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La prise de conscience des enjeux environnememtdortement progresse, en France et
le monde, ces dernieres années. Au centre descppi®dn se trouventdes themes comme
changement climatique, I'érosion de la biodiversitéles lens entre pollutions et santé qu'elle
humaine ou environnementale. Pour preules projets ambitieugui ont été initiésle Protocole de
Kyoto (1992) a I'échelle mondii, le projet REACH, la Dective Loi Cadre sur l'aila Directive Loi
Cadre sul'eau a I'échelle européen(avec leurs adoptions par I'ensemble des pays me), le plan
Santéenvironnement, la loi sur l'eau et les milieux amguees promulguée le 30 décembre 20(
I'échelle nationale.

Nos sociétés de consommation ont impc l'industrie chimique une innovation constante.
conséquence, Nous sommes exposes des la vie wdrlnsieurs milliers de substances chimiques
ont le potentiel d'engendrer des effets délétddepuis la publication dSilent Sprini par Rachel
Carson (1962), une inquiétude croissante quant eapacités des composés chimiques
I'environnement a exercer des effets profonds Et&lés sur les populations sauvages et la :
humaine est née. Depuis les 40 dees années, un fort intérét a émedgée part de la populatic
scientifique et d'autre part du grand public viardéais des organisationenvironnementalist” a
propos des effets délétéres, que peuvent avoiaieercomposes, notamment quant aux syst

endocriniens.

Contexte Sociétal

Les Francais et les préoccupations environnemes

Dans un sondage IFOP pour le Monde du 18/07), 36% des francais sondés révéla
étre extrémement préoccupés par la pollution des, en 2™ position deleurs préoccupations

environnementales (Figure 1).

60
50 - Ichangements climatiques  Hpollution des eaux U nucléaire
dpollutionatmosgphérique  Hrigques alimentaires Irisques industriels

damiante

D T T T T T T |

climaticues armogpherious alimentaires

changements  pollution deg eaux nucleaire pollution riEgues risques industriel s amiante

Figure 1 : Les principalgsréoccupatior environnementales des francais. Résultats d’'unasm
IFOP, Le Monde (18/07/2008).
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Petite de revue de presse

Afin de mieux cerner le contexte général dans legaesujet d’étude se positionne, une
revue de presse (non-exhaustive) a été réaliséel@afprésenter le traitement journalistique des-deu
trois derniéres années. Parmi les titres qui ohtefaine, il peut étre cité :
= “Des poissons qui changent de sexe, des humaimegennent résistants aux antibiotiques... Et si
c’était la faute d’'une nouvelle forme de pollutide I'eau causée par une consommation excessive de
meédicamentsRevue Prescrire cité par Alexandra Etchkenasi pewarisie(02/07/07) ;

o “Environnement : les eaux polluées par les médictsh@ar Martine Perez pour Le Figaro
(14/10/2007) ;

= “A la recherche des nouveaux polluants dans les eaéa&s. L'infiniment petit est-il infiniment
polluant? par Marielle Court pour Le Figafd5/10/2007) ;

- “Trop de médicaments dans les fleuves frafi¢ais, 02/07/2007 ;

o= ‘L'usage des stupéfiants analysé dans les égmautdicolas Granet pour Le Figafbb/10/2007) ;

- “Médicaments : gare a la pollutiopar Anne Jeanblanc pour Le Pdi@4/06/2007) ;

- “Ces médicaments qui polluent les riviénear Marielle Court pour Le Figad8/04/2008) ;

o ‘Les médicaments rendent les rivieres mafadesr Florence Pitard pour Ouest France
(21/09/2008)

Tout ceci suggere que la problématique de la aaiaation de la contamination des milieux par les
polluants émergents est au coeur des préoccupatemgérancais et qu’'une recherche est plus que
jamais nécessaire afin d’apporter des élémentgmEnse quant aux risques liés a la présence de ces

molécules dans I'environnement.

Contexte de recherche

Parce que les milieux aquatiques ont toujours @iénément liés a I'essor économique :
croissance démographique, essor industriel, atmieuintensive, tourisme de masse; ils sont devenus
I'ultime déversoir des déchets liés a nos modesielell n'est donc pas surprenant de constater des
troubles liés a des perturbations des systemescenims chez les organismes vivant dans des
systémes aquatiques fortement impactés par legtéstanthropiques. Deux exemples emblématiques
des phénomenes de perturbation endocrinienne eéeundbuatique sont la découverte de gardons
présentant d'importantes malformations des testscdlans certaines rivieres britanniques impactées
par des rejets de station d’épuration (Joblind.etL898) et celle de gastéropodes marins massahni

apres une exposition chronique a un biocide, leitylétain (revue par Sumpter, 2003).

D’'importants efforts de recherche ont été portés,Eeirope (programme POSEIDON,
programme BEEP, programme COMPRENDO) et en FraRETOX, PNSE) (Figure 2), afin
d’identifier et de caractériser les sources degives et les molécules, dites émergentes, susltaptib

d’engendrer ces effets toxiques.
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Figure 2: Principaux programmes de recherche en Europe Etamce sur la période 1¢-2008
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Dés 2002, I'Agence Américaine de protection devimnnement (EPA) avait entrepris des
études visant a caractériser les pressions de moraton sur I'ensemble de son territoire. Cette
investigation a récemment été reconduite et ladteds ont été publiés en 2008 par Foccazzio gt al.
ils mettent en évidence que les molécules préseataprobleme majeur, dans les eaux de surface et
les eaux souterraine, sont les molécules dites gantas (de part leur nombre de détection et les
concentrations mesurées) : PCPP (Produits de soipsrels et pharmaceutiques, vert), pesticides et
agents industriels (plastifiants et détergente)r{iSigure 3).

70 %
60
50
B eaux de surface (n=49)

40 © eaux souterraines (n=25)
30
20

10 A

Stéroides («
Fragrances (
Antibiotiques (25 |
Pésticides (2
Plastifiants (3
Répulsifs (1
Détergents (<
Désinfectants (¢
Solvants (1

Médicaments sans prescription I
Médicaments avec prescription
Retardateurs de flamme
Produits Cosmétiques (

Teintures, résines, fuels | J

Hydrocarbures aromatiques polycycliques

Figure 3 : Fréquence de détection de différentessels de contaminants organiques dans les eaux de
surface et souterraines aux Etats-Unis (Foccazab,2008).

