en ng/L de RdM dans les eaux superficielles sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Classe RdM n?ar;( Lieu (riviére, Références n?ar;( Lieu (riviére, mer, Références r:ar;( Lieu (riviére, Références rr?ar;( Lieu (riviére, Références
thérapeutique (ngIL) mer, estuaire) (ng/L.) estuaire) (nglL.) mer, estuaire) (nglL.) mer, estuaire)
Anti- Carbamazépine | 8,80 Bangldesh (Hossain et al., | 9,39 Etats Unis (Bean et al., 430 Kenya (riv (K'oreje et al., 8 Espagne (Mer  (Gros et al., 2012)
épileptiques (riv 2018) (riv Delaware) 2018) Ngong') 2016) Méditerranée)
Brahmaputra)
12 Japon (riv (Nakada et al., | 14,8 Etats Unis (riv (Conley etal., | 1650  Afrique duSud (Matongo et 81 Allemagne (Hummel et al.,
Tone) 2007) Tennessee) 2008) (riv Umgeni) al., 2015a) (plusieurs riv) 2006)
16,1 Inde (riv (Sharmaetal., | 130 Etats Unis (stream (Alvarez et 3240  Afrique duSud (Matongo et 41 Espagne (riv (Gros et al., 2012)
Ganges) 2019) New Jersey) al., 2005) (riv Msunduzi) al., 2015b) Onyar)
3,83 Taiwan (estu) (Jiang et al., 147  Etats Unis (plusieurs (Ferrer et al., - - - 4,9 Espagne (Moreno-Gonzalez
2014) riv Colorado 2010) (Lagune et al,, 2015)
Mar menor)
75,5 Chine (riv (Wu et al., 87,7  Etats Unis (ruisseau (Skees et al., - - - 11,9 Espagne (riv (Lopez-Serna et
Huangpu) 2015) et riv Four) 2018) Ebro) al., 2012)
68 Corée du Sud (Yoon et al., 36 Mexique (riv (Rivera- - - - 178,7 Espagne (riv (Lopez-Roldan et
(riv Han) 2010) Apatlaco) Jaimes et al., Llobregat) al., 2010)
2018)
ND Chine (riv (Xie et al., 0.650 Canada (riv Detroit,  (Metcalfe et - - - 31,8 France (riv (Brieudes et al.,
Pearl) 2019) g et autres) al., 2010) Seine) 2017)
- - - 114 Etats Unis (riv (Zhang et al., - - - 684 Royaume-Uni (Kasprzyk-
Mississippi) 2007) (riv Taff et riv Hordern et al.,
Ely) 2008)
- - - - - - - - - 178 Italie (estuaire (Madureira et al.,
Douro) 2010)
Analgésiques/ Codéine 63,6 Taiwan (estu) (Jiang et al., <240 Etats Unis (stream (Alvarez et - - - 13,8 France (riv (Brieudes et al.,
Anti- 2014) New Jersey) al., 2005) Seine) 2017)
inflammatoires - - - ND Etats Unis (plusieurs (Ferrer et al., - - - 4,0 Croatie (riv (Krizman-Matasic
riv Colorado 2010) Sava) et al,, 2018)
- - - 45,9 Etats Unis (Skees et al., - - - 2 Espagne (Gros et al., 2012)
(ruisseau et riv Four) 2018) (Mer
Méditerranée)
- - - - - - - - - 19 Espagne (riv (Gros et al., 2012)
Onyar)
- - - - - - - - - 1.8 Espagne (Moreno-Gonzalez
(Lagune et al., 2015)
Mar menor)
- - - - - - - - - 94 Allemagne (Hummel et al.,
(plusieurs riv) 2006)
- - - - - - - - - 815 Royaume-Uni (Baker and
(riv Calder) Kasprzyk-Hordern,
2011)
- - - - - - - - - 599 Royaume-Uni (Kasprzyk-
(riv Taff et riv Hordern et al.,
Ely) 2008)

ND: non détectable
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Suite Tableau 3. Concentrations en ng/L de RdM dans les eaux superficielles sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
. . Cn . . Cn . . Cn . .
Classe RdM Cn max. Lieu (riviere, Références max Lieu (riviére, Références | max Lieu (riviere, Références | max Lieu (riviére, mer, Références
thérapeutique (ng/L) mer, estuaire) | mer, estuaire) \  mer, estuaire) | estuaire)
(ng/L) (ng/L) (ng/L)
Codéine 68D . ) (Brieudes et al.,
glucuronide - - - - - - - - - 3,17  France (riv Seine) 2017)
. Etats Unis Afrique du Sud  (Madikizela
51 Co(rr‘i’f ﬂ:ns)“d <Y°§81%t) al. | g (stream New (Q‘l"’zrgg;t 11400 (riv and Chimuka, | 16 ',\EAZ%‘:‘tge’:fag\gZ; (Grggfzt)a"’
Jersey) N Mbokodweni) 2016)
. . Rivera- . .
) (Jiang et al., Mexique ( h Afrique du Sud  (Matongo et Espagne (riv (Gros et al.,
12,1 Taiwan (estu) 2014) 28 (v Apatiaco)  Ames Be)t 84600 i Msunduzi)  al., 2015b) | 380 Onyar) 2012)
Etasts Unis et (Ferrando-
22,85 Inde (riv (Sharma et ND .Cz.ane?dal (riv (Boyd et al., 62000 Afr!que du Syd (Matongo et 750 Espagne (riv Ter) Climent et al.,
b e Ganges) al., 2019) Mississippi et lac 2003) (riv Umgeni) al., 2015a) 2012)
uprotene Pontchartrain)
Canada (riv .
. . ] Afrique du Sud . . (Kasprzyk-
<L0Q Japon (riv (Nakada et 0,790 Detroit, Hamilton  (Metcalfe et 2570 (estuaire (Gumbi et al., 100 _Royaume_—Unl Hordern et al.,
Tone) al., 2007) Harbour et al., 2010) U . 2017) (riv Taff et riv Ely) 2008
autres) mgeni) )
Chine (riv (Xie et al., Etats Unis (riv (Zhang et Kenya (riv (K'oreje et al., . ) (Brieudes et al.,
Analgésiques/ ND Pearl) 2019) 34 Mississippi) ~ al., 2007) | 17440 Ngong') 2016) 23,7 France (riv Seine) 2017)
Anti- 1417 Chine du Sud (Peng et al,, R R R 490 4 Espagne (riv (Lopez-Roldan
inflammatoires (riv Pearl Delta) 2008) ’ Llobregat) et al., 2010)
1-hydroxy- (Ferrando-
ibu yrofér?le - - - - - - - - - 560 Espagne (riv Ter) Climent et al.,
P 2012)
carboxy- (Ferrando-
ibu rofé);e - - - - - - - - - 3950 Espagne (riv Ter) Climent et al.,
p 2012)
carboxy- . . (Brieudes et al.,
ibuproféne - - - - - - - - - ND France (riv Seine) 2017)
. . (Rivera- Afrique du Sud . .
23,3 Taiwan (estu) (Jiang etal, ND ‘MeX|que Jaimes et 9220 (riv Henley (Gumbi etal., 36,5  France (riv Seine) (Brieudes et al.,
2014) (riv Apatlaco) 2017) 2017)
al., 2018) dam)
Canada (riv (Kasprzyk-
Kétoprofene Inde (riv (Sharma et Detroit, Hamilton  (Metcalfe et ) ) R Royaume-Uni
P 107 Ganges) al, 2019) | 9050 Harbour et al.,, 2010) 14 (v Taff et riv Ely) H”";ggge)t al,
autres)
0.4 Chine (riv (Xie et al., B B B ) ) B ND Espagne (riv (Lépez-Roldan
’ Pearl) 2019) Llobregat) et al., 2010)

LOQ: limite de quantification; ND: non détectable
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Suite Tableau 3. Concentrations en ng/L de RdM dans les eaux superficielles sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Classe RdM m(;r)‘( Lleun(l:_\rllere, Références m(;r)‘( Lieu (riviére, Références mc:): Lieu (riviére, Références m(;r)‘( Lieu (riviere, Références
thérapeutique (ng/L) esmre) (ng/L) mer, estuaire) (ng/L) mer, estuaire) (ng/L) mer, estuaire)
. (Jiang et al., Etats Unis (Bean et al., Kenya (riv (K'oreje et al., Espagne (Mer (Gros et al.,
82,7 Taiwan (estu) "5 <MDL i Delaware) 2018) 730 Ngong') 2016) 4 Méditerranée) 2012)
) . . ) Afrique du Sud  (Madikizela .
N3 Gamges)  aow | B (wapstaco slanzoy | 0% v o endChimia | sz SRS GRE
N Chine (riv (Xie et al., Canada (riv . . . . .
Diclofénac ND Pearl) 2019) Detroit, 1010 Afrlque du Sud (Gumbi et al., 59.4 France (riv Seine)  (Brieudes et al.,
. (Metcalfe et al., (riv Nagle dam) 2017) 2017)
0,194 Hamilton . B} ;
. 2010) Espagne (riv (Lépez-Roldan et
3,3 Japon (riv (Nakada et Harbour et - ) } 358,1 Liobregat) al., 2010)
Tone) al., 2007) autres) 9 "
. ini (Kasprzyk-
- 3p CoréeduSud (Yoonetal, | 4, Etats Unis  (Deo, 2014) - - - 261 Royaume-Uni e etal,
Analgésiques/ (riv Han) 2010) (riv Taff et riv Ely) 2008)
Anti-
: . L Etats Unis . S
inflammatoires 417 India (riv (Sharma et ND (plusieurs riv (Ferrer et al., 106970 Kenya ('rlv (K'oreje et al., 23 Es'pggne (Mer (Gros et al.,
Ganges) al., 2019) Colorado 2010) Ngong') 2016) Méditerranée) 2012)
. (Jiang et al., Etats Unis (Bean et al., Afrique du Sud  (Matongo et Espagne (riv (Gros et al.,
167 Taiwan (estu) o5y <MDL (i Delaware) 2018) 1740 "y Msunduzi)  al., 2015b) | 243 Onyar) 2012)
] Japon (riv (Nakada et Mexique (Rivera-Jaimes Afrique du Sud  (Matongo et . . (Brieudes et al.,
Acetaminophéne | 52 Tone) al,2007) | °%  (rivApatlaco)  etal,2018) | 780 " (rivUmgeni)  al, 2015a) | 42  France(rivSeine) 2017)
Etats Unis ) . .
- e e Mmoo - | ws  Epmelv (emfadne
Jersey) ”
s Zhang et al., . (Kasprzyk-
Etats Unis (riv ( Royaume-Uni
- - - 65 Mississippi) 2007) - - - 2382 iy TaffetrivEly) Hordem etal,
2008)
Chine (riv (Xie et al Etats Unis (Alvarez et al Kenya (riv (Ngumba et Italie (riv Po etriv.  (Zuccato et al
ND Pearl) 2019) <10 (Stziarg;ew 2005) 509 Nairobi) al, 2016) | 375 Amo) 2010)
Ciprofloxacine Liban (Mokh et al Etats Unis (Ferrer et al Espagne (bassin  (Vazquez-Roig et
P 108 ; . | ND (plusieurs riv . - - - 20 pag q 9
(plusieurs riv) 2017) 2010) de Xuquer) al., 2011)
Colorado
S Inde (riv (Sharma et
An_tllbloth_ues/ 28,8 Ganges) al., 2019) - - - - - - - - -
Anti-infectieuse Etats Unia
Chine (riv (Xie et al., : . (Ferrer et al., ) ) ) Espagne (riv (Lépez-Serna et
26 Pearl) 2019) ND  (plusieurs riv 2010) 8,6 Ebro) al.,, 2012)
Colorado
Ofloxacine Liban (Mokh et al., : ) ) R Espagne (riv (Lopez-Roldan et
148 (plusieursriv)  2017) 281 Etats Unis (Deo, 2014) 1903,6 Liobregat) al., 2010)
112 Chine (riv (Gao et al., ) } B ) ) R 10.88 Italie (riv Po etriv.  (Zuccato et al.,
Haihe) 2012) ) Arno) 2010)

ND: non détectable; MDL: limite de détection de la méthode; LOQ: limite de quantification
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Suite Tableau 3. Concentrations en ng/L de RdM dans les eaux superficielles sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Classe RdM m(;r)‘( Lieu (riviere, Références m(;r:( Lieu (riviére, mer, Références mc:)]( Lieu (riviére, Références m(;r:( Lieu (riviére, Références
thérapeutique \  mer, estuaire) E estuaire) \  mer, estuaire) \ mer, estuaire)
(nglL) (nglL) (nglL) (nglL)
9640; riv urban: (Lopez-
72 Japon (riv (Nakada et al., 101 Etats Unis (riv (Conley et | 49562; Ghana; Kenya; (Segura et 303 Espagne (riv Sernapet al
’ Tone) 2007) ! Tennessee) al.,, 2008) | 53828; Monzambique; al., 2015) ’ Ebro) 2012) ”
10568  Afrique du Sud
Bang!desh (Hossain et al., Etats Unis (stream  (Alvarez et Afrique du Sud  (Matongo et Royaume-Uni (Kasprzyk-
7,24 (riv 2018) 34 New Jersey) al, 2005) | 9320 (ivMsunduzi) al,2015b) | 2  (riv Taffetriv Ely) ordern et
Brahmaputra) ” ” al., 2008)
. (Jiang et al., Etats Unis (Bean et al., Afrique du Sud  (Matongo et Italie (riv Po et riv  (Zuccato et
ND  Taiwan (estu) 2014) 473 (v Delaware) 2018) | 010 (v Umgeni)  al,2015a) | 114 Amo) al., 2010)
Antibiotiques/Anti- . . Etats Unis . . . (Lopez-
] . Sulfaméthoxazole Inde (riv (Sharma et al., . . (Ferrer et Kenya (riv (K'oreje et al., Espagne (riv A
infectieuse 27,5 210 (plusieurs riv 33100 , 119,3 Roldan et
Ganges) 2019) Colorado al., 2010) Ngong') 2016) Llobregat) al., 2010)
. . (Rivera- . . . .
61 Core;e du Sud (Yoon et al., 502 _MeX|que Jaimes et | 13765 Ken_ya (r|v (Ngumba et 53,3 Italie (estuaire (Madureira
(riv Han) 2010) (riv Apatlaco) al., 2018) Nairobi) al., 2016) Douro) et al,, 2010)
Liban (plusieurs  (Mokh et al., Espagne (bassin (V‘?‘Zq“ez'
ND - - - - - - - 144 Roig et al.,
riv) 2017) de Xuquer)
2011)
35 Chine (riv (Xie et al., ~ ) B ) ) B R ) }
’ Pearl) 2019)
Chine (riv (Wu et al Mexique (Rivera- Kenya (riv (K'oreje et al France (riv (Brieudes et
75,5 - ND . Jaimes et | 100 Y ! 1 0,38 .
Huangpu) 2015) (riv Apatlaco) al., 2018) Kisat) 2016) Seine) al., 2017)
Corée du Sud (Yoon et al., I.Etats Unis ) (Skees et Allemagne (Hummel et
0,65 . 8 (ruisseau et riv - - - 2 . X
(riv Han) 2010) Four) al., 2018) (plusieurs riv) al., 2006)
Diazepam Italie (estuaire (Madureira
- - - 2,6 Etats Unis (Deo, 2014) - - - 3,65 Douro) etal,, 2010)
(Baker and
- - R - R _ _ R _ 11 Royaume-Uni Kasprzyk-
Benzodiazépines ’ (riv Calder) Hordern,
2011)
Etats Unis (Baker and
55 Chine (riv (Wu et al., 345 (ruisseau et riv (Skees et R } B 174 Royaume-Uni Kasprzyk-
’ Huangpu) 2015) ) 2 al., 2018) ’ (riv Calder) Hordern,
our)
2011)
Oxazepam Etats Unis
R R ) 42,9 (ruisseau et riv (Skees et R ) R 40 ?Ile.magng (HIum2meI et
Four) al., 2018) (plusieurs riv) al., 2006)
B B ) B ) B B ) B 510 France (riv (Brieudes et
’ Seine) al., 2017)

ND: non détectable
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Suite Tableau 3. Concentrations en ng/L de RdM dans les eaux superficielles sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Cn . . Cn . . Cn . . Cn . .
Classe Lieu (riviere, ex Lieu (riviere, ex Lieu (riviere, mer, ex Lieu (riviere, fex
thérapeutique RdM max. mer, estuaire) Références | max. mer, estuaire) Références | max. estuaire)_ Références | max. mer, estuaire) Références
(nglL) —=— (ng/L) —_ = (ng/L) — (ng/L) —_—
) ) B B ) ) ) ) ) 488 Espagne (v (Lopez-Serna
Oxazepam ’ Ebro) etal., 2012)
glucuronide ) ) ) ) ) ) ) ) ) France (riv (Brieudes et
<LoQ Seine) al., 2017)
. ) Etats Unis ’ (Lopez-Serna
Chine (riv (Wu etal., - . (Skees et al., Espagne (riv
Benzodiazépines 57 Huangpu) 2015) 19,7 (rmsls:iitrj)et v 2018) i B B 17.4 Ebro) etal., 2012)
Lorazenam Espagne Moreno-
p - - - - - - - - - 41,8 (Lagune Gonzalez et al.,
Mar menor) 2015
} } R R ) } ) ) ) 302 France (riv (Brieudes et
’ Seine) al., 2017)
} ) R 48 Canada (Lajeunesse D Kenya (riv Ngong',  (K'oreje et 52 Espagne (Mer (Gros etal,
(riv Saint Laurent) et al., 2008) Kisat et Auji) al., 2016) Méditerranée) 2012)
) Schultz and . (Gros et al.
Etats-Unis ( Espagne (riv ’
- - - 1000 ) Furlong, - - - 45 2012)
(riv South Platte) 2008) Onyar)
) ) ) B 690 Etats-Unis (Schultz et ) ) ) 26.6 France (riv (Brieudes et
Venlafaxine (Fourmile Ck) al., 2010) ' Seine) al., 2017)
Etats Unis . (Baker and
- - - 340 (ruisseau et riv (Skezgs1 g)t al., - - - 71,6 R(?-K/aggfi:rj;" Kasprzyk-
Four) Hordern, 2011)
Allemagne (Schllsener et
- - - 1310 Etats Unis (Deo, 2014) - - - 27 (bas. vers. . 2015
Rhin) al, )
i Allemagne .
L N,O-didesmethyl (Schlisener et
Antidépresseurs venlafaxine - - - - - N - B ) 6.4 (bashﬁrs. al., 2015)
O-desmethyl . .
; ) ) B B ) ) ) ) ) France (riv (Brieudes et
venlafaX[ne <LOQ Seine) al., 2017)
glucuronide
Canada . Allemagne .
h ) Lajeunesse (Schlisener et
- - - 69 (riv Saint ( - - - 40 (bas. vers.
C\)/jﬁ:gj&gl Laurent) et al., 2008) Rhin) al., 2015)
; ; - 84 Etats Unis (Deo, 2014) | - ; ; 339  France (v (Brieudes et
’ ’ Seine) al., 2017)

D: détectable; LOQ: limite de quantification
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Suite Tableau 3. Concentrations en ng/L de RdM dans les eaux superficielles sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Cn . s Cn . . Cn . s Cn . .
Classe Lieu (riviére, s Lieu (riviere, ex Lieu (riviéere, s Lieu (riviere, s
thérapeutique RdM max. mer, estuaire) Références | max. mer, estuaire) Références " mer, estuaire) Références | max. mer, estuaire) Références
(ng/L) = (nglt) — = (nglL) = (ng/L) =
B R B } R R R B ) 755 Espagne (riv (Lépez-Serna et al.,
Pravastatin , Ebro) 2012)
Régulateurs des R R R ) B B B R ) 777 Espagne (riv (Lépez-Roldan et al.,
lipides sanguins i Llobregat) 2010)
AT ) ) R ) ) ) ) ) } Italie (estuaire (Madureira et al.,
Fenofibric acid 70,3 Douro) 2010)
(Jiang et al Mexique (riv (Rivera- Espagne (riv (Lopez-Serna et al
ND Taiwan (estu) ? 10 Jaimes et - - - 11,2 ”
2014) Apatlaco) Ebro) 2012)
al., 2018)
46 Ja?g:e()”" (':fksgggt 859 Etats-Unis  (Deo, 2014) | - - - 6 EAZ%?%’:;%:; (Gros et al., 2012)
. Inde (riv (Sharma et Etats-Unis (Bai et al., ) B ) Espagne (riv
Aténolol 1,3 Ganges) al., 2019) 1850 (Denver) 2018) 26 Onyar) (Gros et al., 2012)
B-Bloquants 150 Corée du Sud (Yoon et al., ) R R ) R ) 1997 Espagne (riv (Lopez-Roldan et al.,
(riv Han) 2010) ’ Llobregat) 2010)
Royaume-Uni
B R R ) R R R R ) 560 (rivyTaff etriy (Kasprzyk-Hordern et
Ely) al., 2008)
Mexique (riv (Rivera- Espagne (Moreno-Gonzalez et
Propanolol - - - ND Apatlaco) Jaimes et - - - 0,5 (Lagune al.,, 2015)
P al., 2018) Mar menor) N
Etats Unis (Bean et al., France (riv .
- - - ND (riv Delaware) 2018) - - - ND Seine) (Brieudes et al., 2017)
Etats Unis _ ) .
. < - . (Skees et Croatie (riv (Krizman-Matasic et
Buprenorphine - - - LoQ (rws?:%a:]ur)et riv al., 2018) - - - <MDL Sava) al., 2018)
R R R } B B B R } <MDL Royaume-Uni  (Baker and Kasprzyk-
Substitutifs aux (riv Calder) Hordern, 2011)
opiaces 5 i i
P Buprénorphine i i . ] . . . . ; ND  France (Vi des et al., 2017)
glucuronide Seine)
B B B ) B B B B ) 18 Croatie (riv (Krizman-Matasic et
’ Sava) al., 2018)
Norbuprénorphine
R B R ) B B B R ) <MmpL Royaume-Uni  (Baker and Kasprzyk-
(riv Calder) Hordern, 2011)
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Des disparités de concentrations et de molécules rapportées ont également été mis en évidence dans
la classe thérapeutique des antibiotiques/anti-infectieux. La plus grande variation de concentration
(de 509 ng/L a 53 828 ng/L) entre les molécules de cette classe thérapeutique a été enregistré en
Afrique, suivie par I'Europe (de 2 ng/L a 1904 ng/L), I'Amérique du Nord (de < 10 ng/L a 502 ng/L) et
I'Asie (de 3 ng/L a 148 ng/L). Le sulfaméthoxazole a fait I'objet de nombreuses études sur les 4
continents (au moins 5 publications par continent) et sa plus haute concentration a été trouvée en
Afrique. Par contre, le plus haut niveau de contamination par l'ofloxacine a été constaté sur le

continent européen et a ce jour, a notre connaissance, aucune étude ne l'a suivi en Afrique.

Dans le cas de la classe thérapeutique anti-épileptique, la carbamazépine a été étudiée sur les 4
continents et la concentration la plus élevée a été identifiée en Afrique. Les classes thérapeutiques
benzodiazépines, antidépresseurs, régulateurs de lipides sanguins, B-bloquants et substitutifs aux

opiaces ont principalement été surveillées en Europe et en Amérique du Nord.

Dans I'analyse des données issues du continent africain, il faut considérer que les informations sont
rares et trés récentes. Les études ont débuté en 2012 et ont été menées dans des pays comme le
Ghana, le Kenya, le Mozambique, I'Afrique du Sud et I'Algérie (Fekadu et al, 2019). Les
concentrations élevées de RdM dans les eaux de surface rapportées sur ce continent tendent a étre
similaires et dans certains cas supérieures a celles indiquées a la sortie des STEP (tableau 2).
K'oreje et al (2016) suggérent que des rejets domestiques directs provenant d'établissements
informels sans installations sanitaires adéquates et les sorties industrielles (production
pharmaceutique) sont potentiellement responsables de ce type de pollution. Ceci est réaffirmé par
Segura et al. (2015) qui indiquent que la rareté des STEP dans des pays comme le Ghana, le Kenya,
le Mozambique et I'Afrique du Sud pour traiter les eaux usées de zones a forte densité de population
(urbaines et suburbaines) est une voie importante de contamination de RdM dans les eaux de

surface.

Les habitudes de consommation peuvent également aider a comprendre les concentrations de RdM
présentes dans les eaux de surface. Par exemple, dans le cas des antibiotiques/anti-infectieux, en
2008, seule la région de Nairobi, au Kenya, consommait environ 13 tonnes, ce qui est comparable aux
14 tonnes par an (maximum) consommeées en ltalie (K'oreje et al., 2012). Au Kenya, le
sulfaméthoxazole est parmi les médicaments les plus consommés de cette classe thérapeutique en
raison de sa facilité d'acces (sans ordonnance) et de son utilisation dans le traitement de diverses
infections bactériennes (Ngumba et al., 2016). Par contre, dans le cas de l'analgésique codéine en
Europe, Fekadu et ses collaborateurs (2019) ont indiqué que des pays comme ['Espagne, le
Royaume-Unis et la France figurent parmi les 11 premiers pays ou la codéine est le plus fréquemment
signalée dans les milieux aquatiques. La méme étude indique que la présence de ce RdM dans les
eaux de surfaces européennes peut étre liée a des facteurs tels que sa consommation (en fonction de
la préférence de la population pour les analgésiques, des politiques de prescription et des stratégies
marketing des entreprises pharmaceutiques) et sa faible biodégradabilité (taux d'élimination de 42%

avec le traitement de boues activées) (Kasprzyk-Hordern et al., 2009).
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En ce qui concerne les métabolites, les données disponibles dans la littérature scientifique sont limitées,
comme c'est le cas dans les eaux usées, les pays européens mettant en avance la surveillance la plus

importante.

Enfin, ces données confirment la présence d'une grande diversité des RdM dans les eaux de surface a des
concentrations trés variables dans les continents dle principalement aux différences dans les habitudes de
consommation et a I'existence ou non de modalités de gestion des eaux usées. Les données, bien qu'en

croissance, restent encore parcellaires dans le continent africain.

4.2 Les eaux souterraines

Les eaux souterraines représentent la source d'eau douce pérenne la plus importante et la plus fiable de la
planéte et, dans de nombreuses régions du monde, c'est la plus importante source d'eau potable. Malgré son
importance vitale, sa qualité est menacée par diverses sources de pollution, notamment ['infiltration d'eau
polluée et la lixiviation des sites d'enfouissement comme nous I'avons mentionné dans la section 2 (figure 5).
Au cours de la derniere décennie, de multiples études ont montré la présence de RdM dans les eaux
souterraines de plusieurs pays, mais les informations disponibles sont rares par rapport aux autres systémes
aqueux (des eaux usées et des eaux de surface). Le tableau 4 illustre les concentrations maximales
rencontrées pour les classes thérapeutiques les plus surveillés par la communauté scientifique dans ce milieu

selon 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe).

Un peu plus de la moitié des molécules illustrées ont été identifiées au moins sur trois continents,
principalement en Asie, Amérique du Nord et Europe. L'information sur les eaux souterraines du continent
africain a été ponctuelle, spécifiquement dans la ville de Nairobi et Kisumu (K'oreje et al., 2016). Les anti-
épileptiques, les analgésiques/AINS et les antibiotiques/anti-infectieux ont été les classes thérapeutiques les
plus couramment surveillées sur les 4 continents. A partir des données du tableau 4, nous pouvons dire que
la grande majorité des sources d'eau souterraine étudiées ont montré des concentrations en RdM faibles et
similaires entre les continents, possiblement en raison des mécanismes naturels d'atténuation et de dilution.
Toutefois, des concentrations de RdM de I'ordre de centaines de ng/L, parfois méme des milliers peuvent étre
signalés, dues a la proximité de sources contaminées directes (exemple recharge artificielle) et indirectes
(exemple eaux de surface) (Lapworth et al., 2012). Par exemple, des concentrations importantes rapportées
par Barnes et al. (2008) pour les analgésiques/AINS ibuproféne (3110 ng/L), acétaminophéne (380 ng/L) et
I'antibiotique/anti-infectieux sulfaméthoxazole (1110 ng/L) sont dues au fait que les zones d'échantillonnage
étaient sensibles a la contamination par des eaux usées animales ou humaines (c'est-a-dire sur la pente d'un
enfouissement, dans un développement résidentiel sans égout ou dans un parc d'engraissement pour
animaux) (Barnes et al., 2008). Similairement, I'étude de Lopez-Serna et al. (2013), sur des eaux
souterraines sous-jacentes a la métropole de Barcelone, en Espagne indique des niveaux de contamination
trés élevés d'une centaine a plusieurs centaines de ng/L de carbamazépine (136 ng/L), ibuproféne (988 ng/L),

diclofénac (380 ng/L), ciprofloxacine (443 ng/L) et ofloxacine (367 ng/L).
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Tableau 4. Concentrations en ng/L de RdM dans les eaux souterraines sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Classe Cn Cn Cn Cn max
thérapeutique RdM max Lieu Références | max Lieu Références | max Lieu Références (nglL) Lieu Références
peutia (ng/L) (ng/L) (ng/L) g
. (Radovi¢ et . (Lesser et Kenya (K'oreje et
41 Serbie al., 2015) 99,7 Mexique al., 2018) 40 (Kisumu) ~ al., 2016) 83 France (Lopez et al., 2015)
Anti- . (Sharma et Etats-Unis (Schaider et ) R ) Espagne (Lépez-serna et al.,
Spileptiques Carbamazépine 21,2 Inde al,2019) | ’?  (Massachusetts) al., 2014) 136 (Barcelone) 2013)
Canada
(Lapworth et (Stempvoort ) } ) . (Meffe and
86 Inde al, 2018) | 82 (Ao'gf;f‘oft etal, 2013) n.d. Italie Bustamante, 2014)
Analgésiques/ - - - ND ] (Barnes et - - - 12 France (Lopez et al., 2015)
Anti- Etats-Unis al., 2008)
inflammatoires Codéine ) i i 214 ] ) (Deo and i ) ) 24 Espagne (Lopez-serna et al.,
Etats-Unis Halden, (Barcelone) 2013)
2013)
Chine (Peng et al., . (Lesser et } B )
57,9 (Guangzhou) 2014) ND Mexique al.. 2018) 67 France (Lopez et al., 2015)
Canada
.\ (Sharma et (Stempvoort ) B ) . (Meffe and
lbuproféne 49.4 Inde al, 2019) | 2% (ggf;f‘o;*t etal, 2013) ND Italie Bustamante, 2014)
B ) ) te e i (Barnes et ) B ) Espagne (Lopez-serna et al.,
3110 Etats-Unis al., 2008) 988 (Barcelone) 2013)
1-hydroxy-ibuprofene - - - - - - - - - 10 France (Lopez et al., 2015)
carboxy-ibuprofene - - - - - - - - - 274 France (Lopez et al., 2015)
(Sharma et
23,4 Inde al,, 2019) - - - - - - 354 France (Lopez et al., 2015)
(Lietal Suisse
41 Chine 2015)" - - - - - - 8 (Systéme (Morasch, 2013)
Kétoprofene karstique)
R } ) ) ) ) } ) ) ND ltalie (Meffe and
Bustamante, 2014)
R } ) ) ) ) ) ) ) 215 Espagne (Lopez-serna et al.,
(Barcelone) 2013)
) (Deo and A
1.56 Inde (Sharma et | ¢ Etats-Unis Halden, ; - ; 380 Espagne  (Lopez-serma et al.,
al., 2019) (Barcelone) 2013)
2013)
Chine (Peng et al,,
<LoQ - - - - - - 24 France Lopez et al., 2015
Didiofénac (Guangzhou)  2014) (Lop )
(Lapworth et B B B ) B B . (Meffe and
9.2 Inde al., 2018) ND Italie Bustamante, 2014)
Suisse
17 Singapour (Trg?ne;)al., - - - - - - 3 (Systéme (Morasch, 2013)
karstique)

LOQ: limite de quantification. ND: non détect
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Suite Tableau 4. Concentrations en ng/L de RdM dans les eaux souterraines sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord, Afrique et Europe)

Asie Amérique du Nord Afrique Europe
Cn Cn Cn
. Classg RdM max Lieu Références max Lieu Références | max Lieu Références Cn max Lieu Références
thérapeutique (ng/L)
(ng/L) (ng/L) (ng/L)
(Sharma et . (Lesser et al., Kenya (K'oreje et
1,92 Inde al.,, 2019) ND Mexique 2018) 30 (Kisumu) ~ al., 2016) 481 France (Lopez et al., 2015)
. Suisse
Analgésiques/ . (Tran et al., : ’ (Barnes et s
Anti- Acetaminophéne 4,689 Singapour 2014) 380 Etats-Unis al., 2008) - - - 9 kSysI_eme (Morasch, 2013)
inflammatoires arstique)
- (Deo and Espagne (Lépez-serna et al
- - - 1,890 Etats-Unis Halden, - - - ND (Barcelone) 2013) "
2013)
ND (Gugr?éliou) (Pe;g&t)al., ND Mexique (Leszsg1r8e)t al, - - - 43 France (Lopez et al., 2015)
Ciprofloxacine Chine (Tong et al., Canada (Alberta  (Stempvoort Espagne (Lépez-serna et al.,
P 54 711 - - - 443
’ (Plaine Jianghan) 2014) ’ et Ontario) et al.,, 2013) (Barcelone) 2013)
- - - 45 Etats-Unis - - - - - -
76 Chine (Tong et al., 278 Canada (Alberta  (Stempvoort ) B ) 367 Espagne (Lopez-serna et al.,
" ) ’ (Plaine Jianghan) 2014) ’ et Ontario) et al., 2013) (Barcelone) 2013)
Ofloxacine Chine (Peng et al., . (Lesser et al.,
442 (Guangzhou) 2014) 1,85 Mexique 2018) - - - 28 France (Lopez et al., 2015)
_ - . Suisse
Antibiotiques/ . (Radovi¢ et . (Lesser et al., Kenya (K'oreje et N
Anti-infectieuse ND Serbie al, 2015) | 466 Mexique 2018) 30 (kisumu) al,2016) | 7 gfggg (Morasch, 2013)
Chine (Peng et al., Canada (Stempvoort Espagne (Lépez-serna et al.,
124,5 458 (Alberta et - - - 42,8
’ (Guangzhou) 2014) Ontario) et al., 2013) ’ (Barcelone) 2013)
Sulfaméthoxazole Chine (Tong et al., Etats-Unis (Schaider et
08 (Plaine Jianghan)  2014) M3 (Massachusetts)  al.,, 2014) - - - 43 France  (Lopezetal., 2015)
(Sharma et ] (Barnes et ) B ) . (Meffe and
413 Inde al,2019) | 1110 Etats-Unis al., 2008) 80 Italie Bustamante, 2014)
(Lapworth et } R R } R ) } R _
34 Inde al., 2018)
. (Radovi¢ et . (Lesser et al., Kenya (K'oreje et . (Meffe and
ND Serbie al, 2015y | NP Mexique 2018) D (kisumu) al,2016) | 23 Italie Bustamante, 2014)
Diazepam .
) B ) ND Etats-Unis (a:ﬁj::d ) B ) 351 Espagne  (Lopez-sernaetal.,
2013) (Barcelone) 2013)
Benzodiazépines Oxazepam - - - - - - - - - 42,02 France (Lopez et al., 2015)
Oxazepam ) B ) ) ) ) ) B ) ND Espagne (Lopez-serna et al.,
glucuronide (Barcelone) 2013)
. (Radovi¢ et } ) ) ) B ) Espagne (Lopez-serna et al.,
Lorazepam ND S al., 2015) 5 (Barcelone) 2013)
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Suite Tableau 4. Des concentrations en ng/L de RdM dans les eaux souterraines sur 4 continents (Asie, Amérique du Nord,
Afrique et Europe)

Asie

Amérique du Nord

Afrique

Europe

Classe
thérap.

RdM

max
(ngl/L)

Lieu

Référ.

Cn
max

Lieu

(ng/L)

Référ.

Cn
max
(nglL)

Lieu

Référ.

max
(nglL)

Lieu

Référ.

Antidépresseur

Venlafaxine

D

Kenya
(Kisumu)

O-
desmethyl
venlafaxine

62

France

(Lopez
etal.,
2015)

Régulateurs
des
lipides
sanguins

Pravastatin

12,2

Espagne

(Lépez-
serna
etal.,
2013)

Fenofibric
acid

149

France

(Lopez
etal.,
2015)

B-Bloquants

Aténolol

<MDL

0,3

Inde

Inde

(Sharma et
al., 2019)

(Lapworth
etal.,, 2018)

ND

0,8

NA

Mexique

Etats-
Unis

Etats-
Unis

(Lesser et
al., 2018)

(Schaider
etal.,
2014)

(Deo and
Halden,
2013)

ND

ND

France

Espagne

Italie

(Lopez
etal.,
2015)
(Lopez-
serna
etal.,
2013)
(Meffe
and
Bustam
ante,
2014)

ND: non détectable; D: détectable; MDL: limite de détection de la méthode

Il faut souligner que pour comprendre le devenir des RdM dans les eaux souterraines, il faut tenir
compte de l'interaction entre les facteurs suivants: temps de séjour, population microbienne ainsi que

les propriétés physico-chimiques des RdM.

Cet apergu met en évidence la présence des RdM dans les eaux souterraines, parfois avec des
hautes concentrations. Par rapport a autres systémes aqueux, l'occurrence et la distribution des RdM

dans les eaux souterraines sont peu caractérisées et particulierement pour le continent Africain.

5. Bioaccumulation et occurrence des RdM dans le biote

Les données présentées au cours de ce chapitre confirment l'ubiquité des RdM dans les milieux
aquatiques pour une large gamme de concentrations et de molécules. L'exposition continue des
organismes aquatique (exemple les bivalves) a ces substances peut favoriser leur bioaccumulation et

interroge quant a leurs impacts sur ces organismes non cibles.

La bioaccumulation est le processus qui tient compte de I'accumulation dans le temps des RdM dans
le biote (plantes et animaux) par différents mécanismes comme I'absorption directe dans I'eau par les
branchies ou la peau (bioconcentration), par I'absorption des particules en suspension (ingestion) et
par consommation d'aliments contaminés (biomagnification). Une étude réalisée par Howard et Muir
(2011) a évalué le potentiel de bioaccumulation de 3193 RdM dans les organismes, en utilisant des

relations quantitatives de propriété de structure (QSPR) et le jugement scientifique. Sur les 3193
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RdM, 275 composés de différentes classes thérapeutiques comme des antibiotiques, des anti-
inflammatoires non stéroidiens, des antidépresseurs, des antihypertenseurs, des antiépileptiques et
des contraceptifs ont été détectés dans I'environnement et parmi ceux-ci, 92 RdM ont été classés
comme potentiellement bioaccumulables (Howard et Muir, 2011). Des études ont montré que
'accumulation de RdM dans les organismes dépend de multiples facteurs tels que I'habitat, la
stratégie respiratoire, I'état reproducteur, le stade de vie, le contenu lipidique et la taille de l'organisme
ainsi que les conditions environnementales (pH, température et présence de colloides) (Arnot and
Gobas, 2006; Liu et al., 2011; Meredith-Williams et al., 2012; Yang et al., 2011) et le coefficient de
distribution octanol-eau (Kow) du RdM, ce dernier étant le facteur principal a prendre en compte pour
expliquer la bioaccumulation (OECD, 2008).

Plusieurs études ont montré que certains antidépresseurs (example: fluoxétine, sertraline,
venlafaxine, citalopram entre autres) s’accumulaient dans différents tissus (principalement le foie et le
cerveau) des especes comme le poisson-chat (/ctalurus punctatus) (Brooks et al., 2005), le cappie
noir (Pomoxis nigromaculatus) (Brooks et al., 2005), le bluegill (Lepomis macrochirus) (Brooks et al.,
2005; Ramirez et al., 2007), la carpe commune (Cyprinus carpio) (Brooks et al., 2005; Ramirez et al.,
2009), le poisson-castor (Amia calva) (Ramirez et al.,, 2009), le meunier noir (Catostomus
commerson) (Ramirez et al., 2009; Schultz et al., 2010), le buffle a petite bouche (/ctiobus bubalus)
(Ramirez et al., 2009) et la truite (Salmo trutta) (Du et al., 2012) qui vivent dans des cours d'eau ou

des estuaires dominés par les sorties de STEP.

D'autres classes thérapeutiques de RdM ont également tendance a se bioaccumuler dans les
poissons d'eau douce. Par exemple, une étude de Liu et al. (2015) ont évalué I'accumulation de
certains antibiotiques (roxithromycine, érythromycine et kétoconazole), anti-inflammatoires (ibuproféne
et diclofénac); B-bloquant (propranolol), antiépileptique (carbamazépine) et hormones stéroides (17 a-
éthinylestradiol) dans différents tissus (muscle, branchies, foie et cerveau) de deux especes de
poissons sauvages (Hemiculter leucisculus et Carassius auratus) recueillies dans des rivieres en aval
de quatre STEP en Chine (Nanjing) (Liu et al., 2015). Les auteurs ont détecté les RdM: roxithromycine
(1,2 ng/g poids humide (wet weight (ww) en anglais) - 41,2 ng/g ww), érythromycine (0,3 ng/g ww -
25,7 ng/g ww), carbamazépine (< LOQ - 1,6 ng/g ww) et diclofénac (0,1 ng/g ww - 8,6 ng/g ww) dans
tous les tissus étudiés. Le 17 a-éthinylestradiol a été principalment détecté dans le foie (ND - 57,1
ng/g ww) et le cerveau (ND - 23,4 ng/g ww) tandis que le kétoconazole n'a été trouvé que dans le

muscle (ND - 5,0 ng/g ww).

Dans le cas des organismes marins, la disponibilité des données sur la bioaccumulation de RdM est
limitée. Les études ont porté principalement sur les mollusques comme les bivalves (Pazdro et al.,
2015) (Tableau 5). Les bivalves, tels que les moules sont des organismes sédentaires qui se
nourrissent par filtration et sont largement répandues sur les cotes maritimes (Wille et al., 2011). La
moule est considérée comme une excellente sentinelle pour la surveillance de RdM biodisponibles
puisqu'elle peut bioaccumuler ces substances par ses branchies et/ou son tube digestif (Gomez et al.,
2012). Cet organisme marin a fait l'objet d'études récentes (Tableau 5). Les antibiotiques/anti-

infectieux ont été la classe thérapeutique la plus étudiée par nombre de composés et de publications.
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Tableau 5. Concentrations les plus élevées de RdM signalées dans les organismes marins dans la littérature (ng/g poids sec (dw en anglais) ou poids humide* (ww en anglais))

. Classg RdM Cn max (ngl*g) Organisms Espéces Lieu References
thérapeutique dw or ww
1" bivalve Mytilus edulis Belge (Wille et al., 2011)
- Coquille spiralée, . . .
Carbamazépine 2,3 bivalve Murex trunculus, Pinna nobilis, Cerastoderma glaucum Espagne (Moreno-Gonzalez et al., 2016)
Anti-épileptiques 2,1 Opyster, bivalve Crassostrea gigas, Chamelea gallina, Mytilus galloprovincialis Espagne (Alvarez-Mufioz et al., 2015a)
10-11-epoxy carbamazepine 1,3 Opyster, bivalve Crassostrea gigas, Chamelea gallina, Mytilus galloprovincialis Espagne (Alvarez-Mufioz et al., 2015a)
2-hydroxy carbamazepine 1,3 Oyster, bivalve Crassostrea gigas, Chamelea gallina, Mytilus galloprovincialis Espagne (Alvarez-Mufioz et al., 2015a)
Analgésiques/ Acetaminophéne 115 bivalve Mytilus edulis Belge (Wille et al., 2011)
Anti-inflammatoires acide salicylique 490 bivalve Mytilus edulis Belge (Wille et al., 2011)
Sulfamé . 430 bivalve Muytilus spp. Etats-Unis (Dodder et al., 2014)
ulfaméthazine 3,93* Opyster, bivalve Crassostrea gigas, Patinopecten yessoensis, Chlamys farreri Chine (Na et al., 2013)
Sulfaméthoxazole 2,27* Opyster, bivalve Crassostrea gigas,Patinopecten yessoensis, Chlamys farreri Chine (Na et al., 2013)
3,1 Oyster, bivalve Crassotrea gigas, Chamelea gallina, Mytilus galloprovincialis Espagne (Alvarez-Mufioz et al., 2015a)
Azithromycin 13,6 bivalve Mytilus galloprovincialis Italie (Alvarez-Mufioz et al., 2015b)
Antibiotiques/ 12,0 bivalve Mytilus spp. Portugal (Alvarez-Mufioz et al., 2015b)
Anti-infectieuse Sulfameter 42,97* Oyster, bivalve Crassostrea gigas, bivalve Patinopecten yessoensis, Chlamys farreri Chine (Na et al., 2013)
Sulfamerazine 16,69* Opyster, bivalve Crassostrea gigas, Patinopecten yessoensis, Chlamys farreri Chine (Na et al., 2013)
Oxytetracycline 9,45* Oyster, bivalve Crassostrea gigas, Patinopecten yessoensis, Chlamys farreri Chine (Na et al., 2013)
Chloramphenicol 3,23* Oyster, bivalve Crassostrea gigas, Patinopecten yessoensis, Chlamys farreri Chine (Na et al., 2013)
Loméfloxacine 170 bivalve Mytilus spp. Etats-Unis (Dodder et al., 2014)
Ofloxacin 65 bivalve Mytilus edulis ) Belge (Wille et al., 2011)
18 bivalve Mytilus spp. Etats-Unis (Dodder et al., 2014)
B-Bloguants Aténolol 13 bivalve Mytilus spp. Etats-Unis (Dodder et al., 2014)
Propranolol 52 bivalve Mytilus edulis Belge (Wille et al., 2011)
Sertraline 55 bivalve Mytilus spp. Etats-Unis (Dodder et al., 2014)
2,7 bivalve Mytilus galloprovincialis France (Martinez Bueno et al., 2014)
40,1 bivalve Mytilus galloprovincialis Italie (Alvarez-Mufioz et al., 2015b)
Venlafaxine 9,2 bivalve Mytilus spp. Portugal (Alvarez-Mufioz et al., 2015b)
3,4 Opyster, bivalve Crassostrea gigas, Chamelea gallina, Mytilus galloprovincialis Espagne (Alvarez-Mufioz et al., 2015a)
2,7 Coqun!e spiralée, Murex trunculus, Pinna nobilis, Cerastoderma glaucum Espagne (Moreno-Gonzalez et al., 2016)
Antidépresseurs bivalve
N-desmethylvenlafaxine 3,0 bivalve Mytilus galloprovincialis France (Martinez Bueno et al., 2014)
N,O-didesmethylvenlafaxine 3,5 bivalve Mytilus galloprovincialis France (Martinez Bueno et al., 2014)
3,7 bivalve Mytilus galloprovincialis France (Martinez Bueno et al., 2014)
O-desmethylvenlafaxine 4,4 bivalve Mytilus galloprovincialis Italie (Alvarez-Muﬁoz et al., 2015b)
4,9 bivalve Mytilus spp. Portugal (Alvarez-Mufioz et al., 2015b)
1,4 Opyster, bivalve Crassostrea gigas, Chamelea gallina, Mytilus galloprovincialis Espagne (Alvarez-Mufioz et al., 2015a)

dw: dry weight; ww: wet weight
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Cette classe thérapeutique a montré des concentrations entre 2,1 ng/g dw et 430 ng/g dw ou entre
2,27 ng/g ww et 42,97 ng/g ww. La carbamazépine avec des concentrations maximales de 2,3 ng/g
dw ((Moreno-Gonzalez et al., 2016) et la venlafaxine & 40,1 ng/g dw ((Alvarez-Mufioz et al., 2015b)
étaient les plus fréquemment signalés, parmi les RdM. Les composés qui présentent les
concentrations les plus élevées sont l'acide salicylique (490 ng/g dw) dans les moules Mytilus edulis
de la marina d'Ostende en Belgique (Wille et al., 2011) et la sulfaméthazine (430 ng/g ww) dans les
moules de la co6te californienne en I'Etats-Unis (Dodder et al., 2014). Par ailleurs, la présence de
métabolites de carbamazépine (Alvarez-Mufioz et al., 2015a) et de venlafaxine (Alvarez-Mufioz et al.,
2015a,b; Martinez Bueno et al., 2014) a été mise en évidence dans les tissus de moules. Dans le cas
de la venlafaxine, Martinez Buenos et al. (2014) ont évalué les cinq métabolites de phase | identifiés
chez I'homme (voir section 1.2) dans les moules Mytilus galloprovincialis en France. Quatre
métabolites ont été détectés: ODV (3,7 ng/g dw), NODDV (3,5 ng/g dw), NNDDV (3,8 ng/g dw) et
NDV (3,0 ng/g dw), ce dernier étant le plus fréiquemment détecté. Les preuves de I'accumulation de
ces métabolites dans les moules mettent en évidence la nécessité de déterminer si l'origine de ces
composeés est le résultat de l'absorption directe d'eau ou de la métabolisation par cet organisme
marin. Comme tout étre vivant, la moule posséde un systéme métabolique et la glande digestive est
l'organe responsable de son activité métabolique. Une étude réalisée par Howell et al. (1993) a
démontré que le profil métabolique de la venlafaxine variait considérablement d'une espéce a l'autre.
L'ODV est le principal métabolite chez 'homme, mais pas chez la souris, le rat, le chien ou le singe
(Howell et al., 1993). Par conséquent, il n'est pas approprié de supposer les mémes réactions
métaboliques chez les moules et chez 'homme. Jusqu'a présent, les études des métabolites de la
venlafaxine chez la moule ont été éffectuée par I'approche ciblée, sur la base des métabolites déja
renseignés dans la littérature, notamment du métabolisme chez I'homme. Toutefois, pour déterminer
si la moule exposée a la venlafaxine est capable de générer d'autres métabolites de phase | ou de

phase Il, autres que ceux identifiés chez I'hnomme, une approche non ciblée doit étre appliquée.
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6. Conclusions associées a la présence des RdM dans I'environnement
aquatique et perspectives de recherche

L'étude de la bibliographie effectuée dans ce chapitre nous a permis de mettre en évidence que les
RdM sont présents dans les eaux superficielles et souterraines des deux hémispheres de la planéte,
générant une exposition chronique des organismes du milieu aquatique. La surveillence de ces
composeés dans les matrices aquatiques a commenceé il y a deux dizaines d'années, notamment dans
les pays développés (des continents d'’Amérique du Nord et Europe). Plus récemment, les études de
ces composés se sont multipliées en Asie, tandis que sur le continent africain les informations
scientifiques restent trés rares et ponctuelles. Les classes thérapeutiques les plus couramment
suivies sont les analgésiques/AINS et les antibiotiques/anti-infectieux avec des concentrations entre
quelques ng/L et plusieurs centaines de ng/L en Asie, Amérique du Nord et Europe tandis qu'en
Afrique, particulierement dans les eaux de surface, les concentrations maximales signalées atteignent
plusieurs dizaines de milliers de ng/L. Les habitudes de consommation et I'existence ou non de
modalités de gestion des eaux usées sont des facteurs qui pourraient justifier ces différences de
concentration des RdM entre les continents. En fait, les concentrations élevées des résidus de
médicaments mesurées dans les eaux de surface africaines, par rapport a d'autres retrouvées en
Europe, témoignent de situations avec de fortes pressions anthropiques sur ses ressources d'eau et
soulevent la question de I'exposition potentielle des populations humaines aux RdM et les risques

sanitaires associés.

Dans le biote, la disponibilité de I'information sur I'occurrence de RdM dans les organismes marins est
limitée par rapport a celle rapportée dans les matrices aqueuses. Les efforts plus importants pour
renseigner sur la présence de ces composés dans les organismes marins, notamment les bivalves,
sont concentrés dans des pays européens tels que: Espagne, Belgique, ltalie, Portugal et France.
La majorité des études réalisées sur les bivalves indique une capacité de bioaccumulation des
antibiotiques/anti-infectieux et des antidépresseurs. La question soulevée alors est les risques pour
les organismes exposés sachant que les cibles biologiques, cibles d'action du médicament, peuvent
étre partagées avec des organismes non cibles. A titre d'exemple, la sérotonine et la dopamine sont
des neurotransmetteurs retrouvés chez beaucoup d'organismes aquatiques. L'impact des inhibiteurs
de la recapture de la serotonine et de la noradrenaline suite des organismes non cibles est a étudier.
Des études ont démontré que l'antedépresseur fluoxétine affecte le frai et la libération larvaire chez
les bivalves (Hazelton et al., 2013; Lazzara et al.2012). Cela pose la question sur les effets potentiels
des autres antidepresseur capables de se bioccumuler dans les bivalves. Les invertébrés aquatiques,
comme les bivalves, possédent des transporteurs et des récepteurs sensibles a la sérotonine, la
dopamine et la noradrénaline et pourraient étre affectés par les antidépresseurs, qui sont congus pour
moduler certains de ces systémes. Par ailleurs, trés peu d'études se sont intéressées a la
métabolisation des RdM chez les bivalves. Dans le cas de l'antidépresseur venlafaxine, a notre
connaissance, seule deux études de sa métabolisation ont été réalisées chez la moule, par approche
ciblée permettant le suivi les métabolites de phase | connus, déja renseignés dans la littérature,

notamment chez 'homme.
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La diversité de RdM (entre des molécules meres, des métabolites et des produits de transformation)
présent dans l'environnement aquatique pose des enjeux pour les méthodologies d'analyse et les
équipements de laboratoire. La variété des propriétés physico-chimiques de ces composés ainsi que
leur faible concentration (des traces) et les matrices complexes sont des facteurs qui compliquent le
développement d'outils fiables permettant leur identification et leur analyse dans différents
compartiments du milieu aquatique (eaux et organismes). Les approches ciblées et plus récemment,
les approches non ciblées a l'aide de la chromatographique liquide couplée a la spectrométrie de
masse sont utilisées pour renseigner |'état de contamination des eaux et des organismes marins sur

les produits pharmaceutiques. Ces aspects seront dévéloppés en détail au chapitre 2.

Dans ce contexte, ce travail doctoral avait deux objectifs: 1) renseigner les niveaux de contamination
des eaux de surface et des eaux souterraines par les résidus de médicaments dans une ville africaine
soumise a une forte pression antrophique et de rechercher les modalités d'exposition indirecte des
populations humaines en fonction des usages de I'eau. Ce travail a été réaliser dans la ville africaine
Yaoundé, au Cameroun et 2) d'améliorer les connaissances sur le métabolisme de I'antidépresseur
venlafaxine dans un organisme marin, la moule afin d'identifier des métabolites qui pourraient étre
impliqués dans des effets qui pourraient étre observés. La problématique effet n'est pas abordée

dans ce projet de thése.

Pour répondre au premier objectif, une méthode d’analyse ciblée, contenant des produits
pharmaceutiques et des métabolites appartenant a huit classes thérapeutiques, a été développé dans
des matrices aqueuses et appliquée dans les eaux de surface et souterraines de la ville de Yaoundé,
Cameroun. Cette méthode avait pour objectif de rendre compte de la diversité des classes
thérapeutiques et de rendre compte de la présence de métabolites souvent absents des travaux de

présence des RdM dans les eaux.

Pour répondre au deuxieme objectif, une approche non ciblée a été développée afin de caractériser
sans a priori le métabolisme de la venlafaxine chez la moule meditteranéenne. En complément de
cette approche non ciblée, une approche ciblée a été conduite afin d'optimiser les méthodes

d'extraction tissulaire sur les métabolites renseignés a ce jour chez 'hnomme et chez la moule.
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Chapitre 2: Chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse:
analyse des résidus de medicaments
et des métabolites par approche
ciblee et non ciblee
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1. Introduction

L'identification et la quantification des RdM, leurs métabolites et leur produits de transformation dans
I'environnement aquatique (milieu et organismes) sont complexes, cela est en partie due a la
variabilité des structures et des propriétés physico-chimiques de ces molécules, sans négliger leurs
faibles concentrations rapportées dans les publications scientifiques, parfois a I'état de traces voire
d'ultra-traces et les difficultés inhérentes aux matrices environnementales (ex: pH, présence de

colloides et contenu lipidique) comme il a été évoquée dans la chapitre précédent.

Cependant, grace a I'amélioration de la sensibilité des méthodes analytiques et de I'équipement des
laboratoires permettant de mesurer les RdM en matrices aqueuses et en biota ainsi que I'évolution
des outils informatiques de prédiction et de traitement des données; un développement constant des
approches ciblées et non ciblées généralement effectuées par chromatographie liquide couplée a la

spectrométrie de masse a été observé ces derniéres années.

L'approche ciblée est une analyse quantitative qui permet d'identifier et quantifier des molécules
préalablement sélectionnées par des méthodes analytiques a l'aide des standards analytiques. Cette
approche est largement utilisée dans la surveillance de la qualité de I'eau a l'aide d'une liste de RdM
considérés comme prioritaires. Dans le cas de I'approche non ciblée, les analyses sont qualitatives et
permettent d'identifier la présence de molécules qui n'étaient pas préalablement ciblées. Récemment,
cette approche a gagné en pertinence dans I'élucidation de petites molécules comme les RdM, leurs
métabolites et leurs produits de transformation dans les matrices environnementales. L'une des
applications de cette approche est mise en évidence dans la caractérisation du métabolisme de RdM

dans le biote.

Dans les sections suivantes, nous allons développer plus en détail ces deux approches.

2. Approche ciblée

2.1 Généralites

Le but de I'approche ciblée est d'identifier et de quantifier des molécules connues et présélectionnées
dans une matrice donnée. Cette approche est basée sur des développements et optimisations
analytiques a partir de standards analytiques qui garantissent des niveaux de sensibilité, de
spécificité, de répétabilitt et des intervalles de linéarité optimaux. Des étapes telles que la
préparation des échantillons, la séparation et I'analyse sont inhérentes au processus de mesure des
RdM. Des exemples de méthodologies analytiques développées pour étudier la présence de RdM et
leurs metabolites dans les eaux de surface et les tissus des organismes marins tels que les bivalves

sont résumés dans le tableau 6.

52



La détection des RdM dans les eaux et les tissus nécessite leur extraction et leur préconcentration
préalables dans les matrices données en raison des faibles concentrations auxquelles elles sont
présentes dans I'environnement et d'éliminer les composants non désirés de la matrice. Cette étape
est connue comme la préparation de I'échantillon, qui comprend a son tour les processus de

prétraitement et d'extraction/purification comme illustré par le tableau 6.

Un des prétraitements pour les matrices aqueuses est I'élimination des matiéres en suspension
principalement par filtration a I'aide de différents matériaux et tailles de pores, parfois en combinaison
avec l'acidification pour stabiliser la forme ionisée des analytes et aussi I'ajout d'un agent chélatant.
Dans le cas des échantillons de tissus d'organismes, les techniques d'homogénéisation et de
séchage, principalement par lyophilisation, sont essentielles pour assurer la représentativité des
résultats. L'ajout d'une quantité connue de molécules deutérées avant et/ou aprés le processus
d'extraction est la démarche la plus souvent réalisé dans des matrices aqueuses et tissulaires. Ces
molécules deutérées sont utilisées comme des étalons internes dans le processus de quantification
pour corriger les potentielles pertes des RdM étudiés pendant le processus d'extraction et pour

corriger |'effet matrice (Brieudes et al., 2017).

Dans le cas de I'extraction/purification, les procédures retenues dépendent du RdM étudié et de la
matrice d'intérét. La technique d'extraction en phase solide (SPE) est la plus utilisée pour isoler et
concentrer les RdM des échantillons d'eau avec les cartouches Oasis® HLB. Le succés de ce type
d'adsorbant s'explique par son greffage de N-vinylpyrrolidone-divinylbenzéne, constitué d'un site
hydrophile (N-vinylpyrrolidone) et d'un site hydrophobe (divinylbenzéne), qui permet des mécanismes
de rétention favorables pour ces deux interactions (Fontanals et al., 2005). Dans certains cas, des
adsorbants ayant des propriétés d'échanges cationiques (exemple la cartouche OASIS MCX) sont
utilisés. L'échantillon aqueux est alors chargé en conditions acides afin que les RdM d'intérets
puissent étre retenus et I'élution est effectuée dans des conditions basiques (Togola and Budzinski,
2008).

Les échantillons de tissus nécessitent des procédures d'extraction/purification plus poussées par
rapport aux échantillons d'eau, en raison d'une part de la haute complexité de la matrice biologique,
notamment riche en composants indésirables (lipides, protéines et pigments) qui pourraient interférer
avec l'analyse, et d'autre part de la faible concentration des RdM, qui sont généralement présents a
des niveaux de traces. Les techniques d'extraction par liquide pressurisé (PLE en anglais) et/ou par
agitation sont souvent utilisées, les deux utilisant des solvants organiques tels que I'acétonitrile ou le
méthanol utilisées (tableau 6). Ces techniques d'extraction ont été combinées avec diverses
techniques de purification, notamment SPE et QUEChERS, cette derniére technique est un acronyme
pour Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe. Elle consiste a rajouter des sels a la matrice

d'intérét qui aura été mélangée au préalable dans un solvant apolaire.
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Le Tableau 6 montre que I'analyse des RdM dans les eaux de surface et les organismes marins
(bivalves) est couramment effectuée par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-MS). Pour les composés polaires, non volatiles et thermolabiles comme les RdM, les
méthodes de séparation par LC sont plus adaptées par rapport aux méthodes par la chromatographie
en phase gazeuze. La séparation des RdM est fréquemment réalisée par chromatographie en phase
inverse a l'aide de colonnes de chromatographie liquide haute performance (HPLC) (Bjérlenius et al.,
2018; Dodder et al., 2014) ou de chromatographie liquide ultra performance (UPLC) (Gros et al.,
2012; Wille et al., 2011). L'acétonitrile (ACN) et le méthanol (MeOH) sont largement utilisés dans les
phases mobiles pour la séparation chromatographique des RdM (Boleda et al., 2013; Brieudes et al.,
2017; Serra-Compte et al., 2018), souvent accompagnés de modifiants tels que I'acide formique ou
l'acétate d'ammonium. Ces modifiants sont utilisés pour stabiliser le pH et obtenir une meilleure forme
de pic et reproductibilité, ainsi que pour favoriser l'ionisation lorsque la spectrométrie de masse (MS)
est utilisée comme méthode de détection. La MS permet de détecter et d'identifier des molécules par
mesure de leur masse et de fragments spécifiques et ainsi de caractériser leur structure chimique.
Des ions moléculaires des RdM susceptibles d'étre détectés par la MS sont principalement produits
par ionisation par électrospray (ESI) en mode positif et négatif (Alvarez-Mufioz et al., 2015). Les ions
formés dans la source d'ionisation ou dans la chambre de collision sont séparés selon leur rapport
masse (m) sur charge (z) avant d'arriver au détecteur qui compte et amplifie le signal émis par les
ions. Ce signal est alors traité informatiquement afin d'obtenir un spectre de masse qui correspond a
un graphique représentant l'intensité des ions en fonction de leur rapport m/z. La détermination par
MS de ces ions est réalisée avec différents analyseurs tels que le triple quadripdle, la trappe d'ions et
l'analyseur a temps de vol (Menet, 2011). Le triple quadripdle (QgQ) est l'analyseur le plus
couramment utilisé ((Bjorlenius et al., 2018; Boleda et al., 2013; Dodder et al., 2014). Il est réalisé
dans les modes SRM (Select Reaction Monitoring) ou MRM (Multiple Reaction Monitoring) qui
consistent a suivre la réaction de transition d'un ion parent vers un ou plusieurs ion(s) fils. Le
développement récent des spectrométres de masse haute résolution (HRMS) permet la création de
méthodes d'analyse ciblée hautement sélective grace a I'utilisation d'une fenétre de tolérance de
masse de 5 ppm. Les analyseurs hybrides HRMS tels que quadripble-temps de vol (Q-ToF) (Baz-
Lomba et al., 2016), triple quadipéle-trappe d'ions linéaire (QqQ(LIT)) (Serra-Compte et al., 2018) et
quadripdle-Orbitrap (Q-Orbitrap) (Pugajeva et al., 2017) sont de plus en plus utilisés dans la détection

de produits pharmaceutiques.

La performance de ces méthodes d'analyse est évaluée a I'aide de divers paramétres, notamment la
linéarité, les rendements bruts, les effets matrice, les limites de détection et de quantification, cette
derniére étant illustrée au tableau 6. Les variations des données rapportées pour ce parametre
mettent en évidence que l'analyse simultanée de molécules de classes thérapeutiques différentes
ayant des propriétés physico-chimiques différentes impose souvent un compromis dans le choix des
conditions expérimentales pour leur extraction, leur séparation et leur détection. Ce compromis a un
impact sur la sensibilité des méthodes analytiques developpées de telle fagon que la réponse de

certaines molécules peut étre plus favorisée par rapport a d'autres.
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Tableau 6. Méthodes d'analyse utiliées pour mesurer des produtis pharmaceutiques dans les eaux de surface et les tissus des organismes marins tels que les bivalves.

Préparation d'échantillon Chromatographie liquide Spectr:‘]oan;sé‘tarie de Méthode
Matrice . .
powris | S bespee L0 gt cans s
ex volume et g pour la p Y o Extraction/ . . Mode eaux et ng/g dw ou
Références X entre RdM et leur Prétraitement P Type de colonne Phase mobile Détecteur . A
masse (dw: dry . ) ) purification acq. ww* dans les tissus
. X meétabolites selon notre liste .
weight ou ww: wet e de bivalves)
. d'intérét)
weight))
Anti-épileptiques (1) 0,2
Analgésiques/ __— K
ES Anti-inflammatoires (7) E"S?T?fiv CK/S hm) Oasis MCX Acquity UPLC BEH C18  A: H,0 (0,1% AcA) QqQ o
. L 4m asis cquity :Hy ,1% Ac, q
Brieudes etal., 2017 4500 mL) Benzodiazépines (4) pH3,0+0,1 (AF) (60 mg, 3cc) (100 x 2,1 mm; 1,7 um) ~ B: ACN (0,1 % AcA) Esl+/) MRM 0,1-0,8
Antidépresseurs (3) addition e.i 0,2-16,3
Substitutifs aux opiaces (2) 0,3-1,8
Anti-épileptiques (1) 2,4
Analgésiques/
Anti-inflammatoires (6) ESi+ Esi+ 3,4-30.1
Antibiotiques/ I Acquity UPLC HSS T3 A: 10 mM AF/FA a pH 3,2
. Anti-infectieuse (3) Filtration (Nylon, 0,45 5, gis HLB (50 x 2,1 mm; 1,8 pym)  B: MeOH QqQ(LIT) 21-183
Petrovic et al., 2014 ES um) (60 mg, 3cc)  ESI ES| (ESI +/-) MRM
500 mL o . . , - - -
( mL) Ben.z?dlazeplnes (1) addition e.i Acquity UPLC BEH C18  A: 5 mM AA/A a pH 8 17,7
Antidépresseurs (1) (50 x 2,1 mm; 1,7um) B: ACN 0,7
Régulateurs des 19
lipides sanguins (1) ’
B-Bloquants (1) 1,0
Analgésiques/
Anti-inflammatoires (4) ESIIICN/MeOH 2:1) 1,4-30,0
ES Antibiotiques/ ES (addition 1% Oasis HLB Acquity UPLC BEH C18 B: AA/ACA 6,5 mM, pH 5,2) QqQ 11
Boleda etal., 2013 504 1) Anti-infectieuse (1) MeOH) (200 mg, 6mL) (50 x 2,1 mm; 1,7um)  ESI- ESl+/) M '
. A: MeOH
Reégulateurs des B: AA/ACA (6,5 mM, pH 5,2) 30,0

lipides sanguins (1)

ES: eaux de surface; FV: filtre en fibre de verre; AF: acide formique; FA: formiate d'ammonium; A: ammoniac; AA: acétate d'ammonium; AcA: acide acetique; ACN: acetonitrile; MeOH: methanol;
ESI: électrospray; QqQ: triple quadrupdle; QqQ(LIT): hybride triple quadripble-trappe d'ions; MRM: multiple reaction monitoring; SRM: select reaction monitoring.
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SuiteTableau 6. Méthodes d'analyse utiliées pour mesurer des produtis pharmaceutiques dans les eaux de surface et les tissus des organismes marins tels que les bivalves.