Ainsi, une substance émergente est généralemeitied€omme une substance dont la
présence dans I'environnement est avérée mais 'get pas encore réglementée. Sous ce terme
générique, un nombre important de molécules sogtoupées : les hormones, les substances
pharmaceutiques, les produits de soins corporels, Nouveaux pesticides et les perturbateurs
endocriniens. En Europe, la prise de conscienceridgges environnementaux s'est traduite par la
mise en place d’'un cadre réglementaire visant ainédes rejets de substances dangereuses dans les
milieux naturels et I'étude de leur devenir darsrdlieux naturels. Les nombreux efforts conduits,
notamment a [I'échelle européenne, vont dans le s#nose connaissance de la qualité
environnementale (chimique) des différentes resssuen eau disponibles et de leurs évolutions. En

France, contrairement a d’'autres pays européeiiemagne, Suisse, Royaume-Uni, Espagne, ltalie,
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Pays Nord-européens, les données de présence sigbstances sont parcellaires et ne permettent pas
de conduire une réelle évaluation des risques tsighair leur présence.

Dans ce contexte, les objectifs de ces travauxétdtl'étude de 3 classes de polluants
organiques d'intérét: les alkylphénol-polyéthoxyliésbisphénol A et les substances pharmaceutiques
dans les systemes aquatiques ; d'une part parvelaEpement et I'optimisation de méthodologies
analytiques permettant leur identification et gifeation dans I'environnement et d’autre part par

I'étude de leur devenir et de leur présence dansdarces et dans les systémes récepteurs.

Dans unegoremiére partie ce manuscrit présente un état de I'art des coserai®s organisé
tout d’abord autour des agents industriels: alkgipit-polyéthoxylés et bisphénol A, ensuite autour
des substances pharmaceutiques (nature des commtsdes des sources, étude du devenir et
données de présence dans les systemes aquatiffeesstaxiques et risques écotoxicologiques liés a
leur présence dans les écosystémes aquatique$), Bahs un troisieme chapitre, une présentation
des méthodologies analytiques, de I'échantillonratge validation des données, pour les 3 classes de
molécules organiques considérées dans cette &tideraée.

Dans unedeuxieme partie,les méthodologies analytiques développées et edpsopour
I'étude de ces molécules dans les systémes aqgestispnt exposéetes systemes étudiés sont
également présentés dans un contexte socioéconamiqu

Dans undroisieme partie, une synthése des résultats obtenus dans le cadesdeavaux
de thése sera présentée et discutés : méthodokugdgiques développées et validées pour I'étude
des alkylphénol-polyéthoxylés dans les matricesrenmementales les principaux résultats obtenus
suite aux développements et a l'application de abes méthodologies d’échantillonnages pour
I'étude des écosystémes aquatiques ; la préserleedetvenir des alkylphénol-polyéthoxylés et des
substances pharmaceutiques dans les stations afi@pufrancaises ; les données acquises par les 5
années de suivi des alkylphénol-polyéthoxylés enage de Seine ; les données de présence et de
devenir des alkylphénol-polyéthoxylés et des sutosts pharmaceutiques dans les systémes littoraux
frangais. Ce travail sera complété pagletrieme partie qui présente les 10 publications réalisées

dans le cadre de ce travail de thése.
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| Généralités sur les alkylphénol-polyéthoxylés

.1 Voies de synthése et production des alkylphénol-ly@thoxylés

Les alkylphénol-polyéthoxylés (APEO) sont des cosdsochimiques d’origine anthropique,
uniqguement. lls font partie de la vaste classe si@factants non-ioniques et présentent une
caractéristique essentielle : ce sont des moléautgshiphiles. L'élément de base de la molécule est
un noyau phénolique sur lequel est substitué uitabdlkyle. La molécule comprend un nombre
variable de groupes éthoxylés (-CH2-CH2-0O-) (Figlre

R=
-CyHy19= nonyl- - N
-CgH,7 = octyl -
Hz Hy
o C OH
~
c P 0 \\‘C -
Ho Ha
m=n-1
1<n<100
R . —'m n
Région apolaire oo Région polaire i
e e e e e ->
Molécule amphiphile

Figure 1: Molécule d’alkylphénol-polyéthoxylé.

I.1.1Voies de synthése des alkylphénols

Les alkylphénols d'importance commerciale sontital#s quasi exclusivement par réaction
catalytique entre une oléfine et un phénol, unairés un xylénol (Reed, 1978). Les oléfines résulte
des opérations de pétrochimie. Le nonylphénol @#®)produit industriellement par réaction entre un
phénol et un mélange d’'isoméres du nonéne, en réseé’un acide catalytigue. La production
européenne de nonylphénols était de 73 500 tormd9@7 (INERIS, 2005). L’octylphénol (OP) est
issu de I'alkylation d’'un phénol et du diisobutyesuivie par une distillation sous vide. Les solusi
d’alkylphénols sont des mélanges d’isomeéres (clsadtieyles ramifiées). Le nonylphénol technique
est une solution qui contient 22 isoméres du NPg{Nta, 1999). 90 % des alkylphénols présentent

leur radical alkyle en positigmara, moins de 10 % en positimmtho (Maguire, 1999).