Préparation d'échantillon Chromatographie liquide Spectr:]oarzse;rle de Méthode
Matrice Classe thérapeutique dal;wcs)(lleéng:/atx
(mL pour le volume et g | (total de composés analysé Extraction/ Mode | et na/a dw ou
Références pour la masse (dw: dry entre RdM et leur Prétraitement . ) Type de colonne Phase mobile Détecteur *g g
urification ac ww* dans les
weight ou ww: wet métabolites selon notre liste P a- tissus de
weight)) d'intérét) )
bivalves)
Anti-épileptiques (1) 0,1
Analgésiques/ -
Anti-inflammatoires (3) Filtration (filtre & 0.05-1.0
Antibiotiques/ membrane Millipore ) ) A: MeOH (0,1% AF)
Bjorlenius et al,, 2018 L0 Anti-infectieuse (3) 045 um) Oasis HLB Hypersil Gold B: ACN (0,1 % AF) QQ gy 910
’ (1000 mL) . . pH 3 (acide (200 mg, 6 mL) (50 x 2,1 mm; 3um) . 't o (HESI +/-)
Benzodiazépines (1) sulfurique) C: H20 (0,1 % AF) 0,5
Antidépresseurs (1) addition e.i 0,05
B-Blogquants (1) 0,5
Substitutifs aux opiaces (1) 1,0
Anti-épileptiques (1) 0,5-2,4
Analgésiques/ Filtration:
i . : 0,8-30,1
Anti-inflammatoires (5) -riviére (FV 1 um plus  Oasis HLB Esis ESI+
Antibiotiques/ Nylon, 0,45 pym) (200 mg, 6 mL) dans les . A: 10 mM AF/FA a
ES Anti-infectieuse (3) -mer (Nylon, 0,45 ym) eaux de mer Acquity UPLC HSS T3 pH 3,2 0,7-18,3
Gros et al.. 2012 (100 mL les eaux de Na.EDTA (50 x 2,1 mm; 1,8 um) B: MeOH QqQ(LIT) MRM
v riviere et 500 ml les Benzodiazépines (2) 2 —— ’ ESI- y (ESI +/-) 0,4-17,7
eaux de mer) (concentration final Oasis HLB Acquity UPLC BEH C18 ESI-
Antidépresseurs (1) dans les échantillons (60 mg, 3 mL) dans les (50qx 2V T 1.7my  ATSMMAAAZpH S 0,2-0,7
Régulateurs des 0,1%) eaux de riviére ’ 1Ll B: ACN
lipides sanguins (1) addition e.i 1,5-9.1
-Blogquants ,3-1,
B-Bloquants (1) 0,3-1,0
gizsud o . Anti-épileptiques (1) Esis 0,07-0,18
,5 g dw. Des espéces:
-Pacific oyster N échantillon composé [ LE avec MeOH/H,0  ESI+ A: 10 mM AF/FA &
. Ana|ges|ques/ A P (12 V/V) Acqwty UPLC HSS T3
Alvarez-Mufioz et al (Crassostrea gigas) Antisinflammatoires (1 broyé, homogénéisé, Oasis HLB (50 x 2,1 mm; 1,8 pm) pH 3,2 QqQ(LIT) 0,06-0,08
2015 " -Mediterranean mussel -inflammatoires (1) lyophilisé maintenu a (200 mg, 6 mL) sl b B: MeOH (ESI+/) SRM
(Mytilus o -20°C jusqu'a ) Mg, bmL) . ESI-
galloprovincialis) Antibiotiques/ I'analyse addition €.l apres dela  Acquity UPLCBEH C18  ,"5 1\ ap/a & pH 8 0.02-0.09
- Striped venus clam Anti-infectieuse (1) reprise de I'échantillon (50 x 2,1 mm; 1,7um) B ACN , ’
(Chamele gallina) Antidépresseurs (2) 0,03-0,18

ES: eaux de surface; FV: filtre en fibre de verre; AF: acide formique; FA: formiate d'ammonium; A: ammoniac; AA: acétate d'ammonium; ACN: acetonitrile; MeOH: methanol; PLE: extraction
par liquide pressurisé; ESI: électrospray; HESI: heat electrospray ionization; QgqQ: triple quadrupéle; QqQ(LIT): hybride triple quadripdle-trappe d'ions; MRM: multiple reaction monitoring; SRM:
select reaction monitoring.
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Suite Tableau 6. Méthodes d'analyse utiliées pour mesurer des produtis pharmaceutiques dans les eaux de surface et les tissus des organismes marins tels que les bivalves.

Spectrométrie de

Préparation d'échantillon Chromatographie liquide masse Méthode
LOQ (ng/L
Matrice Classe thérapeutique dans les
(mL pour le volume et (total de composés . eaux et ng/g
Références g pour la masse (dw: analysé entre RdM et Prétraitement E’J:'i}iag;{%?]/ Type de colonne Phase mobile Détecteur I\ggde dw ou ww*
dry weight ou ww: wet | leur métabolites selon P a- dans les
weight)) notre liste d'intérét) tissus de
bivalves)
échantillon composé jccz:l’\(lent d'extraction
Tissu E/fgﬁmggr:%?stlﬂﬁea QUECHERS avec les
. 2g dw. De l'espéce: o " sels Na,SO, anh, NaCl, . o .
Martinez Bueno et al., -Mediterranean mussel  Antidépresseurs (6) '-20 C jusqu'a NasCit:2H,0 et ZORBAX XDB . A: H20 (0,10/0 AF) Orbitrap MS et 25-3.8
2014 (Mytilus I'analyse. Na,HCit:3H,0 (100 x 2,1 mm; 1,8um)  B: ACN(0,1 % AF) (HESI +)  MS/MS
o Jour de I'analyse: 22
galloprovincialis) A ) Centrifugation
Réhydratation +
addition e.i Z-sept
’ AF
Anti-épilepti 1 1
An Ile‘,)l .EP |qt;es M échantillon composé
Tissu nalgesiques, broyé, homogénéisé, PLE avec ACN/H,0 (3:1 . . "
. 1g dw. De l'espéce: Anti-inflammatoires (3) Iyoghilisé ma?ntenu a  v/vavec 1% AF) 0 Nucleodur C18 Pyramid  A: H20 (0,08 % AF) QaQ 255
Will et al., 2011 : ’ o - UHPLC B: ACN(0,08 % AF) SRM
Blue mussel ibioti 4°C jusqu'a l'analyse.  Strata-X . | (HESI +)
) . Antibiotiques/ (100 x 2 mm; 1,8um) C: Isopropanol
(Mytilus edulis) anti-infectieuse (1) Jour de l'analyse: (200 mg, 6 mL) T ’ 5
addition e.i
B-Bloguants (1) 1
Anti-épileptiques (1) 0,43
échantillon composé Solvent d'extraction
Tissu o homoagénéisé P ACN Acquity UPLC HSS T3 .
0,59 dw. Antibiotiques/ Vo hi?is o mamtenua  QUECHERS avec les (50 x2,1mm; 1,8 um)  A: 10 mM AF/FA & 0,07
Serra-Compte etal., De l'espéce: Anti-infectieuse (1) ¥8(‘))°C USqU'a sels: acétate de sodium, pH 3,2 QqQ(LIT) MRM
2018 -Mediterranean mussel ranal sje a sulfate de magnésium.  Pour les métabolites: B: MeOH (ESI +)
ilus \ . avec , e ypersil Go
(Mtil Jour (}jle I.anal se dSPE PSA,C18et H il Gold PFP
galloprovincialis) .- R 1alyse: sulfate de magnésium (10 x 2,1 mm; 1,9 ym)
Antidépresseurs (6) Reéhydratation 0,21-1,0

Vortex et centrifugation

AF: acide formique; FA: formiate d'ammonium; ACN: acetonitrile; MeOH: methanol; PSA: amine primaire et secondaire; dSPE: extraction dispersive en phase solide; PLE: extraction par
liquide pressurisé; QUEChERS: quick, easy, cheap, effective, rugged et safe; ESI: électrospray; HESI: heat electrospray ionization; QgQ: triple quadrupéle; QqQ(LIT): hybride triple
quadripble-trappe d'ions; MRM: multiple reaction monitoring; SRM: select reaction monitoring.

57



Suite Tableau 6. Méthodes d'analyse utiliées pour mesurer des produtis pharmaceutiques dans les eaux de surface et les tissus des organismes marins tels que les bivalves.

Spectrométrie de

Préparation d'échantillon Chromatographie liquide masse Méthode
Matrice Classe thérapeutique LOQ (ng/L dans
(mL pour le volume et g (total de composés Extraction/ Mode les eaux et ng/g
Références pour la masse (dw: dry analysé entre RdM et Prétraitement urification Type de colonne Phase mobile Détecteur ac dw ou ww* dans
weight ou ww: wet leur métabolites selon P a- les tissus de
weight)) notre liste d'intérét) bivalves)
Anti-épileptiques (1) 0,595*
ESI+
. A: 0,1% AF et 0,1 %
analgésiques/ ESI + ’ ’ .
anti-inflammatoires (3) Waters Xterra C18 EA:SNH&%OH (1:1) 3,80-6,48
Tissu Extraction acide: ACN, (10 x 2,1 mm; 3,5 ym) Ol'j . .
2,5 g ww pour l'extraction  Antibiotiques/ buffer aqueux , pH2 ou . o "
Dodder et al.. 2014 acide anti-infectieuse (2) addition e.i Extraction basique: Waters Atlantis HILIC /t;\l.Jff%:er/;’ HAZC(')A [AA QqQ MRM 0,324-0,596
” 1g ww pour I'extraction ’ ACN, NH,OH aqueux, (10 x 2,1 mm; 3,0 ym) B: ACN (ESI +/-)
basique . pH 10 ’ *
De l'espéce: Mytilus spp. Benzodiazépines (1) OASIS HLB ESI - ESI- 0,194
Waters Xterra? C18 A 01% AAet01%
(10 x 2,1 mm; 3,5 ym) ACA en H,0
B-bloguants (1) B: ACN:MeOH (1:1) 0,741*

AF: acide formique; FA: formiate d'ammonium; AA: acétate d'ammonium; AcA: acide acetique; ACN: acetonitrile; MeOH: methanol; ESI: électrospray; QqQ: triple quadrupdle;
MRM: multiple reaction monitoring; SRM: select reaction monitoring.
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En conclusion, I'approche ciblée a couramment été utilisée pour détecter et quantifier de nombreux
RdM dans I'environnement aquatique. Le développement de méthodes analytiques témoigne de la
complexité analytique parce qu'il est fortement dépendant du type de matrice et des propriétés

physico-chimiques des molécules d'intérét.

2.2 Développement analytique
Au cours de cette thése doctorale, différentes méthodes d'analyse ont été développées pour la
recherche de RdM et leurs métabolites dans des matrices environnementales selon les objectifs

scientifiques.

Pour répondre a la question des niveaux de contamination en RdM dans un pays de I'hémisphére
Sud, le Cameroun (notamment autour de sa capitale, Yaoundé), travaux présentés au chapitre 3, une
analyse multirésidus a été développée. La grande majorité des méthodes analytiques publiées dans la
littérature concentrent leur attention sur les molécules meres et, de fagon plus rare, sur les
métabolites et/ou les produits de transformation. Nous avons décidé de développer une méthode
multi-résidus contenant des molécules méres mais aussi des métabolites appartenant a différentes
classes thérapeutiques. Cette méthode qui comprend seize molécules mére appartenant a huit

classes thérapeutiques différentes et neuf métabolites, a été dévelopée sur des matrices aqueuses.

Pour répondre a la question du métabolisme de la venlafaxine chez la moule méditerranéene, travaux
présentés au chapitre 4, une approche ciblée a été conduite afin d'optimiser les méthodes d'extraction
tissulaire sur les métabolites renseignés a ce jour chez 'homme et chez la moule. En complément de
cette approche ciblée, une approche non ciblée a été développé dans la section 3.2. La méthode de
traitement tissulaire a été mise au point en tenant compte les propriétés physico-chimiques des
métabolites connus de la venlafaxine (5 phase | et 2 phase Il). La venlafaxine et ses métabolites ont
un groupe fonctionnel amine dans leurs structures. Une valeur de pH inférieur a la valeur de pKa, en
au moins 2 unités, favorise la présence d'une charge positive sur I'azote du groupe amine de ces
composés. Développer la méthode de traitement tissulaire en utilisant cette propriété, nous a permis
d'augmenter la probabilité de détection des métabolites connus mais aussi des métabolites non
connus de la venlafaxine chez la moule méditerranéenne (M. galloprovincialis) exposées, dans des
conditions contrdlées, a une concentration connue de cet antidépresseur. De plus, cette méthode
traitement tissulaire nous a permis de diminuer la prise d'essai de I'échantillon par rapport aux autres
méthodes existent dans la littérature. Par ailleurs, cette approche ciblée a été adaptée pour mesurer
les mémes molécules (venlafaxine et ses métabolites) dans I'eau de mer utilisée lors de I'exposition
des moules en conditions controlées. Cette derniére approche nous a permis de calculer la

concentration réelle d'exposition des organismes a la venlafaxine.

Plusieurs axes de développement ont été menés pour ces différentes méthodes d'analyse:
1) loptimisation de [I'extraction/purification, 2) [l'optimisation de la mesure spectrométrique,
3) l'optimisation de la mesure chromatographique et 4) I'évaluation de la performance des méthodes.
La description de ces axes ainsi que la présentation des molécules sélectionnées seront abordées ci-

dessous.
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En Europe, la Directive Cadre sur I'Eau (DCE), représente le plus important cadre législatif dans
I'évaluation de la qualité des eaux. Cette directive dans son rapport "Directive 2013/39/EU" considére
la pollution des eaux par les produits pharmaceutiques comme une préoccupation environnementale
émergente et a inclus dans la premiére "liste de surveillance" certaines RdM des classes
thérapeutiques telles que des hormones et des anti-inflammatoires. En France, l'arrété du 7 ao(t
2015 a permis de mettre a jour la liste de substances pertinentes a surveiller dans les eaux de surface
et inclus une quinzaine de médicaments et métabolites. Dans ce contexte, notre sélection des
molécules a pris en compte l'arréte du 7 aodt 2015 et I'occurrence de molécule déja renseignée dans
la littérature. Comme nous l'avons vu dans le chapitre |, la disponibilité d'information des métabolites
dans l'environnement aquatique reste trés limité indépendamment du continent et de la classe
thérapeutique, ce qui les rend intéressants a inclure dans nos études. Les métabolites déja identifiés
dans les eaux de surface et certains peu documentés (glucuronides) ont été sélectionnés. Le choix
final a été fait selon la disponibilitté des standards analytiques. En conséquence, 16 produits
pharmaceutiques appartenant a huit classes thérapeutiques différentes et 16 métabolites ont été
sélectionnés. Cette liste de molécules considérées comme les plus pertinentes a inclure dans nos

études est présentée au tableau 7.

Les propriétés et usages thérapeutiques des molécules sélectionnées ont été résumées dans le
tableau 1 (section 1.1) selon les huit classes thérapeutiques identifiées.

En raison de la diversité des proprietés physico-chimiques des molécules sélectionnées, le
développement des méthode ciblées a été la recherche du meilleur compromis analytique pour

attendre la meilleure sensibilité possible dans I'analyse de I'ensemble de molécules.

Comme nous l'avons indiqué au début de cette section (2.2), les méthodes analytiques développées
au cours de cette thése sont diverses en molécules et en matrice, donc, pour chaque approche ciblée,
un protocole d'extraction/purification le plus adapté pour I'ensemble des molécules de I'étude a été
déterminé.

2.2.2.1 Méthode multi-résidus dans des matrices aqueuses

Les molécules du tableau 7, sauf les métabolites de la venlafaxine, sont utilisées dans la méthode
multi-résidus mise au point pour les matrices aqueuses. Pour cette méthode, nous utilisons un
protocole développé au sein du laboratoire. Ce protocole effectue la purification de I'échantillon
aqueux avec la technique SPE. Les cartouches OASIS HLB (6cc, 200 mg, 30 um) sont préalablement
conditionnées avec (2 x 5 mL) de MeOH suivi de (2 x 5 mL) d'eau ultra-pure a un débit d'environ 5
mL/min. Des prises d'essai de 500 mL d'eau milliQ enrichis avec I'ensemble des analytes a 100 pg/L
(10 ng) sont déposées sur les cartouches. Aprés le passage des échantillons d'eau sur les
cartouches, elles sont rincées avec 5 mL d'eau utlra-pure et séchées sous vide pendant 1h. Les
analytes sont élués avec 10 mL de MeOH. Les extraits sont évaporés a sec a 35°C sous azote et

reconstitué avec 200 yL d'ACN:eau ultra-pure (2:98, v/v).
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Tableau 7. Classe thérapeutique, CAS, structure chimique, formule brute, pKa et log Kow des médicaments et
des métabolites sélectionnés.

Classe
thérapeutique

Analgésiques/
Anti-
inflammatoires

Antibiotiques/
Anti-infectieuse

Benzodiazépines

a

Médicaments

Codéine

Codéine 63D
glucuronide

Ibuproféne

1-hydroxyibuproféne

carboxyibuproféne

Kétoproféne

Diclofénac

Acetaminophéne

Ciprofloxacine

Ofloxacine

Sulfaméthoxazole

Diazepam

Oxazepam

1422-07-7

20736-11-2

15687-27-1

53949-53-4

15935-54-3

22071-15-4

15307-86-5

103-90-2

85721-33-1

82419-36-1

723-46-6

'° valeurs pédites avec le logiciel ACD/ChemSketch

Structure chimique

4

Hed  o'w OH

i/:;\
b
CHs
s 1 OH
HaC v
CH;
o P L ‘OH
HeC = o
OH
CHy
CHy 7 I |OH
HO. ]
0
o

Formule brute

C18H21NO3

C24H29NO9

C13H1802

C13H1803

C13H1604

C16H1403

C14H11CI2NO2

C8HIONO2

C17H18FN303

C18H20FN304

C10H11N303S

C16H13CIN20

C15H11CIN202

8,23 et 13,40

2,79; 8,08;

12,87; 14,10

et 14,96

4,41

4,39 et 14,46

4,39 et4,73

4,23

4,18

1,7, 9,86
et 15,32

6,43 et 8,68

5,19et 7,37

1,39 et 5,81

1,17; 10,94
et 12,75

1,21

3,5

2,06

0,87

29

1,86
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Suite Tableau 7. Classe thérapeutique, CAS, structure chimique, formule brute, pKa et log Kow des médicaments et des
métabolites sélectionnés.

Classe CAS a

thé : Médicaments Structure chimique Formule brute pKa log Kow
érapeutique
Oxazepam 2,26, 2,77;
Iucuropnide 6801-81-6 C21H19CIN208 10,62; 12;85; 2,43
g 14,09 et 14,95
Benzodiazépines
0,17; 10,08
Lorazepam 846-49-1 C15H10CI2N202 ot 12,68 2,38
Venlafaxine 99300-78-4 CI7H27NO2 9,26 et 14,84 2,47
(VEN)
O-desmethyl ”‘CHS 9,23; 10,04
- y i~ o™ 23; 10,
venlafaxine (ODV) 93413-62-8 C16H25N0O2 et 15,01 1,74
e
N-desmethyl ™
venlafaxine (NDV) 149289-30-5 : | C16H25N02 10,44 et 14,83 2,55
" C/NH
N,O-didesmethyl : OH 9,83; 10,59
venlafaxine (NODDv) ~ 135308-74-6 C15H23N02 et 15,00 1,81
HO'
Antidépresseurs N i HN
,N-didesmethy| o
venlafaxine (NNDDV) 130198-05-9 C15H23NO2 9,85 et 14,75 2,04
O
N,N-didesmethyl-o- HoN
desmethyl OH 9,72; 10,38
venlafaxine 135308-76-8 /©J\<13 C14H21NO2 et 14,92 1.3
(NNDDODV) Ho
)
R T o 2,78;10,24;
NODDV-glucuronide =~ 1021933-99-2 +° o C21H31NO8 12,86; 14,10; -0,68
Ho o 14,83 et 14,95
OH
oo e 2,78;9,26;
ODV-glucuronide 1021933-98-1 Ho. ) ™ C22H33NO8 12,86; 14,10; -0,76
{ 14,84 et 14,95
||C\U\T .
. o Moy 4,31; 13,61;
Pravastatin 81093-37-0 ~ e, ¢ C23H3607 1477 et 15,18 2,21
Régulateurs des Ir
lipides sanguins "
o )\q)kﬂ\ HiG, CHy
Fenofibric acid 42017-89-0 P \//]\O/J\WOH C17H15CIO4 3,09 3,99
(o]
M 9,43; 13,88
Aténolol 29122-68-7 o Y OJ\/NYGHG C14H22N203 ‘et "16 2‘6 0,33
N CHy ’
B-Bloquants w
1-Propanolol 71-23-8 HaC\/\OH C3H80 15,24 0,33

2° valeurs pédites avec le logiciel ACD/ChemSketch
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Suite Tableau 7. Classe thérapeutique, CAS, structure chimique, formule brute, pKa et log Kow des médicaments et des
métabolites sélectionnés.

Classe a

thérapeutique Médicaments CAS Structure chimique Formule brute pKa log Kow
NN
Buprenorphine 52485-79-7 Q 5 DC/.O;, C29H41NO4 8";:’11;596%7 2,83
H tBu '
HO 0" OCHy
3 2,77; 8,29;
Buprénorphine L 12,86; 14,10:
glucuronide 101224-22-0 5 ‘)Eé/gu |= C35H49NO10 14.95 et 0,4
Substitutifs e 5 “}._CW’ 14,99
aux opiaces oo
rNH
(. .
Norbuprénorphine ~ 78715-23-8 N, C25H35N04 A 12
% H ’
HO 0O'H OCH;
& e 2,77, 9,50;
Norbuprénorphine 204 oL 12,86; 14,10; )
glucuronide 469887-29-4 . \[\J’ v Al C31H43NO10 14.95 et 1,23
\6‘ 00T N, oo 14,99

2° valeurs pédites avec le logiciel ACD/ChemSketch

L'évaluation de ce protocole d'extraction/purification a été fait avec des triplicats sur la base des
critéres suivants: 1) le rendement brut, calculé par comparaison de l'aire du signal de chaque analyte
dans les échantillons dopés avants et aprés le processus d'extraction/purification injectés dans les
mémes conditions d'analyse et 2) l'effect matrice, calculé par comparaison de l'aire du signal de
chaque analyte dans les échantillons dopées aprées extraction/purification par rapport a I'aire du signal

de chaque analyte mesuré dans le mix des standards injectés aux mémes conditions d'analyse.

Les résultats du rendement brut et de I'effet matrice obtenus pour les molécules de la méthode multi-
résidus sont montrés dans le tableau 8.

Concernant les rendements d'extraction bruts, des valeurs satisfaisantes entre 80 et 112 % ont été
obtenus pour une majorité de molécules a I'exception de la codéine, ofloxacine et sulfaméthoxazole
qui ont montré des valeurs entre 53 et 57 % ainsi que la ciprofloxacine et la pravastatine qui ont
présenté un rendement inférieur a 35%. En raison du mauvais rendement brut obtenu par la
ciprofloxacine, elle n'a pas été incluse dans I'étude menée dans les eaux de surface et souterraines

du Yaoundé, Cameroun.

Des effets matrice faibles (inférieur a 30 %) ont été observés pour la plupart des analytes excepté
pour les molécules suivantes: carboxy-ibuproféne, diclofénac, oxazepam, lorazepam, pravastatine et
norbuprenorphine qui présentent des effets de suppression de signal compris entre 36 et 59 %. La

molécule sulfaméthoxazole a montré une augmentation du signal (34%).
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Tableau 8. Rendements bruts et Effets matrice des molécules dans I'application du protocole

d'extraction/purification dans les échantillons d'eau milliQ

Classe Thérapeutique Molécules Rendement bruts Effet matrice
(%) (n=3) (%) (n=3)

Anti-épileptique Carbamazépine 112+ 15 -7£5
analgésiques/ Codéine 53+3 -16 £5
AINS Codéine 6BD glucuronide 92+9 -14+2

Ibuproféne 90+ 15 -6£5
1-hydroxy-ibuprofene 94+9 -27+10

carboxy-ibuproféne 98 £6 -36+6

Kétoprofene 92+£17 249

Diclofénac 8015 -38+5

Acetaminophéne 88+ 12 -15£7

Antibiotiques/anti- Ciprofloxacine 26+ 6 -29+6
infectieuse Ofloxacine 57+7 -12+6
Sulfaméthoxazole 56 +8 34£15

Benzodiazépines Diazepam 106 + 15 -13£3
Oxazepam 83 +21 -51+6

Oxazepam glucuronide 103+£5 -7x1

Lorazepam 85123 -56+5
Antidépresseurs Venlafaxine 95+8 -16%5
Régulateurs des lipides Pravastatine 32+2 -37+£8
sanguins Acide fénofibrique 87+ 14 24 +5

p bloquants Aténolol 102 £5 -4+3
Propanolol 99 + 38 -14£9

Substitutifs aux opiaces Buprénorphine glucuronide 91+15 -8+4
Norbuprénorphine 82 +41 -59+17

Norbuprénorphine 85+2 -11£5

glucuronide

2.2.2.2 Méthode venlafaxine et ses métabolites dans des tissus de la moule

Dans le cas de la méthode développée pour déterminer la venlafaxine et ses métabolites dans les
tissus de la moule, suite a l'analyse des méthodologies décrite dans la littérature (section 2.1) le
protocole d'extraction/purification comprend plusieurs étapes en raison de la complexité de cette
matrice, notamment riche en lipides (environ 9% dans la moule entiére M.galloprovincialis) (Alvarez-
Mufioz et al., 2015). Cette analyse nous a conduit a sélectionner des tests qui comprennent la prise
d'essai, la température d'extraction, l'adsorbant lipidique, les cartouches SPE et QUEChERS pour
déterminer la technique d'extraction/purification la plus adaptée aux molécules d'intérét en tenant
compte des outils disponibles dans le laboratoire. La figure 5 illustre les différents tests effectués

(détails dans les carrés rouges) pour établir le protocole final d'extraction/purification.

Une attention particuliére a été portée aux métabolites de phase Il (glucuronides) en raison de : 1) leur
polarité élevée par rapport a leur molécule mére (venlafaxine) et les métabolites de phase | et de 2)
leur haute sensibilité a subir une hydrolyse, des caractéristiques qui les rendent difficiles a retenir.

Pour cela, différentes témpératures ont été testées dans Il'extraction.

Les techniques QUEChERS et SPE combinées avec différents adsorbants lipidiques supplémentaires
ont été évaluées pour la purification. Dans la technique SPE, deux cartouches OASIS avec différents

greffages ont été testés: HLB et MCX. Comme nous l'avons dit précédemment (section 2.1), le
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greffage de la cartouche HLB conduit a des interactions hydrophiles et lipophiles qui permettent de

retenir des composés acides, basiques et neutres (figure 6). Par contre, la cartouche MCX obtient une

rétention sélective de composés basiques avec des groupes échangeurs de cations a la surface de

I'adsorbant, caractéristique qui est présente dans la venlafaxine et ses métabolites pour avoir dans

leur structures un groupe amine. A pH bas, il y a deux points de rétention dans cette cartouche: un

fort mécanisme d’échange d’ions et une faible contribution de phase inverse (figure 6).

0,5 g tissus > : Test Prise d'essai: 10,5 g; 2)19

+ dopage 20 ng/g (10 ng)
+5 mL de 5% acide formique dans MeOH

Sonication 5 min et centrifugation a 23 °C (3400 xg, 5
min)

Transférer le surnageant dans un tube falcon de 50 mL
Laver le culot (5 mL solvant d’extraction+ sonication + centrifuger)
Récupérer le surnageant et I'ajouter au surnageant précédent

Ajouter aux extraits du tube Falcon de 50 mL:
0,5 g Z-sep” (Zirconialsilice)
+ 5 mL 5 mM acétate d’'ammonium (il stabilise le pH et I'échantillon)

Vortex 5 min et centrifugation a 4 °C (3400 xg, 5 min)

Transférer I'extrait dans un bécher et diluer avec de I'eau jusqu'a
150 mL. Ajuster le pH a 1,4 + 0,1 avec acide formique pure (98%)

Conditionnement des cartouches OASIS MCX (6¢cc, 150 mg, 30 um )
6 mL MeOH, 6mL d’eau milliQ, 6 mL 2% acide formique en d'eau

milliQ (pH : 1,40), flow: 1 mL/min

Charger I'échantillon dans la cartouche SPE | 2

OASIS MCX (6 cc, 150 mg, 30 um)

Sécher jusqu'a elimination des gouttes qui sortent de la colonne

Laver la cartouche avec:

U > |

- Test Température d'extraction:

i 2) bain glacé

! Test Adsorbant lipidique:
1 1)0,59Zsep” ;
i 2)2g Z-sep+ i
i 3) 2g Al,O3 neutra !

i Test: CartouchesSPE ou QUEChERS
1) OASIS HLB (6cc, 200 mg, 30 um)
2) OASIS MCX (6cc, 150 mg, 30 um)
3) OASIS MCX (6¢cc, 500 mg, 60 um)
4) QUEChERS

6 mL 2% acide formique en d'eau milliQ (pH : 1.40), 2 mL MeOH, 6 mL DCM, 3 mL MeOH

les éluer
6 mL 5% NH4OH en MeOH (5:95 v/v) préparé extemporanément

Evaporation & sec sous azote azote & 35 °C
Reprendre dans 200 ul d'ACN:eau ultra-pure (10:90)

Centrifuger a 13,4 rpom x 10 min et récupérer le surnageant dans un vial.

Injecter

Figure 5. Tests realisés et protocole définitif d'extraction de la venlafaxine et ses métabolites dans les tissus de la moule.
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OASIS MCX OASIS HLB

lipophile, rétention
de phase inverse

o

lieu de forte échange
cationique

lieu des interactions
en phase inverse

rétention hydrophile des
des polaires

Figure 6. Types d'interactions présentes dans les cartouches OASIS HLB et MCX

Un test a porté sur la comparaison des techniques QUEChERS et SPE avec les cartouches HLB et
MCX. Le protocole de la figure 5 a été suivi pour les cartouches HLB et MCX avec les conditions

indiquées dans la figure 7.

Prise d'essai: 0,5 g de tissu
Température d'extraction: 23 °C
Adsorbant lipidique: 0,5 g Z-sep+

OASIS MCX (6cc, 150 mg, 30 pm) OASIS HLB (6¢cc, 200 mg, 30 um)
Conditionnement: 6 mL MeOH, 6mL d'eau milliQ, Conditionnement: 2x5 mL MeOH, 2x5 mL d’eau milliQ
6 mL 2% acide formique en d'eau milliQ (pH : 1.40) flow: 1 mL/min
flow: 1 mL/min Ne pas lavage pour éviter |la perte des composés trés
Lavage: selon le protocole de la figure 5. polaires (notamment les glucuronides).
Elution: 6 mL 2% acide formique en d'eau milliQ Elution: 10 mL MeOH

(pH : 1,40), 2 mL MeOH, 6 mL DCM et 3 mL MeOH

Figure 7. Conditions générales pour I'application du protocole d'extraction/purification: comparaison des
cartouches HLB et MCX
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Le protocole QUEChERS a été adapté selon la méthode décrite par Martinez Bueno et al. (2014) avec

une prise d'essai de 0,5 g. Le résumé de ce protocole se trouve dans le tableau 9.

Tableau 9. Résumé du protocole QUEChERS selon Martinez Bueno et al. (2014) adapté a une prise d'essai de 0,5 g

Conditions Description
Prise d'essai 0,59
Dopage 50 ng
. 2,5 mL d'eau ultrapure
Hydratation et 2.5 mL d'ACN

extraction Agitation vigoureuse 2 min

Ajouter des sels: 1g Na;SO4 anh
0,250 g NaCl
0,250 g NasCit:2H,0
0,125 g NapHCit:3H,0
Purification Agitation vigoreuse 1 min
Centrifuger 5 min a 3500 rpm
Préléver 1,250 mL du surnageant
ajouter Z-sep * + 50 pL d'acide formique
vortex 1 min et centrifuger 5 min & 5000 rpm

Volumen final a

prélever O

Evaporation al'azote a 40 °C

Reprise 0,5 mL avec la phase mobile

Filtration Nanosep 0,2 um, a 10 000 rpm, 10 min

Les différents essais ont été faits en triplicat et ils ont été évalués sur un témoin de moules entiéres
(préalablement broyées et lyophilisées) dopée avec I'ensemble des analytes sur la base des critéres

suivants: le rendement brut et I'effet matrice.