I.1.2Voies de synthese des alkylphénol-polyéthoxylés

Les alkylphénols sont principalement utiles pourtgtiser des surfactants non-ioniques (un
surfactant ou tensioactif est une molécule amplepte faible poids moléculaire, <1000 g.rhodui
présente une partie hydrophobe (chaine de 6 a ”¥@rees en moyenne) et une partie hydrophile
(COO0-, (-CH2-CH2-0-)) de type alkylphénol-polyétlyiis par une réaction d’éthérification. Les
alkylphénols les plus utilisés sont les nonylphémyéthoxylés (NPEO), et les octylphénol-
polyéthoxylés (OPEO) (80% et 20% respectivemengufeé 3). La production mondiale d’APEO a

été estimée a environ 500 000 tonnes pour I'an®®8,1(d’'aprés I'ASPA, Syndicat National des
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fabricants d'Agents de surface et de Produits Aaiséls industriels), le prix des nonylphénol-
polyéthoxylés (NPEO) est de 1,2€kmais varie avec la pureté du produit (INERIS, 2005

[.2 Les propriétés physiques et chimigues des APEO

Les propriétés physico-chimiques des APEO sontrihtées d'une part par la longueur de
leur chaine éthoxylée et d'autre part par la nateréeur radical alkyle (longueur et isomérie). La
solubilité augmente avec la longueur de la chathexglée, avec I'arborescence du radical alkyle
(Talmage, 1994), avec la température (2°C et 28AG¢I, 1993); elle diminue lorsque la longueur du
radical alkyle augmente (Tableau 1). La lipophibe hydrophobicité) des APEO augmente lorsque la
longueur de la chaine éthoxylée diminue (Ahel angkG 1993). Les valeurs de Koc (ou constante
organique des sols qui définit la distribution deomposé entre les phases liquides et solidesoti®s s
obtenues pour différents AP et APEO tendent a mettrévidence que ces composés ont une bonne
affinité pour la composante particulaire (sols,is@mts) et que cette affinité est d'autant pluyvéde
que la longueur de leur chaine éthoxylée diminabli@au 1).

L'ensemble des propriétés physico-chimiques réssirdéas le Tableau 1 semble montrer
que les APEO et leurs métabolites possédent deeBarapacités de dispersion dans I'environnement
et spécifiqguement dans les systémes aquatiqueadtsmtubilité, valeur de log Kow laissant supposer
une bonne affinité pour les phases solides, valdeitsoc laissant supposer une bonne affinité pesir |
composantes organiques, valeur de pression de vapatant en évidence de faibles propriétés de
volatilisation).

Tableau 1 : Les principales propriétés physiquebiatiques des APEO et des AP.
(@) Ahel, 1993 (b) Ahel and Giger, 1993 (c) Fergusoalet2001

5 Masse o
P Numéro de Formule p . Solubilité aqueuse Log Koc
Nom de la molécule CAS chimique ”‘(‘;'_";‘ng:%"e (mg.'a 205°C) | Kow | (Lkg?)
Nonylphénol technique @ (b) ©
4-NP 84852-15-3 CysH,0 220,3 5,43 4,5 245
Nonylphénol-
monoéthoxylé - Ci7H2605 281,4 3,02@ 4,1® 288©
4-NP1EO
Nonylphénol-diéthoxylé @) (b) ©
A-NP2EG - Ci1gH3,03 308,5 3,38 4,2 151
Nonylphénol-
tetraéthoxylé - CozHaeO6 396,6 7,65@ 4,3® -
4-NP4EO
Nonylphénol-
nonaéthoxylé - CasHeO10 616,8 Soluble dans l'eal? | 4,1® -
4-NP9EO
Octylphénol 4-OP 140-66-9 CiH20 206,3 12,6@ 4,1® 151©
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[.3 Domaines d'usages et applications

Les APEO sont employés dans des domaines d’applicgies larges en tant que détergents,
eémulsifiants, agents de mouillage et agents diapesgFigure 2).
Les principaux secteurs d’utilisation des APEO desitsuivants (INERIS, 2005) :
- Production et formulation de produits destinéseeteur industriel (ils sont présents dans des
produits détergents, dispersants, désinfectangés]atulants pour le traitement des eaux usées),
- Polymeéres en émulsion et peintures,
- Produits phytosanitaires, engrais ("Alex Packgral 90"),
- Industrie électronique et électrique,
- Nettoyage industriel, institutionnel, domestique,
- Tanneries, industrie textile,
- Production de pates a papier,

- Additifs pour lubrifiants et carburants.

Depuis leur premiére synthése dans les annéesut(prioduction et leurs usages n’ont cessé
de croitre de maniere exponentielle. Dans une técevue, Soares et al. (2008) rapportent des
productions annuelles de nonylphénol de I'ordrel B¢ 200 tonnes aux Etats Unis, 73 500 tonnes en
Europe, 16 500 tonnes au Japon et prés de 16 A08¢@n Chine. En France, les volumes de vente de
nonylphénols et autres alkylphénols ne sont pasus(INERIS, 2005).

H Produits d'entretien d'usages
domestiques
B Usages industriels

 Usages produits d'entretien
institutionnels et industriels
LIUsages miscellaires

Figure 2 : Principaux usages des APEO (d’apres &ei897).

Les APEO sont utilisés en mélange (différentesdengs de chaines éthoxylées, différentes

isoméries) et également en tant que composantsod@reux produits manufacturés (produits
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cosmeétiques, peintures, produits détergents), é¢eenggendre une grande complexité quant a la

maitrise de leur devenir environnemental (multgdiien des sources).

Renner (1997) estime que prés de 60 % des APEQigsabnt rejetés dans les écosystemes
aquatiques. Afin de comprendre leur devenir dabhem@ronnement, il est important d’identifier & d
guantifier leurs sources, de comprendre les méresisconditionnant leur devenir dans les
écosystemes aquatiques (dégradation, stockagest #galement nécessaire de connaitre leur impact

sur les organismes du milieu (toxicité, modes et

USAGES DOMESTIQUES

USAGES INDUSRIELS

USAGES AGRICOLES

) I Volatilisation
. Rejets

¥ - AL AA

/ [ Métabolisation? o Tmnspor'rphased:ssou'rey A
Kg R T i -
5 NS = gy, ! colloidale \| ©
N L) ~. ase !
0 N Ox Qry,. ! ) ¥
L N L7/ | p
&L N '?J N /& i %
e e T a v v e @T
B <£ 0 *o, ww i
X BIODEGRADATION 0
4 q Sédimentation "
b Métabolisation?
<D - ] l
| : . Remise en m
S Sédiment suspension RIERE RO
Eaux souterraines : ) : ] : ) : :

Figure 3 : Cycle biogéochimique des APEO dans ifenmement.

Il Les sources
Les APEO et leurs dérivés entrent dans I'envirorgrd@mar 3 voies majoritaires :

- les eaux de ruissellement

Cette source apparait minoritaire, essentiellenfiéiet aux usages agricoles (APEO en
association aux pesticides, APEO liés aux épanjlageseffet certaines études ont pu mettre en
évidence une dégradation (minéralisation) rapide 8d> associés aux boues lors d'épisodes
d’épandage (revue par Soares et al., 2008).