Les résultats obtenus par la technique SPE avec les deux cartouches (MCX et HLB) et QUEChERS
sont présentés dans la figure 8. Les rendements bruts ne sont pas homogénes pour I'ensemble des
molécules dans les techniques évaluées. Les métabolites de phase |, a exception du NNDDODV
dans QUEChERS, ont des rendements bruts proches a la valeur rapportée par sa molécule mere dans
chaque technique étudiée, ce qui n'est pas le cas des métabolites de phase Il. La plus faible variation
entre les valeurs de rendement brut rapportés par la venlafaxine et ses métabolites de phase | a été
observée dans la cartouche MCX (des valeurs entre 92%-113%), suivie par la cartouche HLB (des
valeurs entre 85%-108%) et QUEChERS (des valeurs entre 43%-79%). La cartouche MCX a permis
d'isoler environ 50% des deux glucuronides de I'étude, tandis que la cartouche HLB n'a isolé que
I'ODV glucuronide au méme pourcentage. Aucun métabolite de phase Il n'a été retenu avec la
technique QUEChERS. En général, les meilleurs rendements bruts ont été obtenus avec la technique
SPE en utilisant la cartouche MCX. En ce qui concerne I'effet matrice, la cartouche HLB a montré les
valeurs les plus basses, suivie par QUEChERS et la cartouche MCX, cette derniere avec des valeurs

moyennes. Ce comportament peut étre attibué a une présence plus importante de traces de
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composés indésirables (solvents de lavage, solvent d'élution, etc.) dans l'extrait final de ce type de

cartouche par rapport aux autres techniques.

,
35 -
2%+ _—

g g

2 8

5 E

£ £

T o

g 2

g E
S

‘\00 & WMCX OHLE DQUECHERS \;00 () m\CX OHLB BIQUECHERS

Figure 8. Rendements bruts et effets matrice obtenus dans la premiére expérience: comparaison entre les
techniques SPE avec les cartouches MCX et HLB et QUEChERS

Nous pouvons conclure que le succes de la rétention des composés d'intérét sur la cartouche MCX
est d0 a la forte interaction d'échange cationique générée avec le groupe amine présent dans les
structures de ces composés. Bien que la rétention des composés glucuronides soit un défi, non
seulement en raison de leur polarité élevée mais aussi en raison de leur haute possibilité d'hydrolyse,
les conditions d'extraction sélectionnées (notamment le solvant MeOH) et la purification SPE avec la

cartouche MCX ont permis de les isoler.

Dans le but d'essayer d'améliorer le rendement brut des glucuronides sans affecter les valeurs
rapportées pour les autres analytes de I'étude et de diminuer I'effet matrice obtenu avec la technique
SPE avec la cartouche MCX, des tests ont été réalisés. Les tests effectués comprenaient: 1) une
extraction a basse température (bain de glace) car des publications menées avec d'autres types de
glucuronides ont montrés que I'hydrolyse de ces composés peut étre minimisée en travaillant a des
faibles températures (Karinen et al., 2009; Ketola and Hakala, 2010), 2) I'utilisation d'alumine (2 g)
comme une alternative a I'adsorbant Z-sep®, étant donné que des travaux scientifiques I'ont utilisé
comme un agent de rétention lipidique dans les tissus de bivalves et de poissons (Alvarez-Mufioz et
al.,, 2015; Arnnok et al., 2017), 3) une augmentation de la quantit¢ de l'adsorbant Z-sep+ (a 2 g)
compte tenu de la possibilité que la dose de 0,5 g utilisée précédemment ne soit pas suffisante pour
éliminer I'ensemble des lipides (interférant avec I'analyse) présents dans les échantillons, 4) l'usage
d'une prise d'essai plus grande (1 g) et finalement 5) une augmentation de la quantité du support de
la cartouche MCX (6cc, 500 mg, 60 um) avec la prise d'essai de 1g, ces deux derniers tests ont été
proposés en envisageant la possibilité de trouver de trés faibles concentrations de venlafaxine et de
ses métabolites dans les tissus. Tous les tests ont suivi le protocole de la figure 5 avec les conditions

indiquées dans la figure 9.

68




Test 1 Test 2

Prise d'essai: 0,5 g de tissu Prise d'essai: 0,5 g de tissu
Température d'extraction: bain de glace Température d'extraction: 23 °C
Adsorbant lipidique: 0,5 g Z-sep+ Adsorbant lipidique: 2g d'alumine
Cartouche MCX: (6cc, 150 mg, 30 um) Cartouche MCX: (6cc, 150 mg, 30 ym)
Test 3 Test 4
Prise d'essai: 0,5 g de tissu Prise d'essai: 1 g de tissu
Température d'extraction: 23 °C Température d'extraction: 23 °C
Adsorbant lipidique: 2g Z-sep+ Adsorbant lipidique: 0,5 g Z-sep+
Cartouche MCX: (6¢cc, 150 mg, 30 pm) Cartouche MCX: (6cc, 150 mg, 30 pm)
Test 5

Prise d'essai: 1 g de tissu
Température d'extraction: 23 °C
Adsorbant lipidique: 0,5 g Z-sep+
Cartouche MCX: (6cc, 500 mg, 60 pm)

Figure 9. Conditions générales d'optimisation pour améliorer I'extraction des glucuronides.

Tous les différents essais ont été faits en triplicat et ont été évalués sur un témoin de moules entiéres

dopée avec I'ensemble des analytes sur la base des critéres: le rendement brut et I'effet matrice.

Les résultats obtenus de ces différents tests sont montrés dans les figures 10 et 11. Afin de faciliter
I'analyse des données obtenues dans le cadre de cette expérience, nous illustrons également dans
chaque figure (10 et 11) les rendements bruts et les effets matrice obtenus a partir du processus
d'extraction/purification jugé le plus approprié pour isoler la venlafaxine et ses métabolites dans la
premiére expérience, identifié comme MCX. Parmi les différents tests présentées dans la figure 10,
aucun des trois tests (extraction a basse température en utilisant un bain de glace, changement
d'adsorbant par I'alumine et augmentation de la quantité de I'adsorbant Z-sep®) ne parvient a retenir le
ODV glucuronide, alors que le NODDV glucuronide est retenu a basse température, se récupérant

presque au double de la valeur rapportée dans la premiére expérience (MCX).
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Figure 10. Rendements bruts et effets matrice obtenus dans les tests d'extraction a basse température, de purification
avec I'alumine et Z-sep+ (2 g) et de la cartouche SPE OASIS MCX.

L'extraction a basse température conduit a des rendements bruts proches de ceux obtenus lors de la
premiére expérience (MCX) pour la plupart des molécules de I'étude tandis que les tests avec les
deux adsorbants: alumine et Z-sep” (a 2 g) ont montré des rendements bruts inférieurs pour toutes les
molécules. L'utilisation du bain de glace a amelioré la rétention d'au moins 4 molécules (50 %) sur les
8 incluses dans I'étude, avec les analytes NODDV glucuronide, NNDDODV et NODDV les mieux
extraits. Malgré des résultats prometteurs avec l'extraction a basse temperature, la molécule ODV
glucuronide n'a pas été retenue. En ce qui concerne a I'effet matrice, aucun des trois tests n'a permis
de réduire ce critere pour I'ensemble des molécules d'intérét. Des cas ponctuels d'une forte réduction
d'effet matrice ont été observés pour les molécules Venla et NDV avec l'augmentation de la quantité
de l'adsorbant Z-sep” (a 2 g) et ainsi que la molécule ODV avec I'utilisation de I'alumine tandis que la

molécule NNDDV a eu une forte réduction de I'effet matrice dans les deux conditions.

Nous pouvons conclure que, les trois tests (extraction a basse température, purification avec les
adsorbants lipidiques alumine et Z-sep” (a 2 g)) n'ont pas conduit & une augmentation du rendement
brut et a une diminution de I'effet matrice pour I'ensemble de molécules d'intérét, seuls des cas
spécifiques ont atteint cet objectif. La procédure qui montre le processus d'extraction/purification le
plus adapté a notre recherche est celui qui a été choisi initialement (des conditions: -prise d'essai 0,5
g de tissu, température d'extraction 23 °C, adsorbant lipidique 0,5 g Z-sep” et SPE avec la cartouche
OASIS MCX (6cc, 150 mg, 30 um)).

Pour finir, nous avons évalué l'effet de I'augmentation de la prise d'essai (a 1 g) et de la quantité de
support dans la cartouche MCX (figure 11). Toutes les molécules ont été observées avec la prise
d'essai de 1 g de tissu, cependant leurs récupérations étaient inférieures a celles rapportées avec une
plus petite quantité d'échantillon (0,5 g), probablement en raison de l'accroissement des composés

indésiderables comme les lipides qui interférent avec I'analyse. Les rendements bruts obtenus avec
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l'augmentation de la prise d'essai ont été entre 72 % et 85 % pour les métabolites de phase | et entre
21 % et 22 % pour les métabolites de phase Il, tandis que les valeurs déterminées par la condition
choisie dans la premiére expérience (MCX) se trouvent entre 92 % et 106 %, et entre 47 % et 50 %
respectivement. De plus, les effets matrice ont été trés similaires a ceux du test sélectionné lors de la
premiére expérience. Pour la plupart des molécules (a I'exception de venlafaxine), la variation des
données d'effets matrice a été comprise entre les valeurs négatives 32-54% dans la prise d'essai de 1
g tandis que dans le test sélectionné lors de la premiére expérience, les variations ont été entre les

valeurs négatives 33-59%.

Effet matrice (%)

Rendements (%)

\\O\J "

10.5¢-MCX (150 ma, 30 um, Gcc) oPrise dessai 19 @MCX (500 ma, 60 um. Bec) ¥ 8(.50-MCX (150 mg, 30 um. Bce) oPrise dessai 1g @MCX (500 ma, 60 um, Bec)

Figure 11. Rendements bruts et effets matrice obtenus dans les tests avec I'augmentation de la prise d'essai (a 1 g) et de
la quantité du support de la cartouche MCX (500 mg): comparaison avec la condition sélectionnée dans la premiére
expérience.

Le fait d'utiliser la cartouche MCX (500 mg, 60um, 6cc) n'a généré aucune amélioration des
rendements bruts des molécules étudiées par rapport aux données obtenues avec la cartouche MCX
(150 mg, 30 um, 6¢c). Par contre, pour les molécules telles que NNDDODV, NNDDV et ODV
glucuronide, la rétention a été faible ou nulle selon la molécule. Les effets matrices sont restés
similaires entre les trois tests (augmentation de la prise d'essai et les deux cartouches MCX) pour
NNDDODV, NODDV et les glucuronides. Une amélioration est observée pour ODV, NNDDV et NDV
lors de I'utilisation de la cartouche MCX avec la plus haute quantité de support (500 mg) et une prise
d'essai de 1 g. Malgré cette amélioration de I'effet matrice pour certaines molécules, nous avons
décidé de ne pas retenir ce dernier test car son rendement brut n'est pas le plus pertinent pour

I'ensemble des molécules de I'étude.

En définitive, apres d'avoir évalué tous les tests, nous trouvons le meilleur compromis pour I'ensemble
de molécules avec la condition initiale: prise d'essai 0,5 g de tissu, température d'extraction 23 °C,
adsorbant lipidique 0,5 g Z-sep® et SPE avec la cartouche OASIS MCX (6cc, 150 mg, 30 um). Le
protocole retenu est illustré dans la figure 5 et un rappel des données obtenues dans les criteres

d'évaluation (des rendements bruts et des effets matrice) pour ce protocole est résumé au tableau 10.
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Tableau 10. Rendements bruts et effets matrice obtenus dans I'application du protocole d'extraction/purification de
la venlafaxine et ses métabolites dans les tissus de la moule.

Composé Rendement Effet matrice
P bruts (%) (n=3) (%) (n=3)
NODDV
GLUCU 50+7 -48+3
obv
GLUCU 49+19 51+8
NNDDODV 96 + 4 59+ 6
NODDV 98+ 6 41+9
obv 100 +5 3248
NNDDV 97 +6 55+8
NDV 108 + 12 -32 +12
Venla 1057 232+ 11

Ces données montrent que le protocole d'extraction et de purification mis au point pour les tissus est
efficace dans la rétention des métabolites de phase | et Il de la venlafaxine. De plus, des valeurs

modérées de l'effet de matrice ont été mises en évidence avec I'application de ce protocole.
2.2.2.3 Méthode venlafaxine et ses métabolites dans I'eau de mer.

Pour finir, ce dernier protocole a été adapté pour étre appliqué en eau de mer. Un résumé de ce
protocole est présenté ci-dessous. Les cartouches MCX ont été préalablement conditionnées avec 6
mL MeOH, 6 mL d'eau milliQ et 6 mL 2 % d'acide formique en d'eau milliQ (pH: 1,40) a un débit
d'environ 1 mL/min. Des prises d'essai de 18 mL d'eau de mer enrichis avec I'ensemble des analytes
a 2 pg/L (20 ng) ont été ajustées a pH 1,40 et déposées sur les cartouches. Aprés avoir passé les
échantillons d'eau de mer sur les cartouches, elles ont été rincées avec 6 mL 2 % d'acide formique en
d'eau milliQ (pH: 1,40) et 5 mL MeOH et elles ont été séchées jusqu'a I'élimination des gouttes qui
sortent de la colonne. Les analytes ont été éluées avec 6 mL 5 % de NH,OH en MeOH (5:95 v/v)
préparé extemporanément. Les extraits ont été évaporés a sec a 35 °C sous azote et reconstitué
avec 200 yL d'ACN:eau ultra-pure (10:90, v/v). L'évaluation de ce protocole a été réalisée en triplicat
sur la base des critéres suivants: le rendement brut et I'effet matrice. Les résultats de ces critéres

sont montrés dans le tableau 11.

Les rendements bruts sont homogeénes et favorables pour I'ensemble des molécules de notre étude,
notamment les glucuronides. Dans l'eau de mer, les glucuronides sont mieux retenus pour la
cartouche MCX par rapport aux tissus, ce qui est cohérent a la moindre complexité de cette matrice et
la simplicité du protocole d'extraction/purification utilisé. Les effets matice pour l'ensemble de
molécules sont faibles avec des valeurs compris entre 7 et 22 %.
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Tableau 11. Rendements bruts et effets matrice obtenus dans I'application du protocole d'extraction/purification de
la venlafaxine et ses métabolites dans les eaux de mer utilisées dans I'exposition de la moule.

Rendement Effet matrice
bruts (%) (n=3) (%) (n=3)
gﬁl?gx 91+8 22+18
GEL[J)XU 94 £15 15+12
NNDDODV 104 +9 73
NODDV 113+6 14+2
oDV 109 +£11 17+11
NNDDV 99+10 10+5
NDV 108 +£10 163
Venla 105 +11 14+3

Les résultats obtenus montrent que I'adaptation du protocole d'extraction/purification pour I'eau de mer

permet une rétention favorable des composés étudiés dans cette matrice.

L'optimisation de la séparation chromatograpique est également un axe essentiel dans le
développement des méthodes analytiques et implique des étapes telles que la sélection de la colonne

chromatographique, la détermination de la phase mobile et du gradient.

2.2.3.1 Méthode multi-résidus

Dans le cas de la méthode multi-résidues, dans un premier temps trois colonnes analytiques C18 ont
été comparées pour optimiser la séparation chromatographique: Nucleoshell RP Plus (100 x 2,1 mm;
2,7um) (fournisseur Macherey Nagel), Zorbax Eclipse XDB (100 x 2,1 mm; 1,8 um) (fornisseur Agilent
Technologies) et ACE Excel PFP (100 x 2,1 mm; 1,7 um) (fornisseur ACE) (figure 12). Afin d'illustrer
cette comparaison, des exemples de chromatogrammes obtenus pour quatre molécules en mode
ionisation négatif, a une concentration proche de la limite de détection (15 pg injectées) en utilisant
ces trois colonnes sont présentés a la figure 13. Ces chromatogrammes montrent que les meilleures
formes de pics gaussiens et résolution chromatographique ont été obtenues avec la colonne ACE.
Cette colonne utilise une fonctionnalité pentafluorophenyl qui permet une meilleure rétention et
résolution des composés hydrophiles di aux multiples mécanismes de rétention. Toutefois, cette
colonne n'a pas fait preuve d'une grande robustesse lors de grandes séquences d'injection. Compte
tenu de ce qui précede, une quatrieme colonne a été testée: Kinetex Biphenyl (100 x 2,1 mm; 2,6 um)
(fournisseur Phenomenex, Inc.). Cette colonne de biphenyl a montré des performances trés similaires
a ceux de la colonne ACE en termes de forme de pic et de résolution chromatographique. Cependant,
en termes de robustesse, la colonne Kinetex a montré un comportement largement favorable par
rapport a la colonne ACE, en grandes séquences d'injection. La colonne Kinetex permet d'avoir une

résolution trés similaire a celle des colonnes utra-performantes (taille de particule inférieure a 2 ym)
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Kinetex Biphenyl ZORBAX Eclipse XDB C18

Dimension: 100 x 2,1 mm; 2,6 ym Dimension: 100 x 2,1 mm; 1,8um
Technologie: Core-shell Technologie: poreux

Forniseur: Phenomenex Forniseur: Agilent

Phase stationnaire: fonctionnalité biphenyl Phase stationnaire: dimethyl-noctadecylsilane

ACE Excel PFP C18 NUCLEOSHELL RP Plus C18

Dimension: 100 x 2,1 mm; 1,7um Dimension: 100 x 2,1 mm; 2,7um
Technologie: poreux Technologie: Core-Shell

Forniseur: ACE Hichrom Forniseur: Macherey-Nagel

Phase stationnaire: chaine C18 avec une Phase stationnaire: Octadécyl(monomére)
fonctionnalité pentafluorophenvl multi-endcappina

Discovery HS F5

Dimension: 100 x 2,1 mm; 3 ym
Technologie: poreux

Forniseur: Sigma-Aldrich
Phase stationnaire: pentafluorophenyl propyl

F F

Crly
|—u—-'5.-—-rcu,:|,- - O —F
by

Figure 12. Caractéristiques des colonnes chromatographiques utilisées.
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Figure 13. Exemples de chromatogrammes obtenus pour quatre molécules en mode

d'ionisation négatif en utilisant trois colonnes C18 différentes: Nucleoshell, Zorbax et ACE

avec l'avantage de travailler a la moitié de la pression et sans le probleme de la diffusion intra-

particule, cette colonne est donc choisie par la suite de notre étude.

La phase mobile est composée d’eau milliQ et d’acétonitrile (avec un modifiant, I'acide formique) pour
le mode d’ionisation positif. En mode d’ionisation négatif, nous avons pu constater de trés mauvais
rendements d’ionisation pour l'ibuproféne et ses métabolites liées a la présence d’acide formique
(Figure 14). Le choix a donc été fait de supprimer le modifiant pour ce mode en particulier. Par la
suite, plusieurs modéles de gradient (différents débits et pentes) ont été testés afin d’obtenir une

séparation maximale des analytes sur la colonne.

RT. 238- 1548
RT. 864 ML 284E7
AL BRDEAZED . " - - - =
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sans ac.formigue FTNG{1,1} - pESI Ful
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ICIE 20170228004

&0

A RT-533 RT. 1058
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- S48 S5
- ML 1.20E4
i et 5 . mi=

. 100 Mode d'ionisation négatif 205 11842051284 F.
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Figure 14. Chromatogrammes obtenus pour l'ibuproféne en utilisant la phase mobile avec et sans I'acide formique.
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Le gradient optimal démarre avec une forte proportion en eau (98%) afin de retenir les composés les

plus polaires et a une durée de 17 min.
2.2.3.2 Méthode venlafaxine et ses métabolites

Dans le cas de la métode venlafaxine et ses métabolites, deux colonnes analytiques ont été
comparées pour optimiser la séparation chromatographique: Kinetex Biphenyl (100 x 2,1 mm; 2,6 um)
et Discovery HS F5 (100 mm x 2,1 mm; 3 ym) (fournisseur Sigma-Aldrich, Inc.) (Figure 12). Les deux
colonnes analytiques ont présenté des performances (formes de pics gaussiens et résolution
chromatographique) similaires. Cependant, la colonne Kinetex a généré des pics tres fins par rapport
a la colonne Discovery, ce qui peut compromettre la détection de métabolites connus et inconnus
dans I'analyse non ciblée. |l faut se rappeler que cette méthode ciblée est un complément a I'analyse
non ciblée appliquée aux tissus de la moule et pour cette raison, nous avons alors choisi de réaliser

les analyses avec la colonne Discovery.

2.2.4 L'optimisation de la mesure spectrométrique de masse

L'optimisation de la mesure spectrométrique est un autre axe essentiel dans le développement d'une
méthode ciblée et implique des parameétres de sensibilité et de spécificité a valider. En vue de trouver
la meilleure sensibilité, définie comme la plus haute valeur d'intensité possible, pour chacun des
analytes, nous avons déterminé le mode d'ionisation (positif ou négatif) le plus efficace pour chaque
molécule sur deux analyseurs différents: I'orbitrap dans le cas de la méthode multi-residues et le Q-

orbitrap dans la méthode venlafaxine et ses métabolites.

Mode d'ionisation négatif Modo d'icnisation positif
T- 200 - 1000 AT 200 - 1000
S RT-288 NL-4 24ES = LR B i
H = miz= 150081 0-150.0510 F-FTME mr= 152 085&-1520758 MS
acetammo_phene A3 - o BS Full ps 50 00-500.00] oEeIea o1
50 Tr: 2.88 min ME 20130309 011 0
04 ES 1_2 £66
. AT 414 #
100 160
1-hydroxyibuproféne
s Tr:4.14 =0
286 333 542 g7 TErEg tam
mg- . LS e Emz
] H
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1 Tr: 7.24 min g
] =0 794 950 § i
7 L g ° AT 338 M TRES
Il:ﬁ: 23S02AT-I35.09AT F-FTME 188 miz= 267 1853287 ATS2 F- FTMS
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Figure 15. Chromatogrammes obtenus pour 6 molécules (acetaminophéne, 1-hydroxyibuproféne, ibuprofene,

aténolol, ofloxacine et carbamzépine) dans deux modes d'ionisation: positif et négatif avec I'analyseur Orbitrap.
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Pour illustrer cette détermination, des chromatogrammes de 6 molécules en mode d'ionisation négatif
et positif acquis avec l'analyseur orbitrap sont présentés a la figure 15. Les molécules
acétaminophene, 1-hydroxy ibuproféne et ibuproféne n'ont été détectées qu'en mode d'ionisation
négatif, tandis que le deuxiéme groupe de molécules, dont I'aténolol, I'ofloxacine et la carbamazépine,
a été identifié uniquement en mode d'ionisation positive. Compte tenu de ce qui précéde, deux modes

d'ionisation ont été établis pour I'analyse de I'ensemble des molécules de notre étude.

Des valeurs moyennes des parametres MS résultant d'un compromis pour atteindre la meilleure
sensibilité possible ont ensuite été déterminées. Les valeurs moyennes des parameétres de la MS
retenues pour les molécules de la méthode multi-residue et de la méthode de I'antidépresseur la

venlafaxine et ses métabolites sont montrées dans le tableau 12.

Tableau 12. Valeurs moyennes pour les parameétres de la MS déterminées pour les différentes molécules selon la méthode
ciblée.

Méthode multi-résidus Méthode venla/métabolites
(analyseur orbitrap) (analyseur Q-orbitrap)
P < Mode d’ionisation Mode d’ionisation Mode d’ionisation
aramétres g s e
négative positive positive
Shealth gas 55 55 55
Aux gas 10 10 10
Spray voltage (kV) 4,00 4,00 4,00
Capillary temp. (°C) 275 275 275
S-lens radio
frequency (RF) ) ) 100
Capillary voltage (V) -50 35 -
Tube lens voltage (V) -100 110 -
Skimmer voltage (V) -16 25 -
Heater (°C) 200 200 200

En vue de répondre aux critéres de spécificité des méthodes d'analyse de détection et de confirmation
des résidus pharmaceutiques proposés par la décision de la Commission européenne 2002/657/CE,
des ions fragments pour chaque molécule ont par la suite été déterminés par fragmentation dans la
cellule HCD du MS. Ces criteres de spécificité ont été appliqués dans le développement de la
méthode multi-residus, mais pas dans la méthode de la venlafaxine et ses métabolites, car la finalité

de cette derniére méthode est I'approche non ciblée qui a été appliquée dans les tissus de la moule.

Pour la plupart des composés de la méthode multi-résidus, au moins deux ions fragments ont été
identifiées aprés l'application des différentes énergies de collision dans la cellule HCD pour chacun de
modes d'ionisation (10, 20, 30 eV en mode négatif et 10, 20, 30, 40 eV en mode positif). En vue de
réaliser une acquisition en mode balayage complet et une acquisition avec fragmentation au cours de
la méme analyse, la vitesse de balayage de linstrument a été optimisée et le pouvoir résolutif de
l'analyseur de masse abaissé a 10000 (10 Hz, plus le pouvoir résolutif est important et plus le temps
d’acquisition est long). Cette valeur du pouvoir résolutif nous a permis d'assurer I'obtention d'au

moins 10 points par pic chromatographique, un des criteres qui permet lidentification et la
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confirmation des analytes, mais en méme temps cette valeur a sacrifié la précision de masse, donc la

spécificité de la méthode, comme cela a été évoqué par Pugajeva et al. (2017).

Une premiére expérience d'application de la méthode multi-résidus sur les eaux de surface et
souterraines du Cameroun, a mis en évidence des possibles co-élutions avec la plupart des
molécules d'intérét, mettant en cause sa spécificité. Pour cette raison, nous avons alors choisi
réaliser la quantification en utilisant les ions fragmentés, comme l'illustre le tableau 13, ce qui a

amélioré la spécificité de la méthode et entrainé une perte de sensibilité.

Tableau 13. Mode d'ionisation et ions de quantification et de confirmation retenues pour chaque molécule étudiée dans
I'analyseur Orbitrap.

Classe Molécules Type Ion quantification Ion de confirmation

Thérapeutique d'ionisation (energie eV) (energie eV)
Anti-épileptique Carbamazépine + 237.1022 10 194.0962 20
analgésiques/AINS Codéine + 300.1594 20 243.1010 20
Codéine 6BD glucuronide + 476.1915 20 300.1587 20
Ibuproféne - 159.1170 10 205.1234 10
1-hydroxy-ibuproféne - 157.1010 10 221.1183 10
carboxy-ibuproféne - 191.1070 10 235.0975 10
Kétoproféne - 197.0600 10 253.0870 10
Diclofénac - 250.0190 10 252.0160 10
Acetaminopheéne - 150.0560 10 107.0360 20
Ciprofloxacine + 332.1405 10 288.150 20
Antibiotiques/anti- Ofloxacine + 362.1511 10 318.1604 20

infectieuse
Sulfaméthoxazole - 156.0120 20 252.0448 10
Diazepam + 285.0789 20 257.0836 20
- diazéoi Oxazepam - 285.0436 10 257.0480 10
enzoclazepines Oxazepam glucuronide + 287.0578 20 463.0903 10
Lorazepam - 283.028 10 319.0050 10
Antidépresseurs Venlafaxine + 278.2114 10 260.2003 10
Régulaterurs des Pravastatine - 423.2388 10 321.1710 20
lipides sanguins Acide fénofibrique - 231.0210 20 233.0180 20
Aténolol + 267.1703 10 190.0861 20
p bloquants
Propanolol + 260.1645 10 183.0801 20
Buprénorphine glucuronide + 644.3429 20 468.3099 20
Substitutifs aux Norbuprénorphine + 414.2639 20 414.2639 10
opiaces ; ;

Norbuprénorphine + 590.2960 20 414.2632 20

glucuronide
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La figure 16 montre des exemples de chromatogrammes obtenus pour certaines molécules de I'étude
multi-résidus en mode d'ionisation positive selon les parameétres présentés dans le tableau 13. Ces
chromatogrammes ont été générés a partir de solutions standards de concentration de 200 ng/L de
chaque molécule. L'intensité du signal obtenu pour la plupart des molécules illustrées correspond a
l'ordre de grandeur de 5. L'acquisition en mode de balayage complet de ces molécules a montré des
valeurs d'intensité de signal avec des ordres de grandeur de 7. La perte évidente de sensibilité est

due a la fragmentation des molécules.
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Figure 16. Exemples de chromatogrammes obtenus pour les molécules aténolol, codéine 63D-glucuronide, codéine,
norbuprénorphine glucuronide, ofloxacine, ciprofloxacine, buprénorphine, venlafaxine, norbuprénorphine, oxazepam
glcuronide, carbamazépine et diazepam en mode d'ionisation positif en utilisant leurs ions de quantification et énergies de

collision définies pour cette étude.

2.2.5 La validation des protocoles retenus

Les critéres de validation des méthodes ont été les suivants: la linéarité, les limites de détection (MDL)
et de quantification de la méthode (MQL), les rendements et les effets matrice obtenus pour chacun
des analytes. Nous avons retenu seulement les molécules avec lesquelles nous avons obtenu des
valeurs supérieures a 30 % de rendement brut, inférieurs a 80 % de suppression ou d’augmentation
de signal pour l'effet matrice, inférieurs a 30 ng/L de MDL et inférieurs a 60 ng/L de MQL. Le choix
des limites a pris en compte les valeurs rapportées dans la littérature et la rigueur analytique établie

dans notre laboratoire. Le résumé des valeurs obtenues est montré dans les tableaux 14 et 15.
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2.2.5.1 La linéarité

Les trois méthodes ciblées ont démontré une bonne linéarité sur les standards dans les intervalles de
concentration compris entre: 1) 1 @ 150 ng/mL pour toutes les molécules (entre méres et métabolites)
inclues dans I'étude multi-résidus dans matrices aqueuses; 2) entre 5 a 80 ng/g pour les métabolites
de venlafaxine et entre 100 a 3000 ng/g pour la molécule mére dans I'étude sur le tissu de la moule et
3) entre 0,1 a 10 ng/mL pour tous les molécules inclues dans I'étude sur I'eau de mer. Les courbes
d'étalonnage du type linéaire ont eu des coefficients de corrélation (Rz) supérieurs a 0,98 pour

I'ensemble de molécules de chaque méthode (Tableau 14 et 15).
2.2.5.2 Les limites de détection et de quantification

Les limites de quantification de la méthode multi-résidus sont pour certaines molécules de notre
étude, plus élevées d'un facteur de 2 a 50 selon la molécule, par rapport aux valeurs retrouvées dans
certaines publications récentes (Lopez-Serna et al., 2011; Mokh et al., 2017). |l est difficile de
comparer ces différences en raison des différentes méthodes d'extraction et d'analyse faites. Avec la
méthode multi-résidus développée, les plus faibles limites de quantification ont été celles des anti-
épileptiques, les antibiotiques/anti-infectieux, les benzodiazépines, I'antidépresseur et les
hypolipémiants avec des valeurs égales ou inférieures a 25 ng/L (Tableau 14). Sur la base d'une
étude récente de I'occurrence de RdM en point d'eau de Afrique (Madikizela et al., 2017), les limites
de quantification de notre méthode restent en accord avec I'objectif de notre étude pour ce premier

travail d'exploration .

Dans le cas des méthodes (tissu de la moule et eau de mer) développées pour détecter la venlafaxine
et ses métabolites, les valeurs des limites de détection et quantification sont proches de celles
rapportées dans la littérature (Tableau 6 et Tableau 15) (Martinez Bueno et al., 2014; Serra-Compte
et al.,, 2018). Les valeurs ont indiqué que la MDL des métabolites de la phase Il (notamment les
glucuronides) étaient légérement moins sensibles que les MDL des métabolites de la phase | et la

molécule parente.
2.2.5.3 Les rendements et les effets matrice

Dans le cas de la méthode multi-résidus, les valeurs de rendement et d'effet de matrice étaient
favorables pour la plupart des composés de I'étude (Tableau 14). La ciprofloxacine a été la seule
molécule exclue de l'application de cette méthode développée pour le diagnostic de I'état de pollution

des eaux au Cameroun.

La méthode mise au point pour détecter la venlafaxine et ses métabolites dans les tissus de la moule
a montré une rétention trés favorable des composés étudiés (Tableau 15). De plus, les différentes

étapes de purification appliquées a I'échantillon ont réduit les effets de matrice des tissus.