Page 17



Contexte bibliographique

- les rejets industriels

Un certain nombre d’études se sont attachées &fidetes sources d’entrée des APEO dans
les écosystémes aquatiques, les rejets industrefent bien évidemment partie dans des proportions
qui peuvent étre trés importantes. En France, [éRBRle Champagne-Ardenne (INERIS, 2005) a
réalisé une étude sur les rejets des grandes iretude la région. Elle annonce des rejets deréodg
133 g.j* de nonylphénol (4-NP uniquement) par les industtixtiles, prés de 10 @.jpour les
industries agro-alimentaires. L’hypothése que egsts contiennent également un grand nombre de
dérivés d’APEO (non mesurés) de longueur variabléad de la nature des produits industriels, autan
de sources de NP potentielles par dégradation;§imutavancée. Ces premieres tendances ont été
confirmées par les données du RSDE publiées en @38RIS).

- les rejets de stations d’épuration (urbaines eistiéelles)

Les stations d’épuration (mixtes, industrielledyaines) apparaissent comme étant la source
principale d’APEO dans I'environnement. Les proassge traitement des eaux usées sont présentés

dans I’Annexe Il afin de faciliter la lecture duadwnent.

1.1 Le devenir des alkylphénol-polyéthoxylés dans lesations d’épuration

11.1.1 Les phénoménes de biodégradation

Les phénomeénes de dégradation et de transformbibogiques (Figure 4 ; Ahel, 1994)

sont importants dans le cas des APEO. Le mécardsrhédégradation s’articule selon deux étapes :

a) La biodégradation primaire

C’est un procédé selon lequel la molécule d’APEQoggdée et altérée suffisamment pour
gu’elle perde ses propriétés de tensioactif. Lae voiajoritaire de biodégradation est la perte
successive de groupements «éthoxy» (White R, 199d)conditions anaérobies, les produits de
dégradation sont majoritairement des AP1EO et ARZED conditions aérobies, les produits de
dégradation sont des acides alkylphénoxypolyéthmtigues (APEC), plus particulierement AP1EC
et AP2EC (Ahel, 1994) (Figure 4) des acides carhtkxyphénoxypolyéthoxyacétiques CAPEC (Di
Corcia et al., 1998; Lu et al., 2008a; Soares .e808). L'alkylphénol est quant a lui le proddé
biodégradation primaire ultime, en condition aéeodti anaérobie (Ahel, 1994) (Figure 4). Des études
menées en laboratoire ont également montré queitésse de biodégradation est d'une part
dépendante de l'agitation des eaux (le phénoméndagant plus rapide que l'agitation de I'eau est
élevée) et d’'autre part de la température (lordguempérature du milieu augmente la vitesse du
phénomeéne augmente) (Ahel, 1994). La biodégradatiomaire se déroule principalement au sein
méme des stations d’épuration (STEP), elle estrigé® par la présence de micro-organismes (Ahel,
1994 ; Corvini et al., 2006).
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b) La biodégradation ultime

Ce procédé conduit a la conversion compléte degaulds en C§ H,O et sels minéraux
(Ahel, 1994). La biodégradation du NP par les bétésemble étre ubiquiste (Corvini et al., 2006).
La plupart des micro-organismes capables de dégladeéP sont du genr8phingomonaBacillus.
Ce phénomeéne est sous le contrdle d’'un certain reomé paramétres : position et longueur de la
chaine alkyle, structure de la chaine alkyle, cotraéon initiale en NP, pH, concentration en oxygeé

(aération) (Corvini et al., 2006).

CH CH OH
D\ECH/Z %01 %A,  Alkylphénol-polyéthoxylé
. . m APREO
v

Pertes de
Conditions aérobies groupements

P O.___CH, _CH, OH
e ScA, o7 cA,

O
0] CH
R “CH, SOH

Alkylphénol monoéthoxylé
AP1EO

e N o

OH

R Alkylphénol
AP

Figure 4 : Schéma de la biodégradation des APEO.

11.1.2 Efficacité des processus mis en ceuvre dans les STEP

L’étude du devenir des APEO dans les stations d&tmn ainsi que I'évaluation des
processus mis en ceuvre est complexe (Figure 5) mé@smoins indispensable pour conduire des
évaluations des risques dans les systemes natutets principaux éléments ont récemment été
résumeés par Teske et Arnold (2008).

Les traitements préliminaires et primaires sontgf@inaces pour I'élimination des APEO, en
particulier le NP (Keller et al., 2003). Les traitents secondaires, biologiques, sont le siege d’'une
activité intense qui, dans le cas des APEO, conduiin abattement significatif dans les phases
aqueuses comme le met en évidence le Tableau 2199s Ahel et al. concluaient que le NP était
aussi sensible aux mécanismes d’abattements sé@mdme les autres contaminants organigues

majeurs.
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Figure 5 : Complexité du devenir des APEO et deslengtabolites de biodégradation.
Exemple des changements de concentrations en rlitdalsturant la période de biodégradation au

cours de processus de boues activées dénitrifiditgerés Lu et al., 2008b).

Tableau 2 : Efficacité des traitements de STEP tudabattement des APEO (Bruchet , 2006).
Type de traitements secondaires Observations

N93 % NP
N90 % NP1EO
N91 % NP2EO

N76 % OP

N72 % NP
N 94 % NP1EO
N92 % NP2EO
N70 % OP

Boues activées en aération prolongée

Boues activées moyennes charges

N93 % NP
N97 % NP1EO
N84 % NP2EO

N60 % OP

Biofiltres

N66 % NP
N71 % NP1EO
N27 % NP2EO

N30 % OP

Lits bactériens

N98 % NP
N99 % NP1EO
N99 % NP2EO

N98 % OP

Lagunage

Le devenir des APEO dans les stations d'épurasorien renseigné (Giger et al., 1987 ;
Nasu et al., 2001 ; Lu et al., 2008b ; Zhang et24l08a ; Soares et al., 2008 ; Corvini et al.,6200
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Les boues activées sont le siege d'une biodégoaditiense, en condition anaérobie (Chang et al.,
2005 ; Lu et al., 2008a) et aérobie (Ahel, 1994ndhe et al., 1998), conduisant & la formation Be N
NP1EO, NP2EO, NP1EC, NPEC et CAPEC (Loyo-Rosalesl.et2007 ; Teske et Arnold, 2008)
(Figure 6). Comme récemment affirmé par Hernandegd@t et al. (2007), les processus de digestion
en conditions anaérobies sont plus performants péimination des NP, NP1EO et NP2EO que les
traitements de digestion anaérobie.

0.5

Concentration (pmol/L)

Concentration (umol/L)

TT T TTTY PR

- oo |
o lLARLELY aasaldlaaaaa 2 ¢

01234567 B‘il!}lllili!lﬁlf)lﬁ!?l!\lﬂ]:,\9
NPEO,

=z 1

/ 2 71
3456783 c_ﬁ
NPEC, g

Présence des formes acides APEC dans les rejetsdegprocessus de traitements aérobies
Figure 6 : Distribution en homologues d’APEO eleles métabolites de biodégradation dans des
effluents de STEP a) dans un effluent anaérobjelabs un effluent aérobie (Zhang et al., 2008a).

Des parametres tels que le temps de résidence utigdi® la concentration initiale en
composés d’intérét (concentration en NPEO, conagotr en NP), la nature du substrat organique
sont autant de paramétres qui peuvent affecteimilétion des APEO et AP dans les stations
d’épuration (Zhang et al.,, 2008a ; Lu et al., 2008&oares et al.,, 2008). Les processus de
biodégradation anaérobie dans les boues sont pehdépts et thermo-dépendants (Lu et al., 2008a ;
Zhang et al., 2008a). Selon la source de l'inoculdies résultats trés différents ont été mis en
évidence, preuve que les aspects biologiques sodési points centraux pour expliquer le devenir des
APEO dans les processus mis en ceuvre dans les SESRe et Arnold (2008) concluent que
I'élimination des NP1EO, NP2EO et NP au cours desiteiments conventionnels est
vraisemblablement sensible aux paramétres opénationes usines de traitements.

Des 1994, Ahel et al. avaient montré que plus dée9fes NP étaient rejetés via les boues.
La principale voie d’élimination des NP est ladil boues en raison de sa grande affinité pour les
phases solides (log Kow et log Koc élévés) (Soateal., 2008). Ainsi la contribution du NP au
caractere ocestrogénique des effluents finaux appacanme mineure au regard de celle des
cestrogénes naturels et synthétiques, cependamricsamulation dans les boues représente un risque
critique pour lI'environnement spécialement s'il esinsidéré que prés de 60% sont épandues en
France (Teske et Arnold, 2008). Dans de récenausg Das et Xia (2008) ont évalué le devenir des
NP dans les filieres de compostage. Ces filiéres Ies voies les plus fréquemment utilisées pour le
traitement des boues avant valorisation. lls ontnmettre en évidence que les phénomenes de

biodégradation étaient isomeres-spécifiques ; iosrtsomeres o-méthyleea-propyle) apparaissant
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comme réfractaires a la dégradation. Ce qui posefain de plus le probleme de la valorisation des
déchets.

Dés 1987, Giger et al. ont constaté que les traiesn dits tertiaires concouraient
significativement a l'abattement des APEO : AP, BB1AP2EOQ. Gultekin et Ince (2007) ont résumé
I'efficacité des processus d’oxydation avancés fglgse indirecte, oxydation photocatalytique,
ozonation et sonolyse) quant a I'élimination du N&ns les STEP (expériences conduites en
laboratoire). lls concluent que les réactions detgtatalyse avec du dioxyde de titane ()i€bnt les
plus efficaces pour atteindre une minéralisation slébstances d'intérét. Cependant, bien que moins
efficaces, il apparait que les traitements par atdon et photolyse sont les plus proches des dondit
existantes dans les systémes «naturels». Petrioaic(@003a, 2003b) ont mis en évidence la présenc
de formes chlorées et bromées de NP, NP1EC damrdfliesnts de station d'épuration qui présentent
des étapes de désinfection (chloration, bromation).

Ainsi, une considération prudente doit étre coradgitant aux réels colts / bénéfices de ces
procédés tertiaires pour I'abattement des contamsrtaaces. Au regard, d’'une part, des surco(ts (pr
de I'eau) gqu'ils peuvent engendrer et d’autre parfpotentiel toxique des molécules formées lors de
ces processus. En effet, les métabolites génér&ous des processus tertiaires nécessiteront une
investigation d’'un point de vue écotoxicologiqguengeignement du cycle biogéochimique, données

de toxicité pour les organismes vivants dans ldigmxi...) et toxicologique (données sanitaires).

1.2 Présence dans les effluents de STEP

Le Tableau 3 présente les gammes de concentratiessrées dans les effluents de station
d'épuration, de par le monde, pour les principawtabolites de biodégradation des APEO. La
présence du NP et des métabolites de biodégraddBaEO et NP2EO est bien documentée dans les
effluents de stations d’épuration. Au contraires tlonnées concernant la présence des APEC sont
fragmentaires mais cependant nécessaires a |aatiai de bilans d’abattements. Les données de
présence de CAPEC sont rares, ceci peut s’explipaete fait qu’il n'existe, pour I'heure, aucun

étalon analytique commercial de ces molécules.
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Tableau 3 : Données de présence des APEO darffllesits de STEP.
(Concentrations exprimées en [fgphase dissoute)

[NP] [NPLEO] | [NP2EO] [NP1EC] [OP] [NPEOQ] Références
5,11 30-65 47-77 na na na Ahel and Giger, 1985
0,7-4 na na na na na Di Corcia et al., 1994
<0,2-5,4 na na na na na Blackburn et Waldock, 1995
0,8-15,1 na na na 0,12-1,7 na Lee et al., 1997
3-343 na na na na na Solé et al., 2000
0,08-1,24 | 0,21-2,96 na na 0,02-0,48 na Isobe et al., 2001
0,171-37 na na na <lod-0,673 na Snyder et al., 2001b
<lod-0,77 na na na <lod-0,073 na Kuch et Ballschmiter, 2001
0140- | 0,072 | g 990-0,210[ 890~ | 040,019 na Jahnke et al 2004
0.24: 0.17¢ 1.12(C
<lod-5,0 | <lod-156| <lod-4,7 <lod-16 <lod-13 2,8-6,6 Gonzalez et al., 2004
0,05-1,3 na na na na na Johnson et al., 2005
0,5-1,1 na na na na na Nakada et al., 2006
0,26-0,73 | 0,19-1,3 0,05-1 0,23-4,5 | 0,011-0,014 na Loos et al., 2007
0.180- | 0.069- | 59420830 na | 0,029-0,300| na Clara et al. ,2007
1,60( 1,80(¢
<lod-0,011 na na na <lod-0,333 na Quednow et Puttmann, 2008
0,33-2,07 3,63-4,98 na 0,13-0,33 | 31,3-80,4 Cespedes et al., 2008
<lod-1,267 <lod- ‘ <lod- na <lod-0,586 na Baugros et2008