Dans le cas de 'adaptation faite a la méthode de traitement tissulaire pour son application dans des
matrices aqueuses, notamment I'eau de mer, les valeurs d'effet de matrice obtenues étaient faibles,
ce qui est cohérent avec le type de matrice (Tableau 15). De plus, cette méthode a montré une trés

bonne rétention pour toutes les molécules de I'étude.
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Tableau 14. Résumé des valeurs obtenues pour chacun des analytes selon les criteres d'évaluation: linéarité, rendements bruts, effet matrice, limite de détection et de
quantification de la méthode multi-résidus de médicaments

P Classe‘ Molécules . Linearité Rendement Effet matrice LOD inst LOD inst MDL MQL
Thérapeutique Etalon interne ®) (%) (%) 2 2 (ng/L) (ng/L)
Anti-épileptique Carbamazépine Carbamazepine D8 0.9926 112+15 -7£5 10 30 5 10

Codéine Codéine D6 0,9972 53+3 -16£5 5 10 2 10

Codéine 68D glucuronide ~ 0d¢ine 6533‘31“6“”““16 0,9970 9249 -14£2 30 50 5 10

. Ibuproféne Ibuproféne D3 0.9996 90+ 15 65 10 20 25 50
anal/f‘;;}g““/ 1-hydroxy-ibuproféne Tbuproféne D3 0.9982 9449 27410 10 20 10 25
carboxy-ibuproféne Ibuproféne D3 0.9914 98+ 6 -36+6 10 50 2 10

Kétoprofene Oxazepam D5 0.9992 92+17 -24+9 10 20 5 10

Diclofénac Diclofénac D4 0.9942 80+ 15 -38%5 10 20 10 15

Acetaminophéne Acetaminophene D4 0.9960 88 £ 12 -15+7 10 20 5 10

Antibiotiques/ Ciprofloxacine Ofloxacine D3 0.9937 266 -29+6 5 10 5 10

y 2 Ofloxacine Ofloxacine D3 0,9944 57+7 -12+6 5 10 5 10

anti-infectieuse
Sulfaméthoxazole Sulfaméthoxazole D4 0.9985 56+8 3415 5 10 2 5
Diazepam Diazepam D5 0.9980 106 £ 15 -13+£3 5 10 5 10
Benzodiazépines Oxazepam Oxazepam D5 0.9952 83 +21 -51+6 5 10 2 10
Oxazepam glucuronide Oxazepam glucuronide D5 0.9984 103£5 -7%1 30 50 5 10
Lorazepam Oxazepam D5 0.9951 85+23 —56+5 3 10 5 10
Antidépresseurs Venlafaxine Venlafaxine D6 0.9969 95+8 -16+£5 5 10 5 10
S Pravastatine Ibuproféne D3 0.9858 32+2 -37+8 10 20 10 25
Hypolipémiants o . . R
Acide fénofibrique Acetaminophene D4 0.9984 87+ 14 24 £5 10 20 2 5
T ilogei Aténolol Aténolol D7 0.9982 102 £ 5 -4+3 5 10 <2 5
Propanolol Aténolol D7 0.9905 99 +38 -14+9 5 10 25 75
Buprenorp‘hlne Codéine 6BD glucuronide 0.9952 9115 -8+4 30 50 10 10
Substitutifs aux glucuronlde. b3 .
opiaces Norbuprénorphine Norbuprenorphine D3 0.9951 82+ 41 -59+17 50 100 10 50
Norbuprénorphine Codéine 6BD glucuronide 85+2 -11+5
alucuronide D3 0,9990 30 50 5 15
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Tableau 15. Résumé des valeurs obtenues pour chacun des analytes selon les criteres d'évaluation: linéarité, rendements
bruts, effet matrice, limite de détection et de quantification de la méthode

Soft tissu ' L'eau de mer

Linéarité Rendement E_ffet MDL MQL : Linéarité Rendement E_ffet MDL MQL

bruts (%)  matrice (%) (ng/g) (ng/g) | bruts (%)  matrice (%) (ng/L) (ng/L)
NODDy 09923 507 48+3 80 10,0 09967  91+8 47+6 10, 15
ouy 09993 49119 51x8 80 100 09945 9415 417 10 15
NNDDODV  0,9832 96 +4 -59+6 3,0 4,0 : 0,9962 104+ 9 -72+3 6 10
NODDV 0,9988 98+6 -41+9 2,0 4,0 : 0,9995 113+ 6 -73+3 2 8
obv 0,9886 100+£5 -32+8 5,0 7,0 I 0,9996 109 + 11 69 +2 1 5
NNDDV 0,9987 97 +6 -55+8 <1 2,5 : 0,9952 99+ 10 -81+3 5 10
NDV 0,9945 108 £ 12 -32+12 1,5 3,5 : 0,9974 108 + 10 -82+2 1 5
Venla 0,9998 105+7 -32+ 11 <1 2,5 | 0,9992 105 £ 11 -84 +1 1 5

Nous pouvons conclure qu'en évaluant la performance des méthodes ciblées développées, elles sont

optimales pour leur application dans les matrices environnementales correspondantes.

3. Approche non ciblée

3.1 Généralites

Nous avons montré dans la section précédente que I'approche ciblée est une analyse quantitaitve ou les
molécules sont identifiées par des méthodes analytiques utilisant des listes de molécules préalablement
sélectionnées pour lequelles des standards analytiques sont disponibles. L'analyse non ciblée est qualitative
conduisant a identifier la présence de molécules non préalablement ciblées. Récemment, I'élucidation de
petites molécules telles que les produits pharmaceutiques, leurs métabolites et leurs produits de
transformation en utilisant I'analyse non ciblée sur la base de la spectrométrie de masse haute résolution
(HRMS en anglais) gagne en pertinence dans les matrices environnementales. Dans cette approche, la
HRMS est largement utilisée en raison de sa grande capacité résolutive (capacité a distinguer des ions
présentant des rapports m/z voisins mais différents) et de sa sensibilit¢é (Menet, 2011). Cependant, la
confiance dans les identifications avec ce type d'approche varie selon les études et les substances, puisqu'il
n'est pas toujours possible ni méme significatif de synthétiser chaque molécule ou de les confirmer par des
méthodes complémentaires (exemple la résonance magnétique nucléaire) (Schymanski et al., 2014). Pour
cette raison, Schymanski et al. (2014) ont mis en place un systeme de niveaux pour faciliter la
communication de la confiance dans ces identifications, impliquant cing degrés ou la confiance maximale se

situe au Niveau 1 et la plus faible au Niveau 5 (figure 17).
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Confiance en l'identification Données minimales requises

Niveau 1: Structure confirmée Ms, MS?, temps de rétention,

(standard de réference disponible) standard de réference

Niveau 2: Structure probable

a) Par correspondance aux bases de données BYERYSAE Y 8

b) Par diagnostic logique MS, MS?, données expérimentales

Niveau 3: Candidat(s) potentiel(s) 2 .
MS, MS®, données expérimentales
suspect , substructure(s), classes

Niveau 4: Formule brute irrévocable . .
. i i MS isotope/adduit
(mais pas d'information structurale)

Niveau 5: Masse exacte d'intérét MS
(des milliers de molécules possibles)

Figure 17. Niveaux de confiance proposés pour l'identification dans I'analyse non ciblée par HRMS

S'il existe suffisamment d'information sur la MS (exemple masse exacte, isotope, adduit), sur la MS?
(fragmentation) et sur les données expérimentales (exemple comportement de rétention) de I'analyte non
ciblé, il peut gagner en confiance jusqu'au Niveau 2 (correspondances en librairies, littérature et fragments
diagnostiqués) et méme au Niveau 1 aprés l'achat du standard correspondant pour les identifications. Au
Niveau 3, il existe des preuves de structures possibles, mais l'information est insuffisante pour établir une
structure exacte, unique. Un exemple de cela est le produit de transformation du principal métabolite de la
cocaine, la benzoylecgonine identifié par Bijlsma et al. (2013) ou la position des substituants -OH et -NO, sur
le cycle aromatique n'a pas pu étre clarifiée (Bijlsma et al., 2013). Dans le cas du Niveau 4, une formule
moléculaire peut étre attribuée sans ambiglité a l'aide d'informations spectrales (exemple les adduits,
isotopes) mais les preuves sont insuffisantes pour proposer des structures possibles. Au Niveau 5, la masse
exacte (m/z) peut étre mesurée dans un échantillon, mais il manque des informations pour attribuer une

formule.

En considérant les niveaux de confiance décrits ci-dessus, plusieurs stratégies pour l'identification des
analytes non ciblés ont été élaborées et mises en ceuvre dans des études récentes. Pour traiter le grand
volume de données obtenues a partir de la HRMS, différents logiciels gratuits (exemple XCMS, MZmine et
EnviMass) et commerciaux (Waters MassLynx and MetabolLynx, Thermo Scientific Metworks and Sieve et
Agilent MassHunter) sont utilisés pour leur extraction et leur traitement (Bletsou et al., 2015). La premiere
étape est toujours la sélection des signaux. Dans cette étape, il est important de comparer I'échantillon avec
des témoins pour exclure les signaux non pertinents. Par la suite, divers criteres de discrimination de
candidats sont utilisés pour l'identification des molécules non ciblées comprenant les modeéles de prédiction

du temps de rétention (Chiaia-Hernandez et al., 2014; Hug et al., 2014), la prédiction par fragmentation in
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silico avec des méthodes de dissociation des liaisons, par exemple MetFrag (Wolf et al., 2010) ou des
approches fondées sur des régles comme MassFrontier (Highchem, 2014), ainsi que le nombre de
références disponibles pour une molécule dans les bases de données telles que ChemSpider ou SciFinder
comme mesure d'importance relative dans I'environnement (Little et al., 2012, 2011). Finalement, la
confirmation de l'identité avec un standard de référence est conduite lorsque cela est possible. Des études
récentes ont proposé des schémas détaillés pour le traitement de données utilisant ce type d'approche (Hug
et al.,, 2014; Jeon et al, 2013). Ces schémas démontrent que l'analyse non ciblée des échantillons
environnementaux devient de plus en plus complexe. lIs soulignent la nécessité de définir des parametres
d'exclusion et des filtres pour prioriser les signaux et ainsi éliminer les faux positifs et négatifs. Compte tenu
des informations qui précédent, nous pouvons conclure que cette approche se trouve a un stade précoce de
son développement en raison des améliorations constantes apportées tant aux instruments qu'aux
programmes de traitement des données. Il est donc clair aujourd'hui que l'application de cette méthodologie
dans les matrices environnementales pose des défis en raison de la complexité des matrices et du nombre

encore limité de molécules déterminées dans les bases de données disponibles.

3.2 Développement de I'analyse non ciblé dans les tissus de la moule

Dans cette thése doctorale, une approche non ciblée basée sur la génération de profils chimiques obtenus
par LC-HRMS a été appliqué dans des extraits de moules méditerranéennes (M. galloprovincialis) pour
caractériser les métabolites connus (déja renseignés dans la littérature chez 'homme et chez la moule) et
rechercher des métabolites non connus de l'antidépresseur venlafaxine. Afin d'augmenter la probabilité de
détection des métabolites des phases | et phases Il (connus et non connus) dans la moule, une méthode de
traitement tissulaire a été développée en utilisant les propriétés physico-chimiques de ces composés,
notamment la charge sur le groupe fonctionnel amine. Cette approche ciblée a été validée avec 7
métabolites connus de la venlafaxine chez I'hnomme et elle a été décrite en détail a la section 2.2. Le
développement de I'analyse non ciblée comprend trois étapes: le design expérimental, I'acquisition des

données et la métodologie de recherche des métabolites. Ces étapes sont décrites ci-dessous.

Le design expérimental appliqué a l'exposition de moules a la venlafaxine en conditions controlées a été
réalisé dans le but de nous renseigner sur les métabolites (connus et non connus) qui pourraient étre
produits chez la moule lorsqu'elles sont exposées a une concentration semblable a celle rapportée pour la

VEN dans les eaux de surfaces.

Au laboratoire, les moules (M. galloprovincialis), fournies par un conchyliculteur de Bouzigues (34, France),
ont été nettoyées et la taille des coquilles a été mesurée (entre 6,0 et 7,2 cm). Deux groupes d'aquariums (5
aquariums par groupe; 2 L d'eau de mer/ 5 moules/aquarium) ont été préparés: un groupe contrdle solvant
(le véhicule pour la VEN étant le méthanol, SC) et un groupe exposé (Ex) a 10 ng/L (concentration
nominale). Apreés une période d'acclimatation de 7 jours, chaque groupe a été exposé durant 3 jours et 7
jours avant dissection. Pendant les périodes d'acclimatation et d'exposition, I'eau de mer a été renouvelée
tous les jours (renouvellement statique) dans les deux groupes (control et exposé), la température ambiante
a été régulée a 15 + 2 °C et les moules ont été nourries avec une suspension d'algue Tetraselmis suecica

(Greensea, Meze, 34, France) a une concentration de 10,000 cell/mL.
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La méthode ciblée décrite dans la section 2 pour déterminer la venlafaxine et ses métabolites dans les tissus
mous des moules a été appliquée dans les échantillons de cette étude. Aprés le processus
d'extraction/purification des tissus, les échantillons ont été analysés par chromatographie en phase liquide
couplée a un spectrometre de masse hybride Q-Orbitrap (Q-Exactive, Thermo Sicentific) qui permet d'allier
sélectivité et résolution. L'utilisation de Q-Orbitrap en mode Full MS a double polarité (switch) a permis
d'obtenir la masse exacte (<5 ppm) et la formule brute de chaque molécule d'intérét présent dans les
échantillons tandis que I'utilisation en mode MS? (fragmentation) a permis de sélectionner et fragmenter les
molécules d'intérét afin d'obtenir leurs spectres de fragmentation et des informations sur leur structure. En
vue de réaliser deux événements au cours de la méme acquisition (exemple: balayage complet a double
polarité (positive et négative) ou balayage complet a polarité positive et fragmentation), le pouvoir résolutif a
été fixé a 35000. Le choix de faire les acquisitions a double polarité au cours de la méme analyse a été
réalisée afin: 1) d'augmenter les possibilités de trouver des métabolites en utilisant les deux types
d'ionisation et 2) d'éliminer le décalage potentiel du temps de rétention des signaux d'intérét entre les deux

modes d'ionisation.

Aprées l'acquisition des données, une comparaison des profils métaboliques obtenues pour chacun des deux
groupes (SC et Ex) a été réalisée afin de mettre en évidence des signaux présents dans les moules
exposées et absents dans les moules non exposées a la VEN, donc susceptibles de correspondre a la VEN
ou a ses produits de métabolisation. Pour cette premiére étape, nous avons décidé d'utiliser le logiciel R
avec le script XCMS. Ce script identifie dans un premier temps I'ensemble des pics chromatographiques
présents dans chaque échantillon soumis au retraitement. Il regroupe ensuite les pics chromatographiques
possédant un rapport masse sur charge (m/z) et un temps de rétention similaire entre les différents
échantillons. Enfin, le script recherche les données manquantes éventuelles dans un ou plusieurs
échantillons de la série. Les signaux ainsi détectés sont réunis dans un fichier unique permettant une
meilleure vue d'ensemble des informations acquises. Des indicateurs statistiques tels que le fold change
(calculé comme le rapport entre l'intensité moyenne du signal dans les échantillons exposés et l'intensité
moyenne du signal dans les échantillons contréle) et la valeur p-value sont également montrés pour chacun
des signaux dans ce fichier. Seuls les signaux ayant un fold change supérieur a 10 en mode d'ionisation
négative ou positive ont été conservés et traités pour élucider leurs structures. De plus, les
chromatogrammes ioniques extraits (EIC en anglais) ont été vérifiés pour tous les signaux potentiels
associés aux métabolites afin de confirmer I'absence de tout signal dans les témoins. Afin d'illustrer, nous
avons pris comme exemple deux chromatogrammes ioniques extraits obtenus en mode d'ionisation positive
pour les signaux suspects avec les valeurs moyennes m/z expérimentales de A) 260,2008 et B) 264,1957
(figure 18). Les deux signaux se trouvent uniquement dans les échantillons exposés (Ex) et sont absents

dans les échantillons contréle (SC).
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Figure 18. Exemples d'EIC de deux signaux potentiels a étre des métabolites

Dans une deuxieme étape, nous avons verifié le temps de rétention et la forme de pic des signaux suspects
en utilisant le "layout' du logiciel ThermoXcalibur Qual Browser (Xcalibur 3.0, Thermo Fisher Scientific Inc.)
pour déterminer si les signaux potentiels sont associés a la molécule mére VEN (exemple dimére ou
isotopes de cette molécule) ou sont des métabolites potentiels. Afin d'illustrer, nous avons pris comme
exemple le signal de la VEN et les deux signaux potentiels montrés précédement dans la figure 18. En
comparant le pic de la VEN avec le premier signal suspect (A), le temps de rétention et la forme des pics
sont trés similaires, ce qui indique que ces signaux peuvent étre associés (figure 19). Au contraire, en
comparant la VEN et le deuxieme signal suspect (B), les deux parametres évalués (temps de rétention et

forme du pic) ne sont pas trés semblables. Le signal B peut potentiellement étre un métabolite.
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Figure 19. Exemple d'évaluation de temps de rétention et forme du pic entre les signaux suspects et le signal de la VEN

86



Une troisieme étape a consisté a déterminer la différence de masse moyenne expérimentale entre les
signaux suspects et le signal VEN afin d'identifier le fragment correspondant a l'aide du logiciel
ThermoXcalibur Qual Browser en utilisant les outils de composition élémentaire et de simulation isotopique.
Avec les informations précédentes, nous avons pu proposer des structures candidats pour les signaux
potentiels. Un calcul final a été effectué, la différence entre la masse théorique et la masse expérimentale de
chaque structure candidat proposée. La valeur de la différence doit étre inférieure a 5 mmu pour qu'il y ait
coincidence et a ce moment-la, s'il existe une coincidence, nous avons appliqué l'analyse ciblée pour
confirmer et quantifier le métabolite. Cette strategie de recherche de métabolites a été appliquée a tous les

signaux suspects.

Plus de détails sur les résultats obtenus dans cette étude seront développés au chapitre 4.
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Chapitre 3: Diagnostic de la
contamination des eaux superficielles et
souterraines par les médicaments dans

la region de Yaoundeé (Cameroun) par
approche ciblée.
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Ce chapitre a été rédigé sous la forme d’un article scientifique (STOTEN - 660 (2019)886—898). Un résumé

en Francgais décrit le contexte, les principales questions scientifiques et les résultats associés.

1. Antropic impacts on Sub-Saharan urban water resources through their
pharmaceutical contmination (Yaoundé, Center Region, Cameroon)

1.1 Contexte

Comme nous I'avons indiqué dans le chapitre 1, les données d'occurrence de RdM dans les eaux naturelles
dans les pays africains sont trés récentes (depuis 2012) et les études restent rares et ponctuelles. Dans les
quelques travaux disponibles de la littérature scientifique, les antibiotiques/anti-infectieux, les
analgésiques/AINS et les antiépileptiques font partie des classes thérapeutiques les plus recherchées. Les
concentrations maximales rapportées atteignent plusieurs milliers de ng/L pour la plupart des molécules
étudiés dans les eaux superficielles de ce continent, notamment dans I'Afrique subsaharienne. Les
quelques études disponibles dans la zone subsaharienne indiquent que l'absence d'élimination et de
traitement des eaux usées et des déchets solides et liquides provenant principalment des établissements de
santé avec une forte densité de population et des effluents d’industries pharmaceutiques sont la principale
cause des concentrations élevées de RdM retrouvées dans les cours d'eau (K'oreje et al., 2016; Segura et
al.,, 2015). En plus, ces eaux usées brutes ou partiellement traitées contenant un mélange complexe de
RdM peuvent étre rejetées dans des ressources utilisées comme eau potable présentant un risque
d'exposition pour la population (Gwenzi and Chaukura, 2018). Compte tenu de ce qui précede, il est justifié
de poursuivre les efforts pour renseigner I'état de contamination par les produits pharmaceutiques des
milieux aquatique dans les pays africains. Les pays africains particulierement les villes africaines sont
soumis a une pression anthropique majeure avec des infrasctures de gestion de I'eau insuffisante. Parmi les
villes africaines, la ville de Yaoundé, Région Centre, Cameroun a été retenue. Cette capitale, avec prés
des deux millions et demi d'habitants et une croissance démographique de 2% par an entre 2015 et 2020
(Direccion General de Comunicacion e Informacion Diplomatica, 2019), est confrontée a de fortes pressions
sur ses ressources d'eau, notamment le bassin versant du Méfou, et @ un manque de crucial de réseaux
d'assainissement. Cette ressource hydrographique est dense et largement utilisée par la population dans
des activités telles que l'irrigation, le lavage, la baignade, la cuisine, etc. Ces utilisations multiples générent

une exposition potentielle des populations aux polluants et pose des questions sur les riques sanitaires.

1.2 Objectif et principaux résultats

L'objectif principal du travail a été de fournir des informations de base sur i) la vulnérabilité des ressources
d'eau (de surface et souterraines) a travers l'analyse de la pollution par les RdM, ii) I'exposition de la
population a ces RdM a travers leur eau potable et iii) I'évaluation de la pertinence des produits
pharmaceutiques comme indicateurs de pressions anthropiques sur les milieux aquatiques (I'anthropisation)
dans le contexte spécifique du bassin versant du Méfou. Pour répondre a cet objectif et compte tenu de la
rareté des données disponibles sur I'hydrologie, I'occupation des sols, l'utilisation de I'eau, la gestion des
déchets et la consommation de médicaments par les habitants de Yaoundé, une approche multidisciplinaire
a été appliquée. Avec l'aide des données disponibles dans les sources suivantes: i) les fichiers matriciels et
vectoriels topographiques fournis par shuttle radar topography mission (SRTM) pour I'hydro-
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géomorphologie, ainsi que ii) l'initiative de I'Agence spatiale européenne sur le changement climatique (ESA-
CClI en anglais) en ce qui concerne a l'usage du sol et iii) les bases de données en libre accés concernant
les batiments du projet Open Street Map, la zone d'étude a été divisée en 10 sous-bassins (situés tout au
long du bassin du Méfou et de I'un de ses principaux affluents, le Mfoundi) caractérisés par leur
environnement urbain ou périurbain. Pour une meilleure compréhension sur les usages de l'eau, la gestion
des eaux usées et la perception de la pollution environnementale et de I'état de la santé de la population de
Yaoundé, une enquéte a été réalisée auprés de la population locale autour des points d'échantillonage des
eaux de surface et souterraines des 10 sous-bassins versants identifiés pour cette étude. Afin d'effectuer
une premiére caractérisation des niveaux de contamination en RdM dans les milieux aquatiques de la zone
d'étude, une méthode d'analyse ciblée a été appliquée aux échantillons prélevés dans chacun des bassins
versants pour connaitre les niveaux de contaminantion et discuter des variations spatio-temporelles de la

contamination. Une description détaillée du développement de cette méthode a été présentée au chapitre 2.

Parmi les résultats obtenus, les données issues de la SRTM (2014), de I'ESA-CCI (2015) et d'OSM (2017)
ont permis de compléter la caractérisation des sous-bassins versants. Par example, bien que les pentes
soient plus abruptes dans les sous-bassins péri-urbains (11-21%), les vitesses d'écoulement sont plus
faibles (0.1 a 0.4 m/s) et les temps de réponse hydrologiques sont élevés (5-10h) par rapport aux sous-
bassains urbains. A priori, cela signifie que le transport des polluants tend a étre plus ralenti dans les zones
périurbaines. La part des constructions dans les sous-bassins péri-urbains varie entre 2 et 53%, tandis que
dans les sous-bassins urbains la part des constructions atteint 88 % avec une densité de construction
élevée (jusqu'a 1551 bétiments/kmz). L'enquéte sociologique a mis en évidence que I'habitat dans les sous-
bassins urbains est caracterisé par des maisons de bas standing et que jusqu'a 79% des toilettes sont des
latrines a canon. En outre, 80% des ménages déversent leurs eaux usées dans leur environnement
immédiat (égouts, rivieres et cours d'eau) et 71% des personnes interrogées ont indiqué qu'elles jetaient les
médicaments périmés dans des toilettes ou des décharges car il n'existe au Cameroun aucun systéme de
recyclage des médicaments périmés. En plus, 68% des personnes interrogées ont indiqué utiliser les
ressources en eau souterraine provenant de puits (13%), de forages (45%) et de sources (10%) comme
source d'eau potable.

Le diagnostic de I'état de la contamination a mis en évidence la présence de huit RdM appartenant a quatre
classes thérapeutiques (anti-épileptique, analgésiques/AINS, antibiotique/anti-infectieux et B-bloquant) dans
les eaux de surface et souterraines, en particulier dans les sous-bassins versants urbains. Dans ce
contexte, les résidus de médicaments sont des indicateurs pertinents pour étudier I'impact de I'anthropisation
sur les bassins versants de cette étude. En particulier, I'anti-épileptique carbamazépine a été détecté et
quantifié dans 100% des échantillons d'eau en milieu urbain et dans 75% des échantillons d'eau dans les
zones péri-urbaines tandis que l'analgésique acétaminophéne a été détecté dans 100% des échantillons
dans les zones urbaines et péri-urbaines, mais il a été quantifié plus fréquemment dans les zones urbaines
(85%) que dans les zones péri-urbaines (75%). En général, la zone urbaine présentait des concentrations
plus élevées de résidus de médicaments mesurés que la zone périurbaine. Cela prouve que les milieux
aquatiques de la zone péri-urbaine subissent une pression anthropique inférieure a celle de la zone urbaine.
Cette tendance est cohérente avec les activitts humaines plus marquées dans la zone urbaine

(urbanisation). Dans les eaux souterraines, certains résidus pharmaceutiques présentent de fortes
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concentrations, cela pose des questions sur les dynamiques de flux d’eau et les relations nappef/riviere, des

sujets encore peu renseignés sur le bassin versant de notre étude.

En conclusion, les composés ciblés ont été des traceurs appropriés pour démontrer que les latrines, les
décharges, I'augmentation des zones construites et I'urbanisme exercent une forte pression sur les cours
d'eau urbains de Yaoundé et ont un impact sur les ressources en eau destinées a la consommation
humaine. Les eaux de surface et souterraines ont été contaminées par des RdM et les niveaux de
contamination correspondent a ceux rapportés dans des études antérieures dans des masses d'eau
subsahariennes avec des pics de pollution des analgésiques/AINS et une contamination plus ubiquitaire par
I'anti-épileptique carbamazépine. La contamination des eaux souterraines rend les populations trés
vulnérables car elles dépendent de cet approvisionnement en eau comme alternative a un réseau officiel
d'eau potable et pour compenser le manque d'infrastructures dans la capitale du Cameroun. Enfin, la
dynamique urbaine augmente la pression sur les ressources en eau, c'est pourquoi Yaoundé doit adapter
les usages de I'eau et les autorités publiques doivent protéger les ressources en eau, la santé humaine et

I'environnement.
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Abstract

Sub-Saharan urban centers have to tackle high population growth, lack of sanitation infrastructures and the
need for good quality water resources. To characterize the impacts of anthropization on the water resources
of the capital of Cameroon (Yaoundé), a multi-disciplinary approach was used in ten sub-watersheds (peri-
urban and urban) of the Méfou watershed. Pharmaceutical residues were used as tracers of surface and
groundwater contamination caused by the release of domestic wastewater from pit latrines and landfills. A
water use survey was conducted in the vicinity of the sampling sites to better assess water use, treatment
and management. Available land use and hydro-geomorphological data completed characterization of the
sub-watersheds. The combined data showed that natural features (elevation, slope, and hydrography) and
human activities (land use) favor rainfall-runoff events and hence surface water contamination.
Pharmaceutical monitoring revealed contamination of both surface and groundwater especially in the urban
sub-watersheds. Analgesics/anti-inflammatory drugs and anti-epileptic carbamazepine were the most
frequently found compounds (in up to 91% of water samples) with concentrations of acetaminophen reaching
5,660 ng/L. In urban sub-watersheds, 50% of the groundwater sites used for drinking water were
contaminated by diclofenac (476-518 ng/L), carbamazepine (263-335 ng/L), ibuprofen (141-276 ng/L),
sulfamethoxazole (<2-1,285 ng/L) and acetaminophen (110-111 ng/L), emphasizing the need for a deeper
understanding of the interactions between surface and groundwater. The use of groundwater as drinking
water by 68% of the total population surveyed raises concerns about population exposure and potential
health risks. This case study highlights the need for strategies to limit contamination of the water resource

given the predicted future expansion of Sub-Saharan urban centers.
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I. Introduction

Since the middle of the 19" century anthropization has had an impact on the aquatic environment and
resources through land use modifications, environmental planning and the development of agriculture
thereby altering the composition, functions and services provided by ecosystems (Guetté et al., 2018; Leduc
et al., 2017; Misson et al., 2016). In highly anthropized areas like metropolises, increasing urbanization
implies changes in water uses, an increase in water demand and degradation of water quality (Echart et al.,
2012). Human activities in particular involve the release of anthropogenic contaminants into surface and
groundwater resources (Archundia et al., 2017; Hayzoun et al., 2015; Mottes et al., 2015; Schaider et al.,
2016).

Among anthropogenic contaminants, pharmaceutical residues have been the subject of numerous studies in
recent decades all over the world (Beek et al., 2016; Carvalho and Santos, 2016; Gogoi et al., 2018;
Madikizela et al., 2017). Improvement in analytical techniques has allowed their detection and quantification
not only in waste water effluents but also in surface and groundwater including drinking water resources
(Mompelat et al., 2009). Pharmaceutical residues are considered as anthropogenic tracers of the “urbanizing

global water cycle” (Castiglioni et al., 2018).

Global pharmaceutical contamination of the aquatic environment has both specific and higher implications in
developing countries particularly in sub-Saharan Africa. Both the increasing human pressure on water
resources and the growing demand for freshwater in urban settlements lead to the risk of exposure of
population and environmental exposure to a cocktail of urban contaminants including pharmaceutical
residues (Gwenzi and Chaukura, 2018; Madikizela et al., 2017).

In sub-Saharan metropolises the main problem is the lack of disposal and treatment of wastewater and of
solid and liquid waste. The lack and/or inadequate removal of pharmaceuticals during standard treatment of
wastewater means raw or partially treated wastewater can be discharged into drinking water resources
(Gwenzi and Chaukura, 2018). These risks have been poorly documented in sub-Saharan African and
pioneer studies are currently being conducted to better understand the sources, occurrence and fate of
pharmaceuticals in water bodies (Ebele et al., 2017; Madikizela et al., 2017). According to these reviews only
pharmaceutical contamination of water bodies in South Africa, Kenya, Ghana, Mozambique and Nigeria
have been partially monitored.

This aim of this study was thus to characterize the impact of anthropization on surface and groundwater
using pharmaceuticals as tracers of urban contamination in a sub-Saharan capital city, Yaoundé, Center
Region, Cameroon. With almost two million inhabitants and 6% demographic growth a year between 2000
and 2005 (BUCREP, 2010) Yaoundé faces heavy pressures on its water resources (Branchet et al., 2018;
Djuikom et al., 2009; Menye et al., 2012; Naah, 2013) and a crucial lack of sewage systems (Wethé et al.,
2003). Waste management issues and the related occurrence of solid and liquid wastes in the urban streams
were reported by previous literature (Lieunang Letche et al., 2009; Menye et al., 2012).

The main objective of this research is to provide baseline information on (i) the vulnerability of surface and
groundwater resources by analyzing pharmaceutical contamination, (ii) population exposure to
pharmaceuticals through their drinking water, and at the same time, (iii) to assess the suitability of
pharmaceuticals as anthropic tracers in the specific context of the Méfou watershed.
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Due to the scarcity of data concerning hydrology, land use, water use, waste management, and the
consumption of pharmaceutical drugs by the inhabitants of Yaoundé, we used a multidisciplinary approach.
Available land use and hydro geomorphological data from the shuttle radar mission topography (STRM)
enabled us to understand and describe local features. Exploration of water use (drinking and/or corporal
(hygiene) and/or domestic (cooking, washing-off., etc.) uses) in the households in the vicinity of the
groundwater water sampling sites was conducted in March 2018. Information on local water uses, waste
water management and sanitation was collected to understand the specificities of this sub-Saharan African
capital city. For an overview of the occurrence of pharmaceuticals, surface water and groundwater in the
upper Méfou basin that drains Yaoundé and its outskirts were monitored in February/March, 2018. Given the
lack of information on pharmaceutical consumption in Yaoundé, the targeted analytes were selected based
on their reported occurrence in the aquatic environment in Sub-Saharan water bodies (Madikizela et al.,
2017) on their various physicochemical characteristics and in order to include some metabolites poorly
documented. This multidisciplinary approach provides an integrated assessment of human impacts on the

aquatic resources linked to the environment and water use features.
Il. Material and methods

11.1. Local settings

1.1.1. Location of the study area

The Méfou watershed is located in the Center Region of Cameroon (latitude 3°30’ to 3°58’; longitude 11°20°
to 11°40’), and covers an area of 840 km? (Olivry, 1986). The Mfoundi River is one of the major tributaries of
the Méfou River and drains the city of Yaoundé (latitude 3°52’; longitude 11°31’) comprising an area of 180
km?. The Méfou and Mfoundi watersheds are described in detail in a previous paper (Branchet et al., 2018).
The region has a Guinean climate characterized by two rainy seasons (March-June and September-
November) and two dry seasons (December-February and July-August). Annual rainfall is around 1,600 mm
(Moffo et al., 2016; Olivry, 1986; Srang, 1972). The study area comprised the upper Méfou watershed and
the Mfoundi watershed (Fig.1).

The source of Yaoundé’s tap drinking water is surface water. The Camwater catchment station is located on
the Méfou artificial lake in the upper part of the Méfou basin and is surrounded by a peri-urban area. A

second water catchment is located downstream from the confluence between the Méfou and Nyong Rivers.

In addition, shallow aquifers are pumped to supply water to the local population for different uses (domestic
use, drinking water, irrigation, etc.). This pumped groundwater is constituted by the upper unconfined porous

aquifer in the lateritic soil.

The basement comprises metamorphic rocks including paragneiss, migmatite gneiss and schists with the
abrasion products laterites on the top. Soils at the top of the hills and on the slopes are ferralitic. The soils in
the lowlands are hydromorphic clay and sand and originate from slope colluvium and river alluvium
(Bachelier, 1959). Networks of fractures and fissures enable the existence of unconfined porous ferralsol

aquifers (Bon et al., 2016). In this sandy silty clay, fluctuations in the water table range from 0.49 m in the
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Figure 1: Land use (ESA-CCI 2015; resolution 20 meters), hydrographic network (SRTM 2014), Yaoundé urban area (Open Street Map) and the 10 sub-
watersheds of the upper Méfou and the Mfoundi watersheds studied
PU,: peri-urban; U:urban environment of the sub-watershed concerned. The map of the whole Méfou watershed is available in (Branchet et al., 2018).



valleys to 1.3 m on the plateau according to Ntep et al. (2014). Deeper aquifers (> 20 m) are located in the

fractured gneiss.