1.3 Présence dans les boues

La Figure 7 et le Tableau 4 présentent des dorh&gsésence de NP et divers métabolites
de biodégradation des NPEO dans les boues denstipuration, au cours du temps (période de
1984 a 2007). De nombreux travaux ont porté swaligation des processus de traitements des boues
(Tableau 4) et leur capacité a contrbler la présatec NP en leur sein. Il peut-étre constaté que les
concentrations en NP dans les boues finales stréneement variables (quelques dizaines a plusieurs
milliers de mg.kd) et fortement dépendantes des processus mis eneodams les usines de
traitement (précédemment discuté).

La problématique de leur présence dans les botiggie®ement liée a celle de leurs usages.
En effet, le probleme de leur utilisation en tane groduits valorisés pour I'agriculture commence
juste a étre évalué (Sjostrom et al., 2008). Emd¢eal'Institut National de la Recherche Agronongiqu
(INRA) a lancé des travaux de recherche (progratAR@GBREDE Agriculture et épandage de déchets
urbains a usages agro-industriels) qui ont pourdiitaluer la biodisponibilité et les transfertd-so
plante de ces contaminants notamment le NP. Lestaé&s obtenus montrent qu'une part des NP
présents dans les boues épandues est biodisppoiliées plantes et les micro-organismes des kols.
apparait gu'aux doses ou il est présent, en FrdadeP n’engendre pas d'effets chez les végétaux,
méme si certains effets ont pu étre observés suedeoduction des champignons. Ces travaux se
poursuivent encore au travers de divers programB&ESFOR (Epandages de produits résiduaires

sur parcelles boisées).
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Figure 7 : Evolution des concentrations en nonyhpls(NP+NREO+NREO) dans les boues de

stations d'épuration danoises (d'apres thése Jénsz001).

Tableau 4 : Données de présence du NP dans les e &TEP.

Pays [NP] "
(nombre d’échantillons) I8 62 9ES (mg.kg*, poids sec) RERTENEES
. Boues anaérobies stabilisées 450-2 350 .
Suisse / Allemagne (30) Boues aérobies stabilisées 80-500 Giger et al., 1984
. . Boues anaérobies stabilisées 640-2 200
Finlande/Suisse (29) Boues aérobies stabilisées 120-650 Brunner et al., 1988
Suisse (19) Boues finales 540-1000 Ahel, 1994
Boues anaérobies stabilisées 754
Boues traitées a haute T° 496 .
USA (1) Boues chaulées 470 La Guardia et al., 2001
Boues compostées 64
. Boues avant digestion anaérobie 242
Italie (2) Boues anaérobies stabilisées 308 Bruno et al,, 2002
Boues aprées séchage 17,3
France (3) Boues apres chaulage 199,9 Ghanem et al., 2007
Boues aprés compostage 62,5-130,0
Espagne (5) Boues finales 20-194 Cespedes et al., 2008

[l Devenir dans I'environnement, cas des écosystenssgiatiques

Le premier phénomene a se dérouler aprés l'inttimudes APEO dans le milieu aquatique

est un phénomeéne de dilution (de la source vensilleu récepteur, puis du milieu récepteur vers un

milieu marin ouvert), plus ou moins important selendébit, ce dernier étant fonction des saisons

(crues, étiages). Les APEO et leurs dérivés sdbliefaent volatilisables (Ahel et Giger, 1993) diete

sorte que les pertes par ce mécanisme apparaipsestires. Deux phénomeénes vont contréler le

devenir des APEO et de leurs métabolites : les g@hénes de dégradation et les phénoménes de

sorption.
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1.1 Les phénomeénes de dégradation en milieu naturel

111.1.1 Les phénoménes de photodégradation

La photolyse est la décomposition d’'un composé ithiem par I'action d’une énergie
radiante. Des études menées en mésocosmes oninndégidence que pour que la photolyse du
nonylphénol se déroule une intensité lumineuse,@® ® 0,09 mkW™.h™ (énergie équivalente a celle
du soleil & midi en été) était nécessaire (Aheallgtl994). De plus, il a été montré que la pha®ly
était plus lente pour les composés éthoxylés quelps alkylphénols (AP) et qu’elle ne pouvait avoi
une incidence que dans la couche superficiellecdEmnes d’eau, sur quelques centimétres (Ahel et
al., 1994). Dans les eaux naturelles, en condita@rsbies, le NP est dégradé rapidement en raison
d’'une photosensibilisation liée a la présence digenmgaorganique dissoute (Ahel et al., 1994). Neamt
et Frimmel (2006b) ont mis en évidence que la phegoadation du nonylphénol était dépendante d'un
grand nombre de paramétres physico-chimiques :résepce de Bé et d'espéces réactives de
'oxygéne augmentent les cinétiques de photodétioagdaau contraire la présence de matiéres
organiques dissoutes semble ralentir les cinétigieephotodégradation. Les produits intermédiaires
issus de cette photodégradation (1,4-hydroxybenegdet-benzoquinone) ne semblent pas présenter

de pouvoir cestrogénique.