Thus “groundwater” from wells, boreholes and sources is from surface water infiltrated in the upper meters of
soil up to 20 meters according to litterature (Kringel et al., 2016). In the study area, the mean well depth is
4.2+3.1 meters (n=21 wells). These aquifers are known to receive inputs from innumerable pit latrines and

septic tanks (Tabué Youmbi et al., 2009) which has not been listed during the present work.
11.1.2. Sub-watershed characterization

Available data on the study area were used to assess land use, geomorphological and hydrological
specificities. The data came from a digital elevation model (DEM) from the shuttle radar topographic mission
(SRTM) (Farr et al., 2007) at a resolution of 30 m for geomorphology (slope, elevation, topography) and
hydrology (lag-time, flow velocity); the European spatial agency climate change initiative (ESA-CCI) (ESA,
2016) for land use at resolutions of 20 m and 300 m depending on the shapefiles; and open access data
concerning buildings from the Open Street Map project (OpenStreetMap Contributors, 2018); completed by

field measurements.

The main land uses in the study area (source ESA-CCI, 2015) are forests (39%), built up areas (27%) and
croplands (24%) (Fig. 1). Based on the SRTM data, the upper Méfou and Mfoundi watersheds were divided
into 10 sub-watersheds (Table 1 and Fig. 1). These sub-watersheds are characterized by their peri-urban or
urban environment. The peri-urban sub-watersheds are PU1 (Etoud Village), PU2 (Camwater), PU3
(Ossongoé), PU4 (QOil Palm) and PU5 (Nsimalen). The urban sub-watersheds are U1 (Merchandise station),
U2 (Sofavinc), U3 (Messamendongo), U4 (Melen) and U5 (Biyeme-Assi).

11.1.3. Design of the water use survey

A qualitative exploration on water use of the general population of Yaoundé was conducted in March 2018.
The local population in the vicinity of the surface and groundwater sampling points of the 10 sub-watersheds
was surveyed. Systematic sampling was done of all the households located next to the water sampling point,
and then of every two or three houses, depending on local features. People were interviewed face to face.
The head of the household was questioned but if he was absent, his wife (or family member that was more
than 15 years old, or the cleaning lady) was questioned. Between two and 15 households were surveyed

depending on the location, giving a total of 73 households.

The survey tool was a questionnaire adapted from (Kringel et al. 2016) and from (INS et BGR 2013). It is
based on the knowledge, aptitude, perception and behaviour (KAPB) (WHO, 2008)survey towards the urban
environment. The survey questionnaire comprised five sections: (i) the socio demographic characteristics of
the household including the housing standing as defined in the literature (Franqueville, 1984; Tanawa et al.,
2002; Tchotsoua, 1994), (ii) water use: water source, water treatment and identification of potential sources
of pollution, (iii) sanitation: type of toilet, excreta management, (iv) perception of pollution and (v) self-rated
perception of health: health problems and pharmaceutical consumption and waste management. Questions

concerning water use focused on drinking water and domestic water uses.

Participation to the survey was volunteer and the respondents could withdrawal at any time during the
questionnaire administration. We insured that the collected data will be anonymous and particularly that: the

name of the respondents were not written down; the paper questionnaires will be kept in a closed and
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secured wardrobe, beyond reach of the public, during the research duration (2 years) then during 5 years.

Then, they will be destroyed.
1I.2. Environmental analysis
1.2.1. Sampling sites and sampling procedure

Sampling sites were located in 10 sub-watersheds selected for their spatial distribution across the
hydrographic network (Table 1 and Fig. 2). For surface water, five sampling sites (U1, U2, U4up, U4-Do and
U5) were located on urban rivers (three sites on the Mfoundi River, one site on the Biyeme River and one
site on the Olézoa River). Five sampling sites (PU2 to PU5) were located on peri-urban rivers (three sites on
the Méfou River, one site on the Ossongoé River and one site on the Mfoundi River). Every surface water
outlet in the sub-watersheds was sampled for pharmaceutical analyses except PU1, U3 and U4 sub-
watersheds. At U4, the Olézoa River was sampled upstream (U4-Up) and downstream (U4-Do) from where
the university hospital discharges its effluent into the Olézoa River. PU2 corresponds to the Camwater water
treatment station on the Méfou River. Samples water were collected from the influent (raw water) entering

the station (PU2-Up) and from the effluent (treated water) leaving the station (PU2-Do).

Eleven sites corresponded to sampled groundwater (seven boreholes, three wells and one spring). No wells,
boreholes or sources were present at PU2 and PU3 so we couldn’t sampled groundwater at these sites. In
U4 (Melen) and U5 (Nsimalen), several groundwater sites were used for drinking, corporal and domestic

uses so two wells in U4, and two boreholes and one well in U5 were sampled (Table 1).

Surface water samples were collected on several occasions (one to three times depending on local authority
authorization) in the rainy season in February and March 2018 (Table 1). Groundwater samples were
collected once in March 2018. Glass bottles were used to retrieve grab samples. Before use, the bottles
were cleaned with a potassium hydroxide solution (Neodisher® LM3 from Dr.Weigert, France) and Milli-Q
water to avoid cross contamination. At the river sampling sites, grab samples were retrieved at a depth of
about 1 meter. Water from wells was collected in the bucket that was usually used, after first rinsing it. In the
case of boreholes, the pump was left running until we were sure of reaching the groundwater to avoid
sampling water that had accumulated in the pipes. Water from sources were directly collected in sampling
glass bottles, after first rising it. After sampling, the glass bottles were immediately stored in the shade at
4 °C and treated within 24 h. All water samples were analyzed in duplicate. The physicochemicals
properties of the samples in situ are shown in the SupplementaryMaterials (SM2).

1.2.2. Pharmaceutical analysis
1.2.2.1. Chemicals and materials

Fifteen pharmaceuticals belonging to eight different therapeutic classes and nine metabolites were selected
and corrected by fourteen internal standards with purities equal to or greater than 98% (Table 2).Individual
stock standard and isotopically labelled standard solutions were prepared at a concentration of 100 mg/L in
methanol, with the exception of ofloxacin, ciprofloxacin and ofloxacin-d3 that were dissolved in methanol:
water (50:50, v/v) by adding 0.2 % hydrochloric acid. All the standard solutions were stored at -20 °C.
Working solutions (range of 5-500 ng/L), containing all the pharmaceuticals, were prepared by appropriate
dilution of the stock solution in methanol. A mixture with all isotopically labeled internal standards was

prepared at a concentration of 1 mg/L in methanol. Ultrapure water was generated by a Simplicity UV system
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Table 1: Links between the names of the sub-watersheds and the names of the surface and groundwater sampling sites; and related rivers and

environment

Sub-watersheds were named according to their environment, i.e. PU,. peri-urban or U,: urban. For groundwater sampling sites, B corresponds to boreholes, S to springs and W to wells. PU2 was
sampled upstream (PU2-Up) and downstream (PU2-Do) the raw water treatment at the Camwater station. Site U4 was sampled upstream (U4-Up) and downstream (U4-Do) from the point source of
the university hospital effluents (around 0.5 km from the university hospital)

Numbers in brackets (n=x) refer to the number of samples taken at a given site. Groundwater was sampled once during the water use survey (see 11.1.3).

The last column in the table lists the names of sampling points used in the related study by Branchet et al. (2018) on pesticide contamination of the Méfou watershed.

Name of the sub- Name of the surface water Name of the groundwater WName of the river/tributary | Environment | Name of the sampling
watershed in the present sampling site sampling site point used to monitor
study (=1 to 3) (=1} pesticides in Branchet
et al. (2018)
PU1 - Etoud Villape PUL-E! Meafou Peri-urhan Meéfoul
PU2 - Camwater e Méfou Peri-urbzn Méfou
PU3 - Oszongoe PU3 (n=2) Ozzongoe (Msfou tributary) Peri-urban
PU4 - 01 Pdm P4 (n=2) PU4-BI MMfoundi Peri-urban Mfoundid
PUS — Neimalen PUS (n=2) PUS-BL Méfou Peri-urban Méafoud
U1 - Merchandize station Ul (n=3) U1-51 Mfoundi Urhan Mioundil
U2 — Sofavine 12 (n=3) L12.El ffoundi Urban hMfoundid
U3 —Messemendongo U3-El Mioundi Urban Mioundi3
U4 — Melen I[:llfjg EE;? Iﬁ:}.::; Olézoa (Mimmdi tributary) Urban
Us-Bl
U3 —Biyeme-Assi U5 (n=3) U75-B2 Biyeme (Mfommdi tributary) Utban Eiyeme]
Ui-Wl
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Figure 2: Location of surface and groundwater sampling sites on the 10 sub-watersheds of the upper Méfou and Mfoundi watersheds
U, sites are located on the Mfoundi River, PU, on the Méfou River, U4 on the Olézoa River, U5 on the Biyeme River. PU3 is located on the Ossongoé River
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from Millipore (Bedford, MA, USA) with a specific resistance of 18.2 MQ.cm at 25°C. HPLC/MS-grade
solvents (methanol and acetonitrile - ACN) were purchased from Carlo Erba (Val de Reuil, France). Formic
acid (purity, 98%) was purchased from Fisher Labosi (Elancourt, France). All chromatographic solvents were
filtered through a 0.22 ym nylon membrane filter (NyIaroTM, Michigan, USA). Glass-fiber filters (GF/F) (with
0.7 um pore size) purchased from Whatman (Maidstone, UK) were used to filter the water samples. Oasis®
HLB 6cc (200 mg) cartridges, purchased from Waters Corporation (Mildford, USA), and a VisiprepT'\’I DL Solid
Phase Extraction (SPE) vacuum manifold purchased from Supelco (Bellefonte, USA) were used for solid
phase extraction. Nanosep® MF 0.22 pym centrifuge filters purchased from PALL Life Sciences (Michigan,

USA) were used to filter the extracts before chromatography injection.
1.2.2.2. Water sample extraction and analysis

Filtered surface and groundwater samples (500 mL) were spiked with the mixture of isotopically labeled
standard to reach a final concentration of 100 ng/L. Waters were extracted using Oasis HLB cartridges,
previously conditioned with (2x5 mL) of methanol followed by (2x5 mL) of ultra-pure water at a flow rate of

approximately 5 mL/min.

The cartridges were rinsed with 5 mL ultrapure water and dried under vacuum for 1 h. Analytes were eluted
with 10 ml of methanol. Extracts were evaporated to dryness at 35 °C under a gentle stream of nitrogen,

reconstituted with 200 uL of acetonitrile: ultrapure water (2:98, v/v) and filtered before analysis.

Analyses were carried out on an Exactive LC-HRMS (Thermo Fisher Scientific) using an HPLC Accela 1250
Pump and a degasser (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) equipped with an analytical column
(KinetexBiphenyl, 100 x 2.1 mm; 2.6 ym particle size, Phenomenex). ACN and water were used as mobile
phases. Addition of 0.1% formic acid was preferred in positive ionization mode. The optimal separation was
achieved at a flow rate of 400 yL/min. The optimized gradient elution program started with 2% of ACN
isocratic for 0.5 min, increased to 50% of ACN at 12 min, followed a linear gradient to 100% ACN at 14 min,
remained at this level for 3 min, and then decreased to 2% ACN for equilibration of the column for 7 min.
The injection volume was set to 10 yl. The Exactive HRMS was turned to a mass resolution of 10,000
(FWHM, m/z 200) with a mass spectrum range of 50-650 m/z. A heated electrospray ionization probe (HESI)
source in positive (pos) and negative (neg) mode was used. The HESI parameters were as follows: heater
temperature 200 °C; capillary temperature 275 °C; electrospray voltage 4 kV; sheath gas flow 55 arbitrary
units; auxiliary gas flow 10 arbitrary units. The following parameters were used in positive and negative
ionization modes, respectively; capillary voltage 35V and -50V; tube lens voltage 110 V and-100 V; finally
skimmer voltage 25 V and -16 V. "All ion fragmentation" MS/MS mode was applied with high energy collision
dissociation (HCD) cell set to 10 and 20 eV. Analytical results were calculated with Thermo Scientific
Xcalibur software. Each compound was identified according to: (1) retention time; (2) mass accuracy (max 5
ppm deviation) of protonated (M-H)"* or deprotonated (M-H)" molecules in MS/MS mode; (3) identification of
at least one ion fragment at a mass accuracy < 5 ppm in MS/MS mode and (4) ion ratio fulfilled between the

ion fragment and the parent ion for each molecule.
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Table 2: Therapeutic classes, internal standards, supplier, purity, ionization type, quantification and confirmation ions, instrumental LODs and LOQs,
methods LODs and LOQs and absolutes recoveries observed for each molecule in LC-MS Orbitrap

i i i RT : . Absolut
Therapeutic tou2, s . . Tonisation ~Quantification  Confirmation (min) LOD™ LOQ™ LOD™" LOoQ™" solute
classes Molecules "/ internal standards Supplier Purity type ion ion 2 ®2) (ng/L) (ng/L) Recovery
(energie eV) (energie eV) (%)
0,
Anti-epileptic Carbamazepine'/Carbamazepine D8 Sigma-Aldrich 2>9998(;"//0/ + 237.1022 10  194.0962 20  9.30 10 30 5 10 112+15
— . 0
Codeine'/Codeine D6 Sigma-Aldrich 99.9%/99.2% + 300.1594 20  243.1010 20 4.75 5 10 2 10 5343
- )
C%‘(;gfr‘l‘e‘eég%])gfi‘;ﬁ‘r‘éﬁ‘i‘é‘;"])g Sigma-Aldrich/LGC  >99.9%/99% + 4761915 20 300.1587 20 453 30 50 5 10 9249
Ibuprofen'/Ibuprofen D3 Sigma-Aldrich >98.0% - 159.1170 10 205.1234 10 11.31 10 20 25 50 90+15
ff“:]"ges'” :‘““' 1-hydroxy-ibuprofen’/Ibuprofen D3~ LGC/Sigma-Aldrich  99.3%/ >98.0% - 157.1010 10 221.1183 10 6.80 10 20 10 25 94+9
milammator
and their Y carboxy-ibuprofen’/Ibuprofen D3 Sigma-Aldrich 99.4%/ >98.0% - 191.1070 10 235.0975 10  1.78 10 50 2 10 98+6
metabolites Santa Cruz
Ketoprofen'/Oxazepam D35 Biotechnology/ >99%/99.4 % - 197.0600 10  253.0870 10  8.83 10 20 5 10 92+17
Sigma-Aldrich
Diclofenac'/Diclofenac D4 LGC 99.5%/98% - 250.0190 10  252.0160 10 10.72 10 20 10 15 80+15
Acetaminophen'/Acetaminophen D4 Sigma-Aldrich >99.9%/99.8% - 150.0560 10 107.0360 20 2.96 10 20 5 10 88+12
S . Ofloxacin'/Ofloxacin D3 LGC 99.7%1/98.5% + 362.1511 10 318.1604 20 5.96 5 10 5 10 57+7
Antibiotics/anti- Sulfamethoxazole'/
infective Sulfamethoxazole D4 LGC 99.8%/99.5% - 156.0120 20  252.0448 10 7.17 5 10 2 5 56+8
Diazepam'/Diazepam D5 LGC 99.9%/99.5% + 285.0789 20 257.0836 20 11.29 5 10 5 10 106+15
Benzodiazepine Oxazepam'*/Oxazepam D5 LGC/Sigma-Aldrich 99.9%/99.4 % - 285.0436 10  257.0480 10  9.87 5 10 2 10 83421
d thei ide?
e &’:‘;‘;};ﬁqg‘f}l‘g‘;‘;‘&i% S LGC 99%/98.2% + 2870578 20 463.0903 10 828 30 50 5 10 10345
Lorazepam'/Oxazepam D5 LGC/Sigma-Aldrich 99.9%/99.4 % - 283.0280 10  319.0050 10 10.05 3 10 5 10 85+23
Antidepressant Venlafaxine'/Venlafaxine D6 Sigma-Aldrich/LGC ~ >98.5%/98.7% + 278.2114 10  260.2003 10  7.45 5 10 5 10 95+8
Lipid lowering Pravastatin'/Ibuprofen D3 LGC/Sigma-Aldrich  98.9%/>98.0% - 423.2388 10 321.1710 20 7.87 10 20 10 25 3242
and their
metabolites Fenofibric acid’/Acetaminophen D4 Sigma-Aldrich >98.0%/99.8% 231.0210 20 233.0180 20 8.20 10 20 2 5 87+14
Beta-blockers Atenolol'/Atenolol D7 LGC/Sigma-Aldrich 99.3%/>95% + 267.1703 10 190.0861 20 3.42 5 10 <2 5 10245
Propanolol'/Atenolol D7 LGC/Sigma-Aldrich 99.9%/>95% + 260.1645 10 183.0801 20 8.54 5 10 25 75 99+38
- —
?;‘ﬁ;fﬁ;’;%%“;ﬁiﬁ‘;ﬁS‘edf)é Sigma-Aldrich/LGC ~ 99.2%/99% + 6443429 20 4683099 20 7.38 30 50 10 10 91415
Opiate 5
substitutes and Norbuprenorphine / Sigma-Aldrich 99.1%/99.7% + 4142639 20 4142639 10 7.52 50 100 10 50 82+41
their metabolites Norbuprenorphine D3
PO 3
Norbuprenorphine glucuronide’/ Sigma-Aldrich 98.2%/99% + 590.2960 20 4142632 20  5.60 30 50 5 15 8542

Codeine 6pD glucuronide D3

"correspond to parent compounds; “correspond to metabolites; Absolute Recovery® calulated without correction by internal standard.
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11.2.2.3. Quality assurance/quality control

The linearity of the method was estimated in both solvent and matrix (using ultrapure water), with a blank
test and calibration curves (6 levels) spiked with from 2 to 200 ng/L of the compounds including a fixed
amount of internal standard. Absolutes recoveries, matrix effects and repeatability of the method were
evaluated by spiking ultrapure water with 100 ng/L of all compounds (n=5). The LOD and LOQ of each
analyte were determined as the concentration resulting in a signal to noise ratio of 3 and 10 respectively.
Before each analysis and during the sequence, a standard mixture (100 ng/L including internal standards) of

the molecules of interest and a blank mobile phase were analyzed to check the LC-MS/MS performance.
lll. Results and discussion

lll.1. Characterization of the sub-watersheds

1ll.1.1. Hydro geomorphological characterization

Differences in hydro geomorphology (Supplementary Material), land use (Fig. 1) and anthropic pressures

were observed between peri-urban and urban sub-watersheds.

The steepest basin slopes (11-21%) and lowest flow velocity (0.1-0.4 m/s) were measured in the peri-urban
sub-watersheds. PU1 and PU2 had the highest basin slopes (21% and 14% respectively) and the highest
related hydrologic response times (5-10 hours). The north-western peri-urban part of the study area has
steep slopes but relatively natural river banks and meandering rivers. The peri-urban sub-watersheds are
mostly covered by woodland (9-72%), 21-31% croplands and 2-53% built-up area. Between 1992 and 2015,
built-up areas increased by 29% at PU4 and by 10% at PU5 (ESA-CCI data). The urban area only extends to
the south-east because of the natural barrier formed by the relief in the north-western part of the basin that

limits urbanization (Dauvergne, 2011).

In contrast, although the basin slope of the urban sub-watersheds ranges between only 11% and 13%, these
watersheds have the highest flow velocity (0.2-0.8 m/s) and relatively short hydrological response (<5-10 h).
Urban sub-watersheds comprise 27-88% of built-up area and 6-24% of croplands. In particular, U1, U2 and
U5 have more than 70% of impervious (built-up) area (ESA-CCI 2016) (Fig. 1). The urban area crossed by
the Mfoundi River is currently channeled with artificial river banks to reduce recurrent floods in downtown
Yaoundé; this increased urban river flow velocities and reduced the extent of wetlands in the south of the
Méfou basin (Moffo et al., 2011). Assuming the building density in Open Street Map 2017 data reflects
population density, the upper Mfoundi watershed is under the highest anthropic pressure with high building
density in particular at U5 (1,551 buildings/km?), U2 (1,087 buildings/km?) and U1 (1,079 buildings/km?) (Fig.
3). The city dynamics could emphasize urbanization in the study area. Indeed, according to ESA-CCI data,
built up area increased from 21% to 27% while forested land decreased from 19% to 15% from 1992 to
2015.

Urban areas are subject to anthropic pressure. In particular, reports in the literature state that there are only
four waste water treatment plants (WWTP) in Yaoundé for almost two millions inhabitants. The type of
WWTP treatments are activated sludges, lagoon system, sand filtration or macrophyte-based waste water
treatment system. According to Naah (2013), the capacity of the WWTP were comprised between 650 and
30,000 population equivalent but the truly functioning WWTP were covering around 6,300 population

equivalent in total which represent 0,3% of Yaoundé population. Consequently most untreated domestic
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Figure3: Map showing building density in the Mfoundi sub-watersheds (Open Street Map 2017, ESA-CCI 2015)
No Open Street Map data were available for the peri-urban sub-watersheds shown in grey on the map, which consequently only provides data for the urban Mfoundi

basin sub-watersheds delimited in Fig. 1.
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wastewater is released into the surface waters of the upper Méfou basin (Kenmogne et al., 2010; Wethé et
al., 2003). Microbiological analyses revealed fecal contamination of all urban streams (Djuikom et al., 2008,
2006). In Yaoundé, landfills are constituted by the unemerous and sometimes ephemeral waste heaps
distributed in all the urban area. These waste heaps are mostly constituted by domestic solid waste that has
been reported as an additional pharmaceutical contamination source adding to domestic wastewater (Bu et
al., 2016; Peake et al., 2015).

The Méfou watershed is also subject to anthropic pressure due to urbanization, mostly in the Mfoundi sub-
watershed (U1-U5). Urbanization accentuates the natural tendency of the relief to favor rainfall-runoff events
because it increases the extent of impervious land surface (Moffo et al., 2011). It may also accelerate
upstream to downstream water flow by channeling the streams in the urban area. Runoff could also be at the
origin of the drainage of contaminants, i.e. pharmaceuticals, pesticides, bacteria, adsorbed on urban
surfaces (Blanchoud et al., 2007; Wilkinson et al., 2017).

The natural features (elevation, slope, hydro-geomorphology) favor rainfall-runoff processes in particular in
the north-western part of the peri-urban area (PU1 and PU2). The combination of these hydrological
features, the lack of sanitation and the continuous increase in built up areas raises concerns about sources
of contamination in particular sources of pollutants including pharmaceuticals in wastewaters and landfills

that can reach surface waters.
lll.1.2. Wastewater management and groundwater characterization

Disparities were observed in housing quality, water use and wastewater management around the urban
water sampling sites during the interviews on water use. At U1, U2 and U5, 43-47% of the respondents lived
in low quality housing; in particular at U4, where the proportion increased to 67%. On the other hand at U3,
only 18% of respondents lived in low quality housing, and 36% and 27% lived in medium and high quality
housing, respectively. Low quality housing implies no proper infrastructure enabling access to water and
sanitation (OMS and ONU-Habitat, 2010).

Considering the water use survey as a whole, pit latrines were reported as the main type of sanitation (36-
79% of households). Again U3 stood out as 55% of the respondents reported using a WC (toilets with water
flush) and only 36% pit-latrines. The population survey showed that 80% of the households throw out their
wastewater in their immediate surroundings (into drains, rivers and yards). A total of 71% of the respondents
in the water use survey said they throw away drugs whose use-by-date has expired into landfills and 11%
into pit latrines because no system for recycling of expired drugs exists in Cameroon like the Cyclamed

network in France, for example.

The U4 survey site was also where drinking water shortages were the most frequent (67%) followed by U2
with 64% of households concerned. At U3, only 18% of the respondents reported drinking water shortages.
The most regularly flooded homes were located in U2, with 82% of the respondents affected. Around the
sampling points, 68% of the all respondents reported they used groundwater for drinking (45% boreholes,
13% wells, 10% springs); 78% that they used groundwater for domestic purposes including cooking and
washing clothes (12% boreholes, 65% wells, 1% springs); and 79% for bathing, personal hygiene, etc. (14%
boreholes, 62% wells, 3% springs). Differences were observed in the urban area in the sources of
groundwater used for drinking water. In particular in the U4 district, 100% of the respondents reported they
relied on groundwater for drinking, 43% from boreholes and 57% from wells. In the U3 district, a very high
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proportion (91%) of the respondents reported they used boreholes for drinking water. Water is treated if the
groundwater comes from a well in 70% of the households surveyed; whereas drinking water from boreholes
and springs is less frequently treated (43% and 24%, respectively). Information concerning the type of
treatment was difficult to obtain, but 14% of the respondents said they used filtration and 8% bleach to

eliminate bacteria or other pollutants.

The well at U4 (U4-W1) was typical of wells in Yaoundé. In particular, this well can be qualified as “partially
equipped” because the safety slab is cracked and a latrine is present at a distance of less than 5 meters
from the well. In contrast, boreholes are generally “well equipped” because they are completely concreted
and access is restricted. Springs that emerge from rocks are poorly equipped; only a platform is installed to
allow water collection. The immediate surroundings of groundwater supply points are crucial to limit
contamination from pollutants from the soil through runoff or infiltration. It is usually recommended that a
protected area is established around wells (i.e. at least ten meters from a latrine and a soil thickness of at
least four meters between the bottom of the latrine and the aquifer) (Tabué Youmbi et al., 2009). This is not
always the case in Yaoundé in particular in unplanned districts (INS and BGR, 2013; Kringel et al., 2016;
Takounjou et al., 2009; Youmbi et al., 2013).

These observations are in agreement with observations made in a previous study of the nitrogen and
phosphorus mass balance in Yaoundé groundwater (Kringel et al., 2016). First, these authors also reported
that waste management based on pit latrines and septic tanks increases the likelihood of groundwater
contamination by wastewater. They provided evidence that the amount of wastewater could recharge the
aquifer leading to an “anthropic groundwater type”. At certain locations, wastewater can infiltrate the porous
ferralsol aquifer. The authors argued that wastewater can determine groundwater quality. Their study
confirmed that the management of wastewater we identified around our sampling points is widespread in
Yaoundé and that, in general, the aquifers of the urban sub-watersheds are likely to receive contaminants
from human excreta i.e. fecal bacteria and possibly also pharmaceuticals. The widespread use of

groundwater accentuates the importance of monitoring groundwater.

11l.2. Pharmaceutical contamination of surface and groundwater and related issues

1l.2.1. Pharmaceutical detection and quantification

Some pharmaceuticals are widely used as markers of wastewater inputs, for example carbamazepine for
surface waters (Pongmala et al., 2015); sulfamethoxazole, sulfanilamide and carbamazepine for
groundwater, as in the study case of Varanasi in India (Lapworth et al., 2018); atenolol, carbamazepine and

diclofenac in different catchments in Switzerland (Epting et al., 2018).

In this study, among the 23 molecules of interest, eight pharmaceuticals belonging to four therapeutic
classes (anti-epileptics, NSAIDs/analgesics, antibiotics/anti-infective and beta-blockers) were detected at
least twice across all samples (Table 3). Pharmaceuticals belonging to benzodiazepines, antidepressants,
lipid-lowering drugs and opiate substitutes were not detected either in groundwater or in samples of surface

water.

The antiepileptic carbamazepine and the analgesic acetaminophen were the most frequently detected and
quantified compounds in surface waters (Fig. 4). Carbamazepine was detected and quantified in up to 100%

of water samples. Acetaminophen was also detected in up to 100% and was quantified in up to 85%.
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Ofloxacin Sulfamethoxazole Carbamazepine Atenolol Acetaminophen Codeine Diclofenac Ibuprofen
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Antibiotics Anti-epileptics Beta-blockers NSAIDs/analgesics
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Figure 4: Detection and quantification frequencies of pharmaceutical compounds in surface water and groundwater in urban areas (U1 to U5) during the
sampling campaign in March/April 2018 in the upper Méfou watershed
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Carbamazepine is usually taken as a continuous treatment for epilepsy and trigeminal neuralgia. Once
discharged into wastewaters and/or in effluents from WWTP from which it is poorly removed (<10%) (Hai et
al.,, 2018) by conventional treatment it is relatively persistent and widespread in the aquatic environment
(Andreozzi et al., 2002; Hai et al., 2018). In the surface waters of Yaoundé and due to the almost total
absence of sanitation, carbamazepine remains a relevant anthropogenic tracer. Acetaminophen belongs to
the therapeutic class of NSAIDs which is the most widely consumed class of drugs in the world. They are
easy to acquire and are included in the formulation of several medical drugs combined with other active
ingredients, which may partly explain their wide occurrence in water (He et al., 2017) and consequently the

presence of acetaminophen in the water samples.

Differences in pharmaceutical occurrence were observed between peri-urban and urban sub-watersheds in

addition to differences in the type of water (surface and groundwater) (Table 2 and Fig. 4).

Among the targeted compounds, the NSAID/analgesic codeine, the antibiotic ofloxacin and the beta-blocker
atenolol were detected and quantified in surface waters in the urban area but not in the surface waters in the
peri-urban area. All the compounds detected in the peri-urban surface waters were also found in the urban
surface waters. The fewest molecules were detected and quantified in the subwatershed PU2 (at the

Camwater treatment station).

Carbamazepine was detected and quantified in 100% of the water samples in the urban area and in 75% of
the water samples in the peri-urban areas. Acetaminophen was detected in 100% of the samples in both the
urban and the peri-urban areas but was more frequently quantified in the urban area (85%) than in the peri-
urban area (75%). Ibuprofen and diclofenac followed the same trend with up to 95% and 75% of detection
frequency in the urban area and up to 55% and 45% of quantification frequencies, respectively. In the peri-
urban area, their detection frequencies were 75% but diclofenac was quantified more (75%) than ibuprofen
(50%). The anti-infective sulfamethoxazole differed, it was more often quantified in the peri-urban area (50%)

than in the urban area (6%).
111.2.2. Pharmaceutical concentrations

In terms of surface water contamination levels, urban sub-watersheds (U1 to U5) were more polluted with
pharmaceuticals (range < 2 to 5,660 ng/L) than peri-urban sub-watersheds (PU1 to PU5) (range < 2 to 367
ng/L).

The highest concentrations of NSAIDs/analgesics acetaminophen, diclofenac, ibuprofen were measured in
urban areas, with median concentrations of 24-2,994 ng/L, <10-318 ng/L and 25-259 ng/L, respectively. The
highest concentrations were measured at the U1 sub-watershed, with a peak concentration of
acetaminophen of 5,660 ng/L. Peak concentrations of ibuprofen were 516 ng/L at U2 and for diclofenac 419
ng/L at U1. Although it was detected in all the samples, carbamazepine was quantified between 73 ng/L and

163 ng/L (median concentrations) with the highest concentration (193 ng/L) measured at U5.

In contrast to urban sub-watersheds, lower concentrations were measured in the peri-urban sub-watersheds.
Codeine and acetaminophen were the only two molecules detected at PU2 (Camwater treatment station),
both in the raw and in the treated surface water resource of the Méfou River. The maximum measured
concentrations in PU3 sub-watershed were 72 ng/L of ibuprofen, 30 ng/L of diclofenac, 15 ng/L of
carbamazepine and 14 ng/L of acetaminophen. The highest concentrations were measured at PU4 with

median concentrations of ibuprofen, diclofenac and sulfamethoxazole of 224 ng/L, 166 ng/L and 120 ng/L,
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Table 3: Minimum, maximum and median concentrations (ng/L) of the pharmaceutical compounds detected in surface water and groundwater according

to the area

SURFACE WATER ng/L

Peri-urban area

Phammaceuticals  PU3-Ossongoé PU2 — Upstream Camwater PU2 —Downstream Camwater PUA4 - Cil palm PUS3 —MNsimalen

Min Max Median N Min Max Median N Min Max  Median N Min Max Median N Mm  Max Median N
Anti-epileptic
Carbamazepine 13 17 13 4 <5 <3 <3 2 <3 <5 <35 2 45 82 39 4 27 46 35 4
NSATDs/analgesics
Codeine <2 <10 <2 1 <2 <2 <2 2 <2 <2 <2 2 <2 <2 <2 4 <2 <10 =2 4
Ibuprofen 71 74 72 4 <23 Q25 <25 2 <23 <23 <25 2 100 367 224 B <23 <25 <125 4
Diclofenac 29 3l 30 4 <10 <10 <10 2 <10 <lo0 <10 2 121 212 166 4 39 63 62 4
Acetaminophen <10 23 14 4 =5 =5 <3 2 =35 <3 <5 2 30 62 33 4 <10 12 11 4
Antibiotics 2 2
Sulfamethoxazole <=2 <2 <2 4 <2 <2 <2 2 <2 =2 <2 2 115 124 120 4 35 104 58 4
Beta-hlockers 2 2
Atenolol <2 <3 <2 4 <1 <2 =2 2 <2 <2 <2 2 <2 <3 <2 B <2 <2 <2 4
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Table 3. (continued)

SURFACE WATERS
Urban area ng/L

Phanmaceuticals U1 - Merchandise station U2 - Sofayine U4 — Upstream Melen U4 — Downstream helen U5 - Biveme-Assi

Mmn Max DMedan N Min Max Median N Min Max  Median N Min Max Median N Min Max Median N
Anti-epileptic
Carbamazepine 21 136 109 6 417 95 73 6 63 102 74 6 62 00 o1 6 39 193 163 6
NSAIDs/analgesics
Codeme <10 14 12 6 <10 17 13 6 <10 12 <10 6 <10 <10 <10 6 <10 14 <10 6
Tbuprofen <30 <30 <50 6 <50 516 <50 6 70 383 190 6 86 414 239 6 <50 198 <50 &
Diclofenac 189 419 318 6 <15 215 156 6 <10 <10 <10 6 <10 267 228 6 <10 76 <15 [
Acetaminophen 1728 5660 2993 @ 36 1614 133 6 <10 366 24 [ <10 671 102 [ 25 613 29 [
Antibiotics
Ofloxacin 21 9 25 6 <5 <5 <3 6 <5 <3 <5 6 <5 <5 <5 6 =3 =3 <3 6
Sulfamethoxazole <2 <2 <2 6 <2 <2 <2 ] =R <2 <2 6 =2 <2 <2 3 20 111 96 &
Beta-blockers
Atenolol <5 7 <5 6 <5 9 <3 8 =2 16 =3 6 <3 <5 =3 6 =3 12 7 &
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Table 3. (continued)

GROUNDWATER

Urhan area ng’L

Pharmaceuticals ~ Ul-S1Merchandise station U4-W1 Melen U4-W2 Melen Us-B1 Biveme-Asst US-B2 Biveme:-Asst US-W1 Biveme-Asst

Min Max Median N |Mm  Max Medtan N [ Mm  Max Median N | M  Max Median N |Mim  Max Median N |Mm Max DMedim N
Anti-epileptic
Carbamazepine <5 <3 <5 2 | =25 <5 <3 2| 263 333 209 2| =5 <5 <5 2 | <5 <3 <5 2 | <5 «5 <3 2
NSATDs/analgesics
Ibuprofen <25 <25 <25 2 | 265 276 27 2 | =25 <23 25 2 |14l 134 147 2 |<2y €25 <25 2 | <25 €25 <) 2
Diclofenac =10 =10 <10 2 |<l0 <10 <10 2 | 476 318 487 2]=<10 <10 =10 2 |<10 <10 =10 2 | <10 =10 <10 2
Acetaminophen <5 <5 <5 2 | =<5 <5 <3 2| 1o 111 110 2 | =5 <5 <5 2 | <5 <5 <5 2. | =8 £3 <5 2
Antibiotics
Sulfamethoxazole 69 73 71 2 | =2 <2 <2 2 | 899 1285 1092 2 |<2 =2 <2 2 312 390 351 2 |16 134 125 2
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respectively. At PU5, median concentrations at Nsimalen were 11 ng/L, 35 ng/L, 58 ng/L and 62 ng/L

respectively for acetaminophen, carbamazepine, sulfamethoxazole and diclofenac.

At this stage, we can confidently affirm that the surface waters of Yaoundé are contaminated by
relatively higher levels of pharmaceuticals in urban wastewaters than in the peri-urban area whose
surface waters may be under less anthropic pressure (Fig.1 and Fig. 3). The results of this monitoring
campaign can be put in parallel with building density (Fig. 3). The highest measured concentrations
and peak contaminations were evidenced in particular in U1 (highest global pharmaceutical
concentrations), U2 (diclofenac peak concentration) and U5 (carbamazepine peak concentration)
which are the sub-watersheds with the highest building density (861, 1087 and 1551 buildings/km2
respectively). This situation is in agreement with anthropic pressures from domestic wastewaters and
adds supplementary information on these “pollution hotspots” previously identified in Yaoundé
(Branchet et al., 2018).

In the PU4 sub-watershed; the environment is wetlands and oil palm plantations, however it drains the
whole urban Mfoundi watershed, explaining why at this peri-urban point, measured concentrations
were higher than in PU2, PU3 and PU5. The PU5 sub-watershed receives waters both from the peri-
urban area and from the urban area because it is at the downstream confluence of the upper Méfou
River and of the Mfoundi River. We expected pharmaceutical concentrations to be higher than in PU2
and PU3 because of the discharge of the urban contamination into the Méfou River as previously
reported (Branchet et al., 2018). However concentrations were the same as in PU3 for example, which

may be explained by dilution.

In contrast to the peri-urban sub-watersheds, the U1, U4 and U5 urban sub-watersheds were affected
by groundwater contamination. The highest concentrations were of diclofenac and sulfamethoxazole,
with concentrations ranging from 476 to 518 ng/L and 69 to 1285 ng/L, respectively. The most polluted
sub-watershed was U4 due to contamination of the U4-W2 well with carbamazepine (up to 335 ng/L),
the diclofenac (up to 518 ng/L) and acetaminophen (up to 111 ng/L) followed by sulfamethoxazole (up
to 1,285 ng/L). Concentrations of ibuprofen of up to 154 ng/L were quantified in the U5-B1 borehole.
Up to 390 ng/L of sulfamethoxazole was measured in the U5-B2 borehole and up to 134 ng/L in the

U5-W1 well. A spring in U1 was contaminated by between 69 and 73 ng/L of sulfamethoxazole.
ll.2.3. Questions concerning the fate of pharmaceuticals in the Méfou hydrosystem

Variations in the contamination profiles of surface and groundwater sampling sites raising questions
about (i) the mobility of these compounds and (ii) interactions between surface and groundwater in the

Méfou hydrosystem.

No relation were found between physico-chemical properties (log Kow and Koc) (Supplementary
Material) of the quantified compounds and their occurrence and concentration trends in surface and
groundwater. Then, acetaminophen and sulfamethoxazole displayed opposite behaviours. Median
acetaminophen concentrations ranged 5 -5,660 ng/L in surface waters whereas the compound was
quantified only once in groundwater at a concentration of 110 ng/L. Conversely, sulfamethoxazole
concentrations were lower in surface waters (median concentration range < 2 to 120 ng/L) than in

groundwater (median concentration range: < 2 to 1,092 ng/L). It has been shown that
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sulfamethoxazole is a highly mobile compound in surface waters, soils and groundwater. Physico-
chemical soil properties (pH, composition) might also affect its fate (Archundia Peralta 2016)

suggesting the need for deeper studies on the local environment to understand its occurrence.

Interactions between surface and groundwater depend on local features (geology, climatic conditions,
pedology, etc. and the scale of observation). At the local scale, surface water can recharge
groundwater and allow the mixing of the waters at the subsurface thanks to geomorphological and
hydrodynamic features. Also the variability of the hydrological conditions over time (turbulent flow, high
rainfall, flood, etc.) affect the interactions and flow dynamics between surface water and groundwater.
Consequently they remain highly variable and relatively complex (Epting et al., 2018; McLachlan et al.,
2017; Vu et al., 2018).

The effect of human activities, in particular pumping groundwater for drinking water, can modify the
flow dynamics and cause a reversal in fluxes from groundwater to surface waters or increase vertical
migration of contaminants (Lapworth et al., 2018; Vu et al., 2018). Some contaminants including
pharmaceuticals can be used as tracers to better define these interactions (Epting et al., 2018). For
example, in a case study of the city of Varanasi in India, the concentrations of sulfamethoxazole in the
groundwater mirrored those in the surface waters, but were lower and depended on the origin and
depth of the groundwater (Lapworth et al., 2018). The vulnerability of the groundwater was underlined.
In particular, the authors reported that long-term intensive pumping increased the hydraulic gradient
thereby enabling the contaminants to reach deeper aquifers. Pumping also controls the nature of

groundwater recharge.

Thus, like in Yaoundé, the increase in groundwater withdrawal through wells and boreholes and the
potential for groundwater vulnerability were evidenced. Pharmaceutical concentrations measured in
the present study, in particular those of acetaminophen and sulfamethoxazole, add a novel issue
concerning surface and groundwater relations as a component of this vulnerability. The need for
further study and, for example, the use of modeling (Takounjou et al., 2009) could help explain how

the aquifers are recharged by wastewater and local issues related to groundwater contamination.
ll.3. Comparison with the international context and local issues

Before the present study, sub-Saharan water bodies in nine therapeutic classes (NSAIDs/analgesics,
antibiotics, beta-blockers, lipid-lowering drugs, antiretroviral drugs, antimalarial drugs, anti-epileptics,
benzodiazepines and vascular dilatation drugs) were monitored in five different countries (most
frequently in South-Africa followed by Ghana, Kenya, Mozambique and Nigeria) starting in 2012
(Ebele et al., 2017; Madikizela et al., 2017). The global contamination profile for the common
monitored therapeutic classes is similar in previous studies and in the upper Méfou basin, with the
predominance of the NSAIDs/analgesics (acetaminophen, codeine, diclofenac, ibuprofen), the anti-
epileptic carbamazepine then antibiotics/ anti-infective (ofloxacin, sulfamethoxazole,). Concentration
ranges in the present study were slightly lower than those measured in other African surface waters
(Madikizela et al., 2017). For example, NSAIDs ranged from a few micrograms per liter to more than
100 pg/L in Kenya (K'oreje et al.,, 2016) whereas carbamazepine reached 500 ng/L in South Africa

(Matongo et al., 2015). However concentrations varied considerably with the local context. Only two
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studies in Sub-Saharan Africa provide pharmaceutical contamination of groundwater from wells. In
Nigeria acetaminophen was measured in the range of 102 ng/L to 18 420 ng/L in wells and diclofenac
concentrations ranged 118-13,480 ng/L (Olatunde et al., 2014). In Kenya pharmaceutical
concentrations from antibiotics, antiretroviral, NSAIDs and antipsychotic were comprised between 5

ng/L and 1,600 ng/L in wells.

As sources, the local context and drug management and consumption differ among monitored areas,
so it is very hard to compare the presence of pharmaceuticals in water bodies in different countries or
regions (Jjemba, 2008). It is also risky to link patterns of contamination in rivers to drug consumption
because of the spatial scale (local, national) and the season, and the mode of consumption of a drug
(i.e. for chronic or infectious diseases) (Thiebault et al., 2017). In Cameroon, the problem is
exacerbated by the existence of an informal drug sector (Angbo-Effi et al., 2011; Mendo et al., 2015):
the high costs of public health institutions (hospitals, clinics) mean that the poorest population have
limited access to health care (Commeyras et al., 2006; OMS and ONU-Habitat, 2010). Consequently,
71% of the population of Yaoundé resort to informal health care units (Geest, 2017) as their main
solution or as a complement to the formal pharmaceutical sector and only 30% of formally prescribed
drugs are actually taken by the patients (Commeyras et al., 2006). The informal drug sector provides
less expensive drugs, but the drugs are of lower quality (concentrations of active substance are
uncertain, the types of active substance are uncertain, false drugs, etc.) making an assessment of
Cameroonian drug consumption very difficult. However the survey by Commeyras et al. (2006) listed
acetaminophen as the most widely prescribed and consumed drug in Yaoundé. This survey and
reports in the literature suggest that a cocktail of pharmaceutical compounds are possibly present in-
stream, in line with results of monitoring of other sub-Saharan water bodies (Ebele et al., 2017;
Madikizela et al., 2017).

« Down-the-drain » modeling approaches are widely used (e.g., LF2000-WQZ (Williams et al., 2009),
GRETER-ER (Archundia et al., 2018), STREAM-UE (Lindim et al., 2017), etc.) to predict in stream
pharmaceutical concentrations according to the hydrologics, the hydraulics, the consumption patterns
and WWTP effluents. However, limited in the specific context of sub-Saharan urban centers, the use
of a modeling approach would be limited because, added to the difficult assessment of pharmaceutical
consumption, the absence of sanitation makes it hard to include effluents from WWTP in the model.
Models would need to be adapted to predict concentrations in water, and to assess environmental

risks and health impacts.

High urbanization pressures have environmental impacts (Carvalho et al., 2014; Kotyza et al., 2010),
by increasing population vulnerability and related health risks (Dos Santos et al., 2017; Gracia-Lor et
al., 2017; Whitehead and Dahigren, 1991). Living conditions are considered as environmental
determinants of health (Whitehead and Dahigren, 1991). The quality of housing, access to drinkable
water and sanitation along with educational level can increase health inequalities among urban
populations (OMS and ONU-Habitat, 2010). Our water use survey partly emphasized these
inequalities through living conditions and the links between groundwater contamination and use in the

urban area raises questions about population exposure and potential health risks in Yaoundé.
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Groundwater in three urban sub-watersheds (U1, U4 and U5) was found to be contaminated by
pharmaceuticals belonging to the anti-epileptic, antibiotic and NSAID therapeutic classes (Table 2).
Yet in these areas, the survey population reported using groundwater sources in particular for drinking
water purposes. In U1, 47% of the respondents rely on springs, and the spring we sampled was found
to contain sulfamethoxazole. In U4, only 8% of the households reported using wells for drinking water,
but the wells were contaminated by carbamazepine, ibuprofen, diclofenac and acetaminophen. In U5,
43% of the households used boreholes for drinking water and the one we sampled was found to be
contaminated by ibuprofen. Even if health risks due to the presence of pharmaceuticals in drinking
water have not been not evidenced so far, these results suggest that in some areas, the population is

exposed to these compounds.
IV. Conclusion

The aim of the present study was to provide baseline information and to identify patterns of
pharmaceutical contamination of surface and groundwater resources in a sub-Saharan capital city

according to land use, hydro-geomorphological and water use features.

The targeted compounds were suitable tracers to demonstrate that pit-latrines, landfills, the increase
in built-up areas and urban planning all put heavy pressure on urban streams in Yaoundé and have an
impact on water resources destined for human consumption. Both surface and groundwater were
contaminated by pharmaceuticals and the levels of contamination correspond to those reported in
previous studies in sub-Saharan water bodies with peak pollutions of NSAIDs and homogeneous
contamination by the anti-epileptic carbamazepine. The contamination is diffuse and persistent.
Groundwater is contaminated at some urban locations in particular by NSAIDs, tackling the issue of
the fate of pharmaceuticals in the hydrosystem. Groundwater contamination makes populations highly
vulnerable because they rely on this water supply as an alternative to a formal tap water network and
to compensate for the lack of infrastructure in the capital city of Cameroon. As the city dynamics favor
an increase in pressures on water resources, Yaoundé needs to adapt water uses, and public

authorities need to protect water resources, the health of the inhabitants and the environment.
The following are the supplementary data related to this article.

SM1. Physicochemical properties of the compounds detected at the sampling sites.

Quantified Therapeutical log Solubility at 25°C
pharmaceutical class Kow Koc (mg/L)
Ofloxacin Antibiotics -0.39 44 28
Sulfamethoxazole Antibiotics 0.89 72 610
Carbamazepine Anti-epileptics 2.45 510 35
Atenolol Beta-blockers 0.16 67 13,300
Acetaminophen NSAIDs/analgesics 0.46 21 14
Codeine NSAIDs/analgesics 1.19 700 9,000
Diclofenac NSAIDs/analgesics | 4.51 245 2
Ibuprofen NSAIDs/analgesics 3.97 3,400 21
Source: Pubchem https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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SM 2. Physicochemical properties of field samples

In situ measurements: YSI Professional Plus multi-parameter probe

Sampling Sampling Temperature . . o
site Water type date pH ) Conductivity (uS/cm2) | Dissolved oxygen (%)
U2 surface 27/02/2018 7.52 255 346.5 NA
water
U4-Do Surface 27/02/2018 7.17 2.8 216.0 NA
water
us Surface 27/02/2018 7.70 23.4 273.8 NA
water
Surf
pU3 urtace 1 92/03/2018  6.90 22 24.3 84.1
water
surf
PU4 urtace 1 92/03/2018  NA NA NA NA
water
PUS surface 02/03/2018 NA NA NA NA
water
U1 Surface 02/03/2018 6.99 23.6 328.6 30.2
water
U4-Up surface | ) /032018 7.30 25 236.0 35
water
Us-W1 well 07/03/2018 5.70 25.6 270.0 255
Us-W2 well 07/03/2018 6.30 24.6 517.0 13.0
U2-81 Borehole | 08/03/2018 6.33 24.9 382 65.4
U1-s1 Source 09/03/2018 5.94 24.8 932 37.4
PU1-B1 Borehole | 12/03/2018 5.50 24.2 36.9 54.0
U5-B1 Borehole | 12/03/2018 6.63 243 214.1 41.7
U5-B2 Borehole | 12/03/2018 6.14 26.1 105.6 39.1
US-W1 well 12/03/2018 6.73 28.2 56.7 74.6
U3-B1 Borehole | 13/03/2018 6.42 23.9 159.8 40.0
FO1-NSI Borehole | 14/03/2018 6.00 25.4 482 58.5
PU4-B1 Borehole | 14/03/2018 6.20 25.1 65.4 55.1
PUS-B1 Borehole | 14/03/2018 6.00 25.4 482 58.5
U1 surface 19/03/2018 7.49 25.8 300.0 9.3
water
U2 Surface 19/03/2018 8.05 295 354.5 66.4
water
surf
U4-Do urtace 1 19/03/2018  6.90 23.0 201.0 25
water
Surf
U4-Up urtace 1 19/03/2018 6.85 233 2327 13.1
water
us Surface 19/03/2018 7.12 24.5 297.5 7.2
water
PU3 surface 21/03/2018 6.83 23.3 40.5 120
water
PU4 Surface 21/03/2018 7.49 24.8 267.9 213
water
PUS Surface 21/03/2018 7.12 24.5 175.7 284
water
u1 surface | c/03/2018 7.68 24.8 316.3 120
water
Surf
U2 urtace 1 56/03/2018  8.03 26.6 3215 315
water
U4-Do Surface 26/03/2018 7.50 229 251.8 6.2
water
U4-Up surface 26/03/2018 7.16 23.2 253.5 130
water

116



Continuation SM2. Physicochemical properties of field samples

Sampling Sampling Temperature . . o
site Water type date pH ) Conductivity (1S/cm2) | Dissolved oxygen (%)
us surface | ¢ /03/2018  7.50 24.0 343.2 8.7
water
PU2-Up Raw water 28/03/2018 7.90 25.9 344 24.3
PU2-Do Treated | 0 032018 7.82 263 64.7 25.8
water
SM 3. Information on hydrology and hydrogeomorphology of the sites.
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Chapitre 4: Caractérisation du
meétabolisme de la venlafaxine chez la
moule (Mytilus Galloprovincialis)

125



Ce chapitre a été rédige sous la forme d'un article scientifique.

1. Metabolism of Venlafaxine in the Mediterranean Mussel (Mytilus
Galloprovincialis): Combinations of Targeted and Non-Targeted Approaches

1.1 Contexte

Les résidus de médicaments constamment déversés dans les milieux aquatiques générent une
exposition chronique dans les écosystémes récepteurs. Ces composés biologiquement actifs sont
susceptibles de se bioaccumuler et de se métaboliser dans les organismes aquatiques. Cela pose la
question de leurs effets sur ces organismes non cibles. La plupart des travaux scientifiques
disponibles ont identifié et quantifié I'accumulation de ces composés dans les organismes d'eau
douce. Quelques travaux ont mis en évidence l'accumulation de molécules meéres et de leurs
métabolites dans les tissus des organismes marins, notamment les moules. Cependant, peu d’études
permettent de déterminer si l'origine de ces composés est le résultat d’'une absorption directe ou du
métabolisme de la moule. Dans ce contexte, la caractérisation du métabolisme des résidus
pharmaceutiques tels que la venlafaxine, un antidépresseur largement détecté en milieu aquatique,

chez la moule méditerranéenne prend tout son sens.

1.2 Objectif et principaux résultats

L'objectif principal du travail de cet article a été de caractériser les métabolites de I'antidépresseur
venlafaxine chez la moule méditerranéenne Mytilus galloprovincialis a I'aide d'une approche non
ciblée. Cette étude a identifié 4 métabolites de phase I. Deux métabolites ont résulté de la
déméthylation de la VEN, notamment la NDV et 'ODV (métabolites déja connu pour cet organisme).
Les deux autres métabolites correspondent a des composés hydroxylés situées a différentes positions
au niveau de la structure de la VEN. Le métabolite hydroxylé avec le groupe fonctionnel OH situé sur
le carbone adjacent & I'hétéroatome de la structure de la venlafaxine, est le principal métabolite. A
notre connaissance, ce métabolite n'a pas préalablement été rapporté. Les métabolites désalkylés
sont formés au début du processus de détoxification des moules (majoritaires a J3), tandis que les

métabolites hydroxylés sont formés plus tardivement (majoritaire a J7).

Cette étude nous a permis d'avancer dans la caractérisation du métabolisme de cet antidépresseur
chez la moule et, en méme temps, il a mis en évidence les différences dans le processus de
biotransformation entre les humains (métabolite principal:ODV) et les moules (métabolite
principal:OH-VEN).
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Abstract

Exposure of aquatic organisms to antidepressants is well documented today while little information is
available on how wild organisms manage exposure to these pharmaceutical products. Studies on the
biotransformation products can generate information on the detoxification pathways of exposed
organisms and its pharmacokinetics. The goal of this work was to improve our knowledge on the
metabolism of an antidepressant frequently found in aquatic ecosystems, venlafaxine (VEN) in M.
galloprovincialis, a bivalve with a worldwide distribution. An original tissue extraction based on the
cationic properties of VEN was developed for further analysis of VEN and its metabolites by targeted
and non-targeted approaches. The extraction method was assessed in terms of recovery and matrix
effect for the VEN metabolites with an analytical standard available and applied to caracterise
metabolies found in mussel exposed to 10 pyg/L VEN for 3 and 7 days. Targeted and non-targeted
approaches using liquid chromatography (LC) combined with high-resolution mass spectrometry
(HRMS) were used to respectively search for expected metabolites considering the literature on

aquatique species and for metabolites not previously described in the literature.
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Highlights
* An extraction method based on the cationic properties of VEN was successfully developed.

*The approach combining target and non-target analysis was powerfull for discriminate

expected metabolites and propose structure for supplementary metabolites.

* OH-VEN was the metabolite predominant in mussel exposed for 3 and 7 days
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1 Introduction

Venlafaxine (VEN), an antidepressant prescribed for the treatment of clinical and anxiety disorders in
humans, is one of the most commonly detected pharmaceutically active compounds (PhACs) in the
aquatic environment (Brieudes et al., 2017; Moreno-Gonzalez et al., 2016; Paiga et al., 2019). This
contamination affects the coastal marine environment, where recent studies have shown the
bioaccumulation of VEN, among other PhACs, in different species (Alvarez-Mufioz et al., 2015a,b;
McEneff et al., 2013). Particularly, bivalves have shown the highest accumulation of VEN (up to 36.0
ng/g dw) in relation to other aquatic organisms such as microalgae and fish (Alvarez-Mufoz et al.,
2015b). The Mediterranean mussel (Mytilus galloprovincialis) is a species commonly used in
monitoring environmental contaminants in the marine environment, thaks to its wide geographical
distribution, to its filter-feeding behavior, to its ability to bioaccumulate these contaminants (Gomez et
al.,, 2012; Silva et al., 2016) and recently has been choosen for exploring VEN metabolism. Serra-
Compte et al. (2018) and Gomez et al. (submitted) detected three (ODV: O-desmethyl venlafaxine,
NDV: N-desmethyl venlafaxine and NODDV: N,O-didesmethyl venlafaxine) and four (ODV, NDV,
NODDV and NNDDV: N,N-didesmethyl venlafaxine) phase | metabolites, respectively, in laboratory
exposed Mediterranean mussels to VEN. The two previous studies were conducted on the basis of a
targeted analysis allowing the monitoring of known phase | metabolites, already reported in the
literature, particularly in humans. However, for a complete characterization of metabolism of VEN in
the Mediterranean mussel, a non-targeted approach is promising. This approach is based on the
generation of profiles of chemicals detected in exposed and nont exposed organisms to a xeniobitic,
which allow to determine metabolites that are not yet described and to elucidate biotransformation
pathways in mussels (Bonnefille et al., 2017). Jeon et al. (2013) made the first experiment to elucidate
VEN metabolites in freshwater crustaceans with the non-targeted approach using LC-HMRS and
suggesting biotransformation pathways (Jeon et al., 2013). They documented the structures of five
VEN metabolites: three dealkylation products (ODV, NDV and NODDV, confirmed with reference
standards) and two hydroxylation products (m/z 280 and m/z 294, both with tentatively identified
structures). In this context, to our knowledge, there is no study of the metabolism of VEN on mussels,
highlighting the question about whether the biotransformation processes known in humans are
maintained in this type of invertebrates. Therefore, the goal of the present study was to investigate the
potential of such a non-targeted approach for identifying VEN metabolites produced in mussels after
exposure. To increase the probability of metabolite detection, a tissue treatment method based on the
cationic properties of VEN and its metabolites (known in humans) was developed and assessed in

terms of recovery and matrix effect.

2 Material and Methods
2.1 Chemicals and materials

VEN (= 98,5%), venlafaxine-d6 (VEN-d6, > 98%) and O-demethylvenlafaxine-d6 (ODV-d6, > 99,9%)
were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). NNDDODV (>98%), ODV-glucu (> 98%)
and NODDV-glucu (> 95%) were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)
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while ODV, NDV, NNDDV and NODDV were obtained at analytical grade (purity > 98%) from Toronto
Research Chemicals Inc. (Toronto, ON, Canada). Stock standard solutions of individual compounds
were prepared at a concentration of 100 mg/L in methanol. Subsequent stock standard dilutions were

prepared with methanol. All the standard solutions were stored at -20°C.

Ultrapure water was generated by a Simplicity UV system from Millipore (Bedford, MA, USA) with a
specific resistance of 18.2 MQ.cm at 25°C. Dichloromethane (DCM) as pesticide analytical grade
solvent, ammonia (NHj3;, 28%) as ACS reagent grade solution and HPLC/MS-grade solvents
(methanol-MeOH and acetonitrile - ACN) were purchased from Carlo Erba (Val de Reuil, France).
Formic acid (purity, 98%) was obtained from Fisher Labosi (Elancourt, France) and ammonium
acetate ( > 98%) was purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Dispersive SPE tubes
containing Z-Sep-Plus (500 mg/12 mL) was obtained from Supelco (Bellefonte, PA, USA). Oasis®
MCX 6¢cc (150 mg, 30 um, 6¢c) cartridges, obtained from Waters Corporation (Mildford, USA), and a
Visiprep™ DL Solid Phase Extraction (SPE) vacuum manifold from Supelco (Bellefonte, USA) were
used for solid phase extraction. All chromatographic solvents were filtered through a 0.22 pm nylon
membrane filter (NyIaroTM, Michigan, USA). Glass-fiber filters (with 0.7 uym pore size) purchased from

Whatman (Maidstone, UK) were used to filter the seawater.
2.2 Experimental design and sample preparation

Mytilus galloprovincialis mussels were purchased in February 2017 from Mediterranean mussel
suppliers (Bouzigues, France) and immediately transported to the laboratory. After they were cleaned,
the mussels were acclimatized in aerated (9.9 + 0.4 mg/L) filtered natural seawater (salinity = 35 + 3
g/L, pH = 8.2 £ 0.1 units) for 7 days before the experiment. During the acclimation and exposure
periods, the seawater was renewed every day (static renewal), the room temperature was regulated at
15 + 2 °C, and the mussels were fed Tetraselmis suecica (Greensea, Méze, France) at constant
density (10,000 cells/mL). 100 mussels (shell length 6.0 —=7.2 cm) were randomly distributed in 20
glass aquaria at a density of 5 mussels per 2 liter. Two groups were constituted: solvent control (with
the vehicle for VEN: MeOH) and exposed at nominal concentration of 10 yg/L of VEN. Each group
consisted of 10 aquaria of 5 mussels each. During the exposure period, the VEN concentration was
reestablished after daily water renewal. Seawater samples were taken daily to quantify VEN and its
known metabolites. Mussels were sampled at days 3 and 7 of exposure (5 aquaria per condition). All
mussels were dissected: digestive gland was frozen at —80 °C for further metabolics analysis (not
within the scope of the present study), and the remaining soft tissues (the tissue of interest in our
study) were frozen at -80 °C before freeze-drying (Heto Power dry LL 3000, Thermo). After
lyophilisation, these tissues were homogenized and grounded into power using MM-2 vibrational mill
(Retsch, Haan, Germany). Each sample was then placed inside a clean glass bottle and stored at
room temperature in dark until extraction and analysis. The analysis of mussel soft tissues consisted

of 5 replicates per group (solvent control and exposed) for each day of exposure (3 and 7 days).
2.3 Samples extraction and LC-MS analysis
2.3.1 Tissue extraction method

In order to increase the probability of detection of phase | and phase Il (known and unknown)

metabolites of VEN in the mussel, a tissue treatment method was developed using the
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physicochemical properties of these compounds, especially the positive charge on the amine
functional group. 500 mg (£ 1 mg) dry weight (dw) of tissue samples obtained by pooling 2 individuals
was weighed in a 50 mL polypropylene centrifuge tube and spiked with VEN-d6 (500 pg/kg) and
ODV-d6 (20 pg/kg). Next, the tissue was extracted by sonication in 5 mL of the extraction solvent (5%
formic acid in MeOH) for 5 min. Sample was centrifuged at 23 °C (3400 x g, 5 min) and the
supernatant was decanted in another 50 mL polypropylene centrifuge tube. A re-extraction was
applied to each sample and the supernatants obtained were combined. To the combined supernatant
was added 0.5 g of lipid removal sorbent Z-Sep-plus and 5 mL of 5 mM ammonium acetate. Next, the
sample was vortexed for 5 min and then centrifuged at 23 °C (3400 x g, 5 min). The extract obtained
was transferred to a glass bottle (capacity 250 mL) and diluted with milliQ water to a final volume of
150 mL. After dilution, the pH value of the samples was adjusted to 1.4 + 0.1. Next, water-diluted
samples were loaded onto the SPE Oasis MCX cartridges that were pre-conditioned with MeOH (6
mL), milliQ water (6 mL) and 2% formic acid in water (6 mL, pH: 1.40) respectively. After all samples
were loaded at a flow rate of 1 mL/min, the cartridges were dried (until the elimination of drops that
come out of them) and then washed with 2% formic acid in water (6 mL, pH: 1.40), MeOH (2 mL),
DCM (6 mL), MeOH (3 mL). The analytes were eluated with 6 mL of 5% ammonium hydroxide in
MeOH (5:95, v/v), which was prepared extemporaneously, and then evaporated down to dryness
under a gentle N, stream at 35 °C. The residues were diluted with 200 puL of ACN:water (10:90, v/v).
Finally, the sample was centrifuged at 13.4 x 10° rpm for 10 min to separate the residual lipids. The

clear solution was transferred to a vial for LC-MS analysis.
2.3.2 Seawater extraction method

To determine the real concentration of VEN in the seawater sampled during the mussel exposure
period, an adaptation of the tissue extraction and cleaning method was applied. 18 mL of seawater
was spiked with surrogate standard (VEN-d6 at 1 ug/L) and ajusted to pH 1.4 + 0.1. Solid phase
extraction was conducted with the same method used for the tissues, except for the washing step
which was performed without the DCM (6 mL). The analyte was eluted with fresh prepared
ammonium hydroxide in MeOH and then evaporated to dryness using N, stream. The residue was
diluted with 200 yL of ACN: water (10:90, v/v) and transferred to a vial for LC-MS analysis.

2.3.3 Liquid chromatograpy and mass spectrometry conditions

Extracts were analyzed on an Agilent 1290 Infinity LC system (Thermo Fischer Scientific) for
chromatographic separation and a Q-Orbitrap HRMS mass spectrometer (Thermo Fischer Scientific)
equipped with a heated electrospray ionization probe (HESI) source for detection. Chromatographic
separation utilized a reverse phase PFPP analytical column (Discovery HS F5 100 mm x 2.1 mm; 3
pum particle size). Chromatography employed an injection volume of 10 uL, a flow rate of 0.35 mL/min
and a binary gradient of ACN (A) and water (B), both containing 0.1% formic acid, as follows: 10% A at
0 min, 50% A at 4-6 min, 60% A at 8-10 min, 70% A at 14-16 min, 80% A at 17-19 min, 10% A at 21
min and stop time at 27 min. Over a 27 minute run, data acquisition was performed simultaneously in
positive and negative ionisation mode and the HESI parameters were as follows: sheath gas, 55
arbitrary units (AU); auxiliary gas, 10 AU; capillary temperature, 275 °C; heater temperature 200 °C
and electrospray voltage was set at 4.0/-4 kV. The S-lens radio frequency (RF) level was set at 100
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AU. Full scan data using polarity switching mode were acquired at a resolution of 35,000 full width at
half maximum (FWHM) with an automatic gain control (AGC) of 10°® and 250 ms of maximum ion
injection time. In addition, a MS? was achieved using a mass inclusion list composed of the mass of
the precursor ion of the compounds of interest. A normalized collision energy of 10 and a resolution of

17,500 FWHM were used. The m/z scan range was set between 50-750.
2.4 Non-targeted analysis of metabolites strategy

Chemical profiles from 5 SC samples and 5 exposed samples at nominal concentration of 10 ug/L of
VEN were generated by LC-HRMS for each day of exposure (3 and 7 days). The strategy used to
data processing and signals identification were taken from Bonnefille et al. (2017). Briefly, the data
obtained in positive and negative ionization mode were converted with the free software MS Convert
(from *.raw to *mzxml) and extracted using an XCMS script (open source) on the base of the R
software. An adaptation of the XCMS parameters was done to fit with our data: the m/z interval for
peak picking was set at 0.01, the signal to noise ratio threshold was set at 5, the group band-width
was set at 20, and the minimum fraction was set at 0.4. After data processing, a two dimensional table
containing information on each peak was generated (Courant et al., 2014). The peaks detected only
in the exposed samples (absent in the control samples) and found in all replicate, were considered as
potential VEN metabolites. Confirmation of the resulting signals was performed with the fold change
and the extracted ion chromatogram. The fold change was calculated as the ratio of the mean signal
intensity in exposed samples versus the mean signal intensity in the control samples. Only signals with
a fold change higher than 10 in negative or positive ionization mode were kept and further processed
to elucidate the structures associated with the signals. Moreover, extracted ion chromatograms (EIC)
were checked manually for all potential signals associated with metabolites so as to confirm the
absence of any signal in the controls. The identification of the peaks associated to a same molecule
(for example, isotopes and/or dimers) was performed by checking the retention times and the shapes
of the peaks obtained in the chromatograms generated by Xcalibur QualAnalytical Browser (Xcalibur
3.0, Thermo Fisher Scientific Inc.). This same software was used to determine the elemental
composition of unknown metabolites and those with the best fits, along with C, H, N and O
compositions that could be related to VEN, are reported in this study. Chromatographic retention time
prediction of unknown metabolites was conducted using the multiple linear regression model
introduced by Jeon et al. 2013. With this model, an equation was obtained by plotting the retention
time versus the molecular weight (MW) and the distribution coefficient (log D,,) of the parent
compound and its known metabolites. The MW and log Dow values were generated by
ACD/ChemSketch (version 12.01).