111.1.2Les phénomeénes de biodégradation

Les molécules entrent dans l'environnement a diffls stades de dégradation, les
mécanismes de biodégradation initiés dans les S0BPse poursuivre dans les milieux naturels, avec
des cinétiques plus lentes (Ahel et al., 1994 s&et al., 2004 ; Naylor et al., 2006). Méme ssaet
les phénomeénes de dégradation primaire (dimind®ia chaine éthoxylée) qui se déroulent dans la
phase aqueuse (Ejlertsson et al., 1999) ; Naylat. €2006) ont mis en évidence que des phénomeénes
de minéralisation des alkylphénols étaient suskkgstide se dérouler : ouverture de I'anneau
phénolique, métabolisation et minéralisation. Lesnbreuses études de biodégradation conduites
(Staples et al., 1999 ; Staples et al., 2001 ; takest Ahel, 1995) ont permis d’estimer un temp%ade
vie du nonylphénol entre 2,5 et 40 jours, entr® £8,70,8 jours pour les NPEO et les NPEC.

Ahel et al. (1994) ont observé, d’'une part, destflations journalieres des concentrations en
NPEO attribuables aux dynamiques de fonctionnerdest STEP et, d’autre part des fluctuations
saisonnieres (liées a la température, a l'intenkitéineuse, etc....) influencant la distribution
spécifique et la variation des concentrations eE®@HLi et al., 2005 ; Li et al., 2008a ; Wang et al
2006 ; Peng et al., 2007 ; Ribeiro et al., 2008ndPet al., 2008). Les concentrations en NP ainising
NP1EO et NP2EO diminuent lorsque la températuranantge. Manzano et al. (1999) ont mis en
évidence que la biodégradation des APEO dans les da riviere est profondément affectée par la
température. En effet elle conditionne l'acclimatatdes micro-organismes ainsi que les taux

d’élimination des APEO. Les pourcentages de dégiadarimaire varient de 68% (a 7°C) a 96% (a
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25°C) ; les pourcentages de minéralisation, a 3@sjopassent de 30% (a 7°C) a 70% (a 25°C).
D’autres auteurs (Li et al., 2008 ; Fu et al., 2000t également conclu a des tendances saisonniéres
Cependant la justesse de leurs conclusions deitcétisidérée avec précautions puisque la plupart de
ces études se sont cantonnées a deux campagnieantidennages ponctuels et ne prennent donc pas
en compte les variations intrinséques aux systénastions des apports, dynamiques intrinséques

au systéeme étudié).

1.2 Les phénomenes de sorption dans les milieux natuse

L'association entre APEO et particules joue un ridlgortant dans le devenir de ces
composeés dans les écosystemes dulcaquicoles,iestuat marins. En effet ces molécules possédent
des valeurs de Koc qui laissent supposer que dasoptenes d’adsorption puissent se dérouler dans
les milieux aquatiques, jusqu'a I'équilibre ent@e phase dissoute, la phase aqueuse et la phase
colloidale. Il semblerait que les phénomenes dgtisor soient déterminés par ,d’'une part, la temeseur
carbone organique des matériels en suspensionaetyed part, par I'effet mélange (la présence d’
APEO conduirait a la formation de micelles qui faseraient les phénoménes de sorption) (Hou et
al.,2006). Li et al. (2004) rapportent des conaitins en NP comprises entre 8 et 190 ngdns les
eaux de la riviere Han (Corée). lls montrent égaletnd’importantes variations des concentrations
avec la saison, le pourcentage de nonylphénol ldapisase particulaire atteint 60% en ao(t, il décro
avec la température pour atteindre 28% en décenta® tendances ont également été observées par
Cailleaud et al. (2007) en estuaire de Seine. Rewdahnées sont actuellement disponibles pour

renseigner de la présence d’APEO dans les phasespansion.

Les APEO a courte chaine éthoxylée et les AP ostvdéeurs de Koc élevées mettant en
évidence leur affinité pour la phase organiques#gtiments de telle sorte que les sédiments sont des
puits pour ces composeés. La composition spécifepiadifférente de celle retrouvée dans la colonne
d’eau avec le NP nettement majoritaire devant [IB4EBO et NP2EO. Un certain nombre d’étude ont
pu mettre une corrélation positive entre les tehiemr NP mesurées dans les sédiments et leur teneur

en carbone organique (Chen et al., 2005 ; Li e2@D7b).

Les concentrations mesurées dans I'environnemeabléfiu 5) laissent penser que ces
contaminants s’accumulent dans les sédiments geseigt que les phénoménes de biodégradation y
sont tres lents. Il apparait que les phénoménedideégradation anaérobies prévalent sur les
mécanismes aérobies (Li et al., 2008). De nombseatgdes (Heinis, 1999 ; Staples et al., 1999 ;
Staples et al.,, 2001) se sont attachées a détermirtemps de ¥ vie de certains APEO dans les
sédiments : entre 20 et 66 jours pour le NP, 2@sjgour le NP1EO, entre 2,5 et 69 jours pour le
NP9OEO (Shang et al., 1999a ; Shang et al., 1998bgt al. (2008) rapportent un taux de séquestrati
du NP dans les sédiments de la Baie de Bohai d&®ar an. Peng et al (2007) ont étudié la
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distribution verticale des NPEO dans des sédimemdsins, ils ont pu mettre en évidence des
variations des concentrations en NP liées aux ssagees composés ainsi qu’'a la mise en place des
structures d’assainissement (corrélation avec ligan des activités économiques et industrielts)
concluent & une certaine stabilité du NP dansddarents (peu de phénoménes de biodégradation,
pas de changement dans la distribution isomérigui®). Ces composés apparaissent donc comme
persistants dans les sédiments naturels avec ypstdendemi-vie pouvant atteindre 60 années (Shang
et al., 1999a ; Shang et al., 1999b).

1.3 Effets des APEO sur le cycle biogéochimique d'autls contaminants organiques présents

dans les systémes aquatiques

Il est également intéressant de signaler que I&SCARIe par leurs propriétés de surfactants,
pourraient affecter le cycle biogéochimique d’asitentaminants organiques. A titre d’exemple,
Wang et al. (2008) ont ainsi pu mettre en évideque la présence de NP pouvait a faible
concentration inhiber la sorption du phénanthré&meagissant sur le film d’eau) et qu’a concentratio
élevée elle en favorisait 'adsorption. Les autesuggeérent un effet cocontaminant sur les autres
composeés organiques présents dans le milieu. Deepiéari et al. (2005) ont mis en évidence qu’en
présence de Tergitol (mélange commercial de NPE@)sorption de la carbamazépine et du

paracétamol était significativement favorisée.