2.5 Targeted analysis of metabolites
2.5.1 LC-MS analysis

In the targeted analysis, only data acquired in positive electrospray ionization mode were considered,
this mode being the most sensitive for the molecules (VEN and its known metabolites) included in this

section of the study. Confirmation of each compound was performed considering (1) retention time
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and (2) mass accuracy (max 5 ppm deviation) of protonated molecule [M+H]" in full scan MS mode

compared to values obtained for the analytical standards in the same analytical conditions.
2.5.2 Quantification of VEN and its known human metabolites in tissues

In order to quantify VEN and its known metabolites in the soft tissues of mussels, calibration curves
were established in blank mussel tissues by adding a fixed amount of the internal standards: VEN-d6
(500 pg/kg dw) and ODV-d6 (20 ug/kg dw) and increasing quantities of the target analytes from 0 to
3000 pg/kg dw for VEN and from 0 to 80 ug/kg dw for its known phase | (ODV, NDV, NNDDV, NODDV
and NNDDODV) and phase Il (ODV-glucu and NODDV-glucu) metabolites before extraction.

2.5.3 Quantification of VEN in seawater

In addition, a seawater calibration curve was established by adding a fixed amount of internal standard
VEN-d6 (at 1ug/L) and increasing quantities of the targeted analyte VEN from 0 pg/L to 15 pg/L in

blank seawater.
2.5.3 Performance of the methods

Methods performances were evaluated taking into account aspects such as linearity, limits of detection
(LOD) of the methods, absolute recoveries, matrix effects and repeatability for each analyte. Linearity
was estimated with blank tests and calibration curves in tissues (5 levels) at the concentrations ranges
of 250 to 3000 pg/kg dw for VEN and of 5 to 80 ug/kg dw for its known metabolites and in seawater (7
levels) at the concentrations ranges of 0,1 to 15 pg/L for VEN. LOD of the methods were determined
as the concentration resulting in a signal to noise ratio of 3 for each analyte. Absolutes recoveries
were studied by comparison of signal area of each analyte in blank samples spiked before and after
the extraction/purification process, both injected under the same analytical conditions. Matrix effects
were evaluated by comparison of signal area of each analyte in blank samples spiked after
extraction/purification with the signal area of each analyte measured in a pure standard injected under
the same analytical conditions. Absolutes recoveries, matrix effects and repeatability of the methods
were evaluated by spiking tissues with 20 pg/kg (dw) and seawater with 1ug/L of all compounds in

triplicates.
2.6 Bioconcentration factor of VEN

Finally, an apparent bionconcentration factor (BCFa) was calculated for VEN as the ratio of the

measured concentration in the tissues and the measured concentration in seawater.
3. Results
3.1 Analytical performances

Performances of the methods are shown in Table1. Both methods demonstrated good linearity
(*>0.98) in the concentration range defined in both matrices (tissue and seawater) for all compounds
included in the study. Absolute recovery of phase | metabolites were higher than 91% in the tissues.
Phase Il metabolites had lower absolute recovery (approximately 50%) in this matrix. A medium
matrix effect was observed in the tissues for all analytes evaluated (suppression between 32% and

59%). The average variability for all analytes evaluated never exceeded 21% in both matrices. The
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sensitivity of the methods in terms of LOD was from <1.0 to 8.0 pg/kg dw in tissues and of 1 ng/L in

seawater.

Table 1
Physicochemical properties, retention time, linearity, absolute recovery, matrix effets, average repetability and methods
LODs and LOQs observed for each molecule in LC-MS Q-Orbitrap

Tissues
log Retention . ) Absolute  Matrix Average Meth
Analyte [M]? [M+H]"® pKa® Dow at time L|neglr|ty recovery  effets  variability D
pH2®  (min) ) %) %) (%) VoW
N;)I'ag}" 42547274 4262122 2,78;1024 -358 396 09923 50+7  -48+3 17 8.0
ODV-glucu 439.49932 440.2279 2,78; 9,26 -3.65 4.21 0.9993 49+19 -51+8 16 8.0
NNDDODV 235.32204 236.1645 9,72; 10,38 -1.79 6.96 0.9832 96+ 4 -59+6 21 3.0
NODDV 249.34862 250.1801 9,83; 10,59 -1.29 7.91 0.9988 98+6 -41+9 4 2.0
obV 263.3752 264.1958  9,23; 10,04 -1.36 8.02 0.9886 100+5 -32+8 5 5.0
NNDDV 249.34862 250.1801 9,85; 14,75 -1.06 11.64 0.9987 97 +6 -55+8 17 0.5
NDV 263.3752 264.1958 10,44; 14,83 -0.55 12.08 0.9945 108+12 -32+12 9 15
VEN 277.40178 278.2114  9,26; 14,84 -0.62 14.23 0.9998 105+7 -32+11 4 0.5
Seawater
VEN - - - 14.18 0.9992 105+11 143 18 1
ab,cd

predicted values with ACD / ChemSketch software.

3.2 Quantification of venlafaxine

The VEN concentrations were measured in water to control the exposure of mussels in aquaria. The
results of this targeted analysis are presented in Table 2. The exposure concentrations measured in
the exposed aquaria were quantified between 9.5 and 12.5 ug/L. No signal of the parent compound
(VEN) was detected in the control samples (SC) of both matrices (seawater and tissues). Mean VEN
concentrations in exposed mussel tissues were around 1.9 mg/kg dw and 2.5 mg/kg dw at day 3 and
7, respectively. Finally, considering the concentration of VEN measured in water and tissues of the
exposed mussels, an apparent bioconcentration factor (BCFa) was calculated for both days of
exposure. The values determined were 177 + 27 L/kg dw and 229 + 29 L/kg dw for exposure at day 3
and 7, respectively.

Table 2 Mean concentrations of VEN and its metabolites NDV and ODV measured in the different conditions and
matrices (seawater and tissue) of the study.

Analytes
VEN NDV obv
Matrix Conditions (ug/L in water ou ug/kg  (ug/L in water ou pg/kg dw  (ug/L in water ou pg/kg
dw in tissue) (n=5) in tissue) (n=5) dw in tissue) (n=5)
SC <LOD - -
Seawater
Exposure 11.0+1.5 - -
SC <LOD -
Tissues  3rd day of exposure 1948 + 493 50+ 13 287
7th day of exposure 2517 + 341 34+13 24+8
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3.3 Non-targeted analysis of VEN and its metabolites in tissues

The application of the non-targeted approach allowed to detect four metabolites. All these molecules
were detected in positive mode, while no signal in the negative mode could be identified as potential
metabolite. The description of the process of identification of these metabolites as well as the parent
compound is indicated below. Relevant information for the identification of these molecules is
presented in the Table 3.

3.3.1 Venlafaxine

Among the signals detected only in exposed mussel (absent in control samples) and found in all
replicas, the peak with molecular mass [M+H]" 278.2114 was identified at 14.23 min (i.e. M in the
Table 3). The selection of this signal was confirmed by its fold change value of 132 (value >10) and its
extracted ion chromatogram (Fig. 1). No peaks were identified in the control samples for this molecular
mass. Xcalibur software allowed to determine the elemental composition of the signal and the
suggestion with the smallest delta atomic mass unit (amu) was considered. The experimental mass
[M+H]" 278.2114 associated with retention time (14.23 min) and elemental composition proposed
(C47H27NO,) coincided with the identification of VEN (Table 1). The experimental mass of VEN was
compared with its theoretical mass and no difference was found (Table 3). The identification of the
signal corresponding to the isotopic ion "°C ([M+H]" 279.2148) at 14.26 min reaffirmed the presence of
this molecule (VEN) (Fig. 2). HCD fragmentation (at 10 eV) demonstrated the presence of a fragment
at m/z 260.2007 (Fig. 2, (1)). This fragment was associated with a loss of 18.0107 amu compared to
the measured VEN m/z 278.2114, corresponding to a neutral loss of H,O in the VEN structure. In
addition, the signal corresponding to the isotopic ion "*C ([M+H]" 261.2039) of this fragment was
identified. A second fragment was observed at m/z 215.1427 (Fig. 2, (2)). This fragment corresponded
to a loss of 45.0580 amu (equivalent to a loss of C,H;N) relative to the previously observed fragment
in the VEN structure. A third fragment was found at m/z 121.0646 (Fig. 2, (3)). The elemental
composition of this fragment corresponded to CgHgO. It should be highlighted that the signals
corresponding to the fragments and the 13C isotopic ions presented very similar peak shapes and
retention times to those of VEN, showing that they are related to each other. The identification of VEN
was confirmed by the injection of the analytical standard under the same conditions reaching the
maximum level of confidence (level 1) in the identification of elucidated signals from a non-directed

analysis, according to the scale proposed by Schymanski et al. 2014.
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Figure 1.Examples of extracted ion chromatograms of metabolites (NDV and OH-VEN) and parent compound
(VEN). The black peaks come from the exposed samples and the green peaks from the control samples. No peaks
were identified in the control samples for these molecules.
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Figure 2. Relevant ions from the high resolution mass spectrum of fragmented VEN at 10 eV
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3.3.2 Phase | metabolites
3.3.2.1 Oxidative metabolism-demethylation

Two metabolites identified as M1 and M2 (Table 3), displayed a [M+H]" of 264.1958. The signals of
both metabolites demonstrated a fold change higher than 10 and were detected only in the exposed
samples (Fig. 1). They presented a mass decrease of 14.0156 amu (equivalent to a loss of CH,)
compared to VEN structure, corresponding to a dealkylation in the structure of the parent compound.
M1 and M2 exhibited different retention times indicating that demethylation occurred in different
positions. N-demethylation allows a greater interaction of nitrogen free electron pairs with the

pentafluorophenyl propyl groups of the stationary phase of the chromatographic column used.
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Figure 3. Relevant ions from the high resolution mass spectrum of fragmented NDV (M1) and ODV (M2) at 10

eV. The asterisks indicate fragments in common with the fragmented spectrum of VEN.
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Table 3 Overview of VEN and its biotransformation products identified in mussel tissues by non-targeted analysis

Peak  Tr Elemental Measured Fold Relevant [M+H]" log D, at Tr ATr Confiden
ID  (min) Assignement composition Chemical Structure [M+HJ* change fragment m/z, gH°2Wc redicted b d-predicted|<2 level
min p (Am) g HCD 10 ¢V (Am) p p |observed-predicted|
CH,
|
o™ 2782114 260.2007 (0.7 mmu)
M 1423 VEN C,,H,,NO, oH (0.0 mmu) 132 2151427 (0.9 mmu)  -0.62 13.15 1.08 Level 1
- 1 mmu 121.0646 (0.7 mmu)
13! ~0
N
ey 264.1958 246.1850 (0.8 mmu)
M1 12.08 NDV C16HasNO, © 0 ) 24 215.1426 (1.0 mmu) ~ -0.55 13.02 0.94 Level 1
i, »1 i 121.0649 (0.4 mmu)
o
CHj
B 264.1958 246.1849 (0.9 mmu)
M2 8.02 oDV C,6H,sNO, = o © N ) 43 133.0647 (0.6 mmu)  -1.36 9.20 1.18 Level 1
1 T, 107.0493 (0.4 mmu)
HO
0 276.1952 (1.1 mmu)
N 24,2064 233.1530 (1.1 mmu)
M3 1411  OH-VEN  C,;;Hy;NO; g (OO.mm ) 1214 215.1425 (1.1 mmu)  -0.86 12.53 1.58 Level 2
1 T 178.1222 (1.0 mmu)
Mg 121.0644 (0.9 mmu)
e
e 2.05Q2) 6.93(Q) 2.1(2)
oJ { \},s ’ : : -1.98 (4)  7.26 (4) 2.4 (4)
aNOH
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Figure 4.

In this condition, greater chromatographic retention was observed for the N-demethylated metabolite
(M1;Tr: 12.08 min) compared to the O-demethylated metabolite (M2;Tr: 8.02 min) (Table 3). For M1,
three fragments were highlighted (Fig. 3), the first one at m/z 246.1850, corresponding to an H,O loss.
A second one at m/z 215.1426, correponding to the elemental composition C4sH49O. This fragment
resulted from the loss of a CHsN consecutive to the water loss, as observed with VEN but for a
dealkylated metabolite, confirming a N-dealkylation. The last fragment corresponded to m/z 121.0649,

evidencing the elemental composition fragment CgHgO already observed for VEN (Figure 3).

Concerning M2, a fragment at m/z 246.1849 (equivalent to loss of H,O) was observed. HCD
fragmentation demonstrated the presence of a second fragment at m/z 133.0647. With the assistance
of the Xcalibur software, the elemental composition proposed as the first option for this fragment was
CoHgO (with a delta mm of -0.091). Finally, a fragment at m/z 107.0493 was evidenced and associated
with the elemental composition fragment C;H;O, as observed with VEN but for a dealkylated
metabolite. This fragment confirmed that a methyl group was detached from the oxygen of VEN
structure. The injection of analytical standards of NDV and ODV allowed to confirm the identity of

these metabolites at a confidence level of 1 in the mussel tissues.
3.3.2.1 Oxidative metabolism-hydroxylation

Two metabolites, i.e. M3 and M4, revealed a [M+H]" of 294.2064. The fold change value of M3 was
higher than reported for M4, however both were greater than 10 (Table 3) and were detected only in
the exposed samples (Fig. 1). The peak shapes and retention times of these signals (M3 and M4)
differed from those observed for VEN, converting them into potential metabolites (Fig.1, Fig. 4 and
Table 3). These metabolites presented a mass shift of +15.9950 compared to VEN. This mass shift
could be associated with the biotransformation of an RH structure into an ROH structure leading to the
formation of potential hydroxylated metabolites. A previous study evidenced the formation of this type
of metabolites in organisms such as crustaceans (Jeon et al., 2013a). M3 and M4 exhibited shorter

retention times than VEN, supporting the hypothesis of VEN hydroxylation.
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Relatve Abundance

The addition of an OH group increases the polarity of the molecule, leading to earlier elution of the
molecule in the reverse phase liquid chromatography system used. M3 showed a retention time of
The

difference in retention times between M3 and M4 indicates that hydroxylation occurred in different

14.11 min while a lower chromatographic retention was evidenced for M4 (Tr: 4.85 min).

positions of the parent compound (VEN).

For M3, two signals corresponding to (1) the c isotopic ion ([M+H]" 295.2094) and (2) the molecular
dimer ([M+H]" 587.4052) observed at 14.11 min and 14.09 min respectively, reaffirmed the presence
of this potential metabolite (Fig. 4). HCD fragmentation of M3 showed a set de 5 fragments that
allowed to elucidate the position of the group OH in its structure (Fig. 5). The fragment at m/z
276.1952 corresponded to the loss of H,O from the initial molecule. The fragments observed at m/z
215.1425 and 121.0644 in M1 were common with VEN. These coincidences between fragments of
M3 and VEN are evidences of the absence of the OH group on the aromatic ring and on the hexane
cycle of the initial molecule. The elementary compositions C4sH210, and C4H;sON associated to
fragments m/z 233.1530 and 178.1222 respectively confirmed the position of the OH group in the

carbon adjacent to the amino group of VEN.
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Figure 5. Relevantions from the high resolution mass spectrum of fragmented M3 at 10 eV. The

asterisks indicate fragments in common with the fragmented spectrum of VEN.

In addition, in the absence of an analytical standard to ensure the identity of M3 at the maximum
confidence level (level 1), a predictive model of chromatographic retention time was applied to support
our structure proposal for M3. This Tr prediction methodology was taken from Jeon et al. 2013. The

chromatographic retention time was predicted using a multiple regression equation (Eq.1) developed

139



by plotting the retention time versus the molecular weight and the predicted log D, of each compound

with available analytical standard (Table 1).
Retention time (Tr) = 4.7107x log Doy + 0.0324x M (g/mol) + 7.0762 (r*: 0.92) (Eq.1)

If the Tr predicted for the elucidated structure was within 2 minutes of the observed Tr, we consider it
a viable structure. The proposed structure for M3 demonstrated a predicted log D,,, of -0.86 and a Tr
prediction of 12.53 min, showing a difference of less than 2 min with respect to the observed Tr (Table

3). Therefore, the proposed structure for M3 is feasible and a level 2 confidence is achieved.

In the case of M4 the information available was limited. The signal intensity was very weak which
make it difficult to identify the relevant fragments. Only two fragments were identified. The
experimental mass [M+H]" 276.1955 was associated with the loss of H,O. A second fragment was
observed at m/z 121.0644 and its elemental composition was CgHgO as observed for VEN. This last
fragment suggests that the additional OH group is not positioned in the aromatic ring. Applying the
predictive model of chromatographic retention time, three possible positions of OH group were
evidenced for M3 (Table 3). The M3 structure with the OH group in position 2 and 3 of the hexane
cycle showed predicted retention times at 6.93 min and 6.88 min respectively (Table 3). Both
positions had a delta of retention time (calculated considering the observed and predicted value) equal
to 2 min and might fit a possible structure for M4. Due to the limited information available, the

proposed structure for M4 reached a level 3 of confidence.
3.4 Quantification of venlafaxine metabolites

The two phase | metabolites generated by demethylation of VEN previously highlighted in mussel
tissues were quantified on each day of exposure (days 3 and 7). Mean concentrations of NDV (50 +
13 and 34 + 13 ug/kg dw) and of ODV (28 + 7 and 24 + 8 ug/kg) were measured in tissues exposed to
3 and 7 days of VEN (Table 2). Considering the intensity obtained for hydroxylated M3 (i.e. 1,5*10°
versus 5*10°for M1), it seems (hypothesis made in the absence of absolute quantification) that it is the
most abundant metabolite of the metabolites identified in this study. However, due to the lack of a

commercially available analytical standard, quantification of M3 was not possible.
4. Discussion

The tissue treatment method was developed considering the physicochemical properties of known
VEN metabolites in the human body (5 phase | and 2 phase IlI). These compounds show a medium to
high polarity, so the MeOH solvent is ideal for their extraction. VEN and its metabolites have a basic
character due to the amine functional group present in their structures. A pH value lower than the pKa
value, in at least 2 units, favors the presence of a positive charge on the nitrogen of the amine group
of these compounds. Since the compounds of interest have this property, the sorbent SPE chosen
combines two mechanisms to enhance their retention: a strong cation exchange and hydrophobic
interactions. This double retention mechanism enabled the recovery not only of phase | metabolites,
but also of glucuronide metabolites, which are highly complex due to their elevated polarity and
sensitivity to hydrolysis during the extraction process (Karinen et al., 2009; Ketola and Hakala, 2010).

The evaluation of the performance of the analytical method showed that the combination of the
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conditions of extraction and purification of the tissues (LLE with MeOH, pH lower than pKa in at least 2
units and the use of SPE MCX cartridges), allowed high absolute recoveries for phase | metabolites

and glucuronide metabolites along with moderate matrix effects.

The application of the tissue treatment method to the samples exposed to VEN allowed the generation
of data to determine the accumulation of the parent compound in the mussel tissues. The BCF values
obtained (177 £ 27 L/kg dw et 229 + 29 L/kg dw for VEN exposure at day 3 and day 7, respectively)
were in a range similar to those already obtained for mussels exposed to VEN. A first study
conducted in mussels (Mytilus Galloprovincialis) exposed for 7 days to 1, 10 and 100 pyg/L VEN
reported BCF values of 178 + 8.0 L/kg dw, 146 + 35 L/kg dw and 189 + 15 L/kg dw respectively
(Gomez et al, submitted). In a second study, the BCF values reported for mussels (Mytilus
galloprovincialis) exposed for 20 days to 10.7 + 1.6 pg/L of VEN were between 213.3-528.1 L/kg dw
for the different treatments applied considering effects of water warming and acidification (Serra-
Compte et al., 2018). Authors suggested that the positive ionized form of VEN facilitates its adhesion

to the biological matrix, which could justify the high value of BCF determined.

The high biocentration of VEN combined with the presence of cytochrome P450 in mussels favours
the enzymatic reactions involved in the metabolism of this xenobiotic compound in mussels (Snyder,
2000). The application of a non-targeted approach to samples collected in mussels exposed to VEN
allowed the identification of 4 phase | metabolites. Two metabolites resulted from the demethylation
process in two different positions of VEN: N-demethylation and O-demethylation. These metabolites
have already been previously identified in laboratory exposed mussels (Serra-Compte et al., 2018;
Gomez et al., submitted) and in mussels collected in coastal areas in France (Martinez Bueno et al.,
2014), in Portugal, ltaly and Spain (Alvarez-Mufioz et al., 2015). Quantification of these metabolites
showed that the mussels have a slight preference for the detoxification pathway that generates
dealkylation of venlafaxine in the nitrogen position, in both days of exposure. In human, ODV is the
major metabolite compared to NDV (Sangkuhl et al., 2014). Finally, both metabolites were formed
early during the detoxication process since both presented higher concentrations at day 3. This was

already observed in a previous report (Gomez et al., submitted).

The other two metabolites identified are hydroxylated metabolites of VEN in two different positions: 1)
on the carbon adjacent to the amine group and 2) on the hexane cycle. Hydroxylation is one of the
two known mechanisms for performing N-dealkylation. This mechanism consists of a formal
hydroxylation of a C-H bond on the carbon adjacent to the heteroatom (HAT, H-atom transfer)
(Meunier et al., 2004). The above supports the hypothesis of the proposed structure for the
hydroxylated metabolite (M3) of VEN, which to our knowledge has not been previously identified. This
metabolite showed the highest intensities of all metabolites identified in the study, in both days of
exposure. Hydroxylated metabolites were also shown as major metabolites of diclofenac in mussels
(Bonnefille et al., 2017; Swiacka et al., 2019). This also highlights the differences of biotransformation
processes between humans (main metabolite: ODV) (Sangkuhl et al., 2014) and mussels (main
metabolite: OH-VEN). In the case of the second hydroxylated metabolite (M4) of venlafaxine, its low

intensity limited the possibility of determining sufficient fragments to increase the confidence level of
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the suggested structure. This hydroxylated metabolite has been previously identified in crustaceans
(Jeon et al., 2013). Both hydroxylated metabolites (M3 and M4) were formed later during the

detoxification process since both showed higher intensities at day 7.

Despite the method demonstrated ability to retain glucuronide metabolites, none were detected. This
suggests two possible hypotheses: 1) mussels are not capable of producing glucuronides or 2) the
concentration at which these compounds are formed is below the detection limit of our method. A
studie has shown that mussels are capable of generating glucuronide metabolites from xenobiotic
benzo(a)pyrene (Michel et al., 1995). Therefore, we might expect that the mussel would be able to
generate this type of metabolites from pharmaceuticals. The above suggests that the concentration of

these metabolites in the tissues analyzed is lower than our detection limit.
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La présence de résidus de médicaments (RdM) dans les eaux continentales a été largement
documentée, principalement en Europe et en Amérique du Nord. Au contraire, dans les pays de
I'hémisphere sud, en particulier sur le continent africain, l'information est trés limitée. Les quelques
études disponibles en Afrique ont mis en évidence des concentrations élevées de RdM dans les eaux
de surface, qui atteignent plusieurs dizaines de milliers de ng/L pour la plupart des molécules
étudiées. Les habitudes de consommation et I'existence ou non de modalités de gestion des eaux
usées sont des facteurs qui peuvent justifier ces différences de concentration des RdM entre les
continents. Les concentrations élevées des RdM mesurées dans les eaux de surface africaines, par
rapport a d'autres retrouvées en Europe, témoignent de situations avec de fortes pressions
anthropiques sur les ressources en eau. De plus, dans les pays du Sud les traitements de
potabilisation des eaux et I'accessibilité a une eau "potable" étant moins développés qu'en Europe,
des ressources alternatives en eau peuvent étre consommées. Il apparait ici essentiel de bien
identifier les usages de l'eau afin de renseigner les expositions potentielles des populations humaines
et ainsi les risques sanitaires associés. Cette problématique, nous a conduit a fixer comme premier
objectif de thése I'étude des niveaux de contamination des eaux de surface et des eaux
souterraines par les RdM dans une ville africaine, Yaoundé, au Cameroun, soumise a une forte
pression anthropique et une faible gestion des eaux usées et de rechercher les modalités

d'exposition indirecte de la population humaine en fonction des usages de l'eau.

Le développement d'une méthode d'analyse multi-résidus qui comprend des molécules méres et des
métabolites choisies pour partie sur la base de l'arrété du 7 aolt 2015, nous a permis de
diagnostiquer I'état de la pollution des eaux. L'évaluation de la performance de cette méthode
témoigne de valeurs satisfaisantes pour la plupart des molécules choisies dans I'étude pour les
paramétres: linéarité, effets matrices et rendements bruts. Pour les limites de détection et
quantification, les valeurs ont été pour certaines molécules plus élevées, d'un facteur de 2 a 50 selon
la molécule, par rapport a celles rapportées dans d'autres méthodes multi-résidus disponibles dans la
littérature. |l est difficile de comparer ces différence en raison des différentes méthodes d'extraction et
d'analyse faites. Cependant, les limites de quantification de notre méthode restent en accord avec
I'objectif de notre étude pour ce premier travail d'exploration. L'application de cette méthode dans les
eaux de surface et souterraines échantillonnées pendant la saison des pluies en février et/ou mars
2018 selon le cas, a révélé de fortes concentrations pour certaines molécules des classes
thérapeutiques analgésiques/AINS, anti-épileptique et antibiotique/anti-infectieux en milieu urbain.
Les niveaux de concentration peuvent atteindre quelques microgrammes par litre comme il a été mis
en évidence pour |'acétaminophéne (dans les eaux de surface) et le sulfaméthoxazole (dans les eaux
souterraines). La zone péri-urbaine est aussi contaminée, mais en moindre proportion par rapport a la
zone urbaine, ce qui valide que la pression anthropique associée a I'urbanisation a un impact sur la
qualité du milieu aquatique. Dans les eaux souterraines, des médicaments tels que carbamazépine,
ibuproféne, diclofénac, acétaminophéne et sulfaméthoxazole ont présenté des concentrations
élevées. L'accessibilité aux médicaments (marché informel et formel), le mauvais fonctionnement des
STEP existantes (non adaptées aux conditions climatiques locales), le rejet de médicaments dans les

toilettes et dans I'environnement immédiat, les enfouissements a ciel ouvert sont des facteurs que
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peuvent expliquer les fortes concentrations de RdM retrouvés dans ces milieux aquatiques. En plus, il
est a noter que la population humaine de Yaoundé utilise les ressources en eau dans multiples
activités telles que l'irrigation, le lavage, la baignade, etc, pour les eaux de surface. La population peut
utiliser I'eau souterraine comme eau de boisson. Cela suggere que les populations dans les quartiers
a Melen, a Biyeme et proche de la Gare Marchandises sont exposées aux médicaments présents

dans les eaux souterraines utilisées comme eau de boisson.

Ces travaux nous ont permis de fournir, pour la premiére fois, des données sur les concentrations
en RdM dans les ressources en eau de Cameroun et sur les usages de ces ressources qui
peuvent générer une exposition potentielle des populations humaines a ces polluants.
Cependant, des études complémentaires méritent d'étre conduites afin de conforter et de
développer les premiéres conclusions de cette thése. Une étude complémentaire peut étre de
prioriser une liste de molécules a suivre en ciblant sur les médicaments consommés par la
population. En Cameroun, aucune base nationale sur la consommation des médicaments n'est
disponible et les prescriptions n'ont pas été renseignées. Une enquéte préalable pour mieux
connaitre les habitudes de prescriptions et d'usage serait nécessaire en raison de l'absence de
base de données fiables. A partir de cette enquéte, une hiérarchie des molécules a suivre peut
étre établie, en tenant compte des facteurs tells que la solubilité, la toxicité, la consommation et
la représentativité des différents classe thérapeutiques. Cette liste devra étre confrontée a la
disponibilité de standards analytiques, déuterées et de I'équipement de laboratoire avant
d'établir les molécules retenues de fagon définitive. D'autres études complémentaires peuvent
étre: i) le développement d'une méthode multi-résidus pour les molécules de la liste établie
précédemment qui permet d'avoir une meilleur sensibilité pour détecter et quantifier les
molécules a basses concentrations et ii) la conception d'un plan d'échantillonnage national
représentatif permettant d'estimer I'exposition des populations aux résidus de médicaments dans
différents types d'eaux (eaux superficielles et eux souterraines) utilisées pour la production
d'eaux destinées a la consommation humaine et pour la consommation. Seule une campagne
d'analyse ciblée nous permettrait de répondre a la question des risques sanitaires pour la

population de Yaoudé suite a une exposition indirecte aux RdM via I'eau de boisson.

Par ailleurs, le rejet continu de RdM dans les milieux aquatiques entraine une exposition chronique
dans les écosystemes récepteurs. Ces composés biologiquement actifs sont susceptibles de se
bioaccumuler et de se métaboliser dans les organismes aquatiques. Cela pose la question sur les
risques potentiels pour les organismes exposés sachant que les cibles d'action du médicament
peuvent étre partagées avec ces organismes non cibles. La majorité des études concerne la détection
et la quantification des RdM accumulés dans les organismes d'eau douce tandis que dans les
organismes marins, les informations disponibles restent limitées. De plus, quelques travaux ont mis
en évidence l'accumulation de molécules méres et leurs métabolites dans les tissus des
organismes marins. Cependant, peu d'études permettent de déterminer si l'origine de ces
composeés est le résultat d'une absorption directe ou du métabolisme de I'organisme marin. Cette

problématique, nous a conduit a fixer comme deuxiéme objectif de thése: améliorer les
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connaissances sur le métabolisme des médicaments sur des organismes non cibles, plus

spécifiquement de I'antidépresseur venlafaxine chez Mytilus galloprovincialis.

Une approche non ciblée appliquée sur les tissus mous de moules exposées et de moules non
exposées a la venlafaxine a permis de caractériser par une approche sans a priori le
métabolisme de cet antidépresseur chez la moule méditerranéenne. En complément de cette
approche non ciblée, une approche ciblée a été conduite afin d'optimiser les méthodes
d'extraction tissulaire sur les métabolites renseignés a ce jour chez I'homme et chez la moule. Le
développement de la méthode de traitement tissulaire a pris en compte la charge positive qui
peut étre générée sur l'azote du groupe fonctionnel amine présent dans la structure de la
venlafaxine et ses métabolites, si la valeur de pH est inférieure a la valeur de la pKa de la
molécule en au moins 2 unités. Cette propriété a permis d'avoir un double mécanisme de
rétention des molécules sur la cartouche MCX utilisée pendant le processus d'extraction. Ce
double mécanisme de rétention a assuré la récupération non seulement des métabolites de
phase |, mais aussi des métabolites glucuronides, ces derniers sont difficiles a extraire en raison
de leur polarité élevée et de leur sensibilité a I'hydrolyse pendant le processus d'extraction. De
plus, I'évaluation de la performance de cette méthode de traitement tissulaire témoigne que la
combinaison des conditions d'extraction et de purification sélectionnés a permis des rendements
bruts élevés pour les métabolites de phases | et modérées pour les métabolites glucuronides,
ainsi que des effets de matrice modérés pour I'ensemble de molécules (venlafaxine et ses
métabolites). L'application de I'approche non ciblée sur les tissus mous de moules exposées et
de moules non exposées a permis d'identifier 4 métabolites de phase I. Au dela des métabolites
déja renseignés (NDV et ODV), deux nouveaux métabolites hydroxylés a différentes positions au
niveau de la structure de la venlafaxine ont été identifiés. Le métabolite hydroxylé avec le groupe
fonctionnel OH situé sur le carbone adjacent a I'hétéroatome de la structure de la venlafaxine, est le
principal métabolite. A notre connaissance, ce métabolite n'a pas préalablement été rapporté. Nos
résultats ont mis en évidence des différences dans le processus de biotransformation entre les
humains chez qui le métabolite principal est un métabolite déméthylé (ODV) et les moules, chez qui le

métabolite principal est hydroxylé (OH-VEN).

Ces travaux nous a permis d'avancer dans la caractérisation du métabolisme des médicaments
sur des organismes non cibles, plus spécifiquement de l'antidépresseur venlafaxine chez la
moule méditerranéenne. L'identification de deux nouveaux métabolites hydroxylés soulévent la
question sur leur implication dans les effets qui pourraient étre observés dans la moule. La
métabolomique est un outil qui peut permettre d'étudier les effets potentiels de I'exposition aux
RdM chez un organisme non cibles. De plus, dans le milieu aquatique, en particulier dans le milieu
marin, un mélange complexe de produits pharmaceutiques existe et les organismes marins sont
exposés a ces mélanges. Une autre étude complémentaire peut s'intéresser aux effets de mélange,
soit de produits pharmaceutiques entre eux ou combinées a d'autres stress chimiques, physiques ou

microbiologique, dans les organismes aquatiques.
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