[11.4 Données de présence dans les phases agueuses

Les nombreuses études conduites depuis plus den2rmt permis de documenter la
présence d’APEO dans les eaux de surface (TabledesZeaux souterraines (revue par Soares et al.,
2008), les eaux de boisson (revue par Soares, @08i8) de par le monde. Beaucoup d'études se sont
focalisées sur la présence du NP (seul) et conklgea la présence de ce composé dans les
écosystemes naturels est concomitante d’activitéwr@piques. La comparaison de ces données est
délicate tant les différences en terme d’échantilbge (conditions des prélevements : saisons,, débit
etc...), de techniques analytiques (eaux brutes/@lrées, choix du seuil de filtration, etc...), de
techniques de quantification sont hétérogenes davgnt conduire a la production de données non
valides). Ces études permettent néanmoins de cenalucaractere ubiquiste de ces composés dans
'environnement. Il peut-étre également précisé taealyse seule du NP (métabolite ultime de
biodégradation, persistant et toxique) peut comdaiune sous estimation des risques associés a la

présence des APEO et de leurs métabolites de biditgon dans les systémes aquatiques.
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Tableau 5 : Données de présence des APEO et deniétiabolites dans les milieux aquatiques (Conatoms exprimées en ng,Iphase dissoute).

Site [NP] [NP1EQ] | [NP2EO] | [NPEQO] | [NP1EC] | [NP2EC] | [NP3EC] [OP] Références
Grands lacs (Canada) <10-920 <20-7 800 <20- na na na na <5-470 Bennie et al., 1997
Detroit (USA) <LOD- <LOD-332000 na na na <LOD-670 Snyder et al., 1999
Pays Bas <LOD-140 <LOD na na na na na <LOD Voogt et al., 2000
Tamagawa, Sumidagawa 50-1080 40-810 na na na na na 10-180 Isobe et al., 2001
Back (Canada) 140-200 <9-67 na na na na na <9 Loyo-Rosales et al., 2003
Cuyahoga (USA) 130-1000 na na na na Rice et al., 2003
Elbe (Allemagne) 13-87 <0,5-120 na na na <0,5-5 Stachel et al., 2003
Santa Ana (USA) 0-6 200 na na na na na na na Gross et al., 2004
Eaux douces Tokyo <LOD-2870 <LOD- na na 470-2820| 180-1770 na <LOD-118 Isobe et Takada, 2004
Tevere (ltalie) 130-580 60-480 40-420 na na na na na Patrolecco et al., 2006
Riviére jaune (Chine) 50-170 50-140 50-450 | 700-1500 30-100 na na Wang et al., 2006
Guadalquivir 900-1100 na na na 1000- na na 800-9000 Cantero et al., 2006
Guadiana (USA) 4000
Taiwan <10-2600 <10-500 na na <10-63600 na Cheng et al., 2006
Riviere Ter (Espagne) <70 <509-2910 2070- na na na <60 Cespedes et al., 2008
. Quednow et Puttmann,
Région Hesse (Allemagne)| <10-770 na na na na na na <10-420
2008
Lagon Venise (Italie) 300 800 900 na na na na na Marcomini et al., 1990
Eaux estuariennes Jamaica baie (USA) 201 157 320 na na na na 3 Ferguson et al., 2000
Delta Pearl (Chine) <20-628 na na na na na na <2-68 Chen et al., 2005
Catalogne et Andalousie <200- .
<150-4100 na na na na na na Petrovic et al., 2002
(Espagne) 11000
Catalogne (Espagne) <50-210 <50-9200 | <50-160 na <100-220 na na <50-71 Gonzalez et al., 2004
Eaux marines Rhin (Allemagne) 32-478 <15-32 <6-64 <30-225 60-322 <13-247 na na Jonkers et al., 2005a
Sheldt (Allemagne, Pays Ba: 50-962 <15-443 6,8-234 | <30-447 | 37-1030 | <13-2339 na na Jonkers et al., 2005a
Mer du Nord 0.09-1,4 | 0,017-1,66 na na na na na 0,013-0,3 Xie et al., 2006
Baie de Jiaozhou 20,2-269 na na na na na na 1,2-16,1 Fu et al., 2007
Baie de Masan 1229-1433 | 286-413 702-843 na na na na na Li et al., 2008a
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[11.5 Données de présence dans les sédiments

Les APEO et leurs produits de dégradation soneégait présents dans les sédiments a des
concentrations supérieures aux eaux de surfacespammdantes (Ferguson et al., 2001 ; Rice et al.,
2003 ; Gonzalez et al., 2004). La distribution #jmpee des APEO, APEC et AP est différente de celle
observée dans la phase aqueuse. Les AP et plisuparement le NP (composé le plus persistant)
sont trés largement majoritaires et peuvent étésgnts a des concentrations supérieures au g.kg

(poids sec) (Tableau 6).

Tableau 6 : Données de contamination des sédirpanies APEO, les AP et les APEC
(ug.kd', poids sec).

Localisation [INP1EO] | [NP2EQ] [NP] [NP1EC] [OP] Références
Baie Jamaica USA 26-13300 | 16-3580 | 7-13700 - <lod-45 Ferguson et al., 2001
Riviere Cuyahoga Ohio, US/4  32-320 30-200 75-340 - - Rice et al., 2003
Riviére Han, Corée - - 25-932 - - Li et al., 2004

Barcelone Espagne

Juillet 2002 21-629 9-404 5-1 731 | <lod-766 <lod-25 Gonzalez et al., 2004

Barcelone Espagne

Octobre 2002 <lod-56 <lod-22 18-68 5-63 3-19 Gonzalez et al., 2004
Grands Lacs (Canada) | <lod -1250 <(|3%%' <lod -1750| <lod -30 | <lod -52 Mayer et al., 2007
Ushikubiri (Japon) <lod-76,4 | Jlod- 25,5 1 4 09-1,84 Li et al., 2008

134,3 1988,4

[11.6 Devenir dans les organismes vivants

Il est admis que la diminution de la longueur declaine éthoxylée entraine une
augmentation de la valeur du Kow (Ahel et Gige©3)9 De méme la ramification des chaines alkyles
affecte également les propriétés physico-chimigigeses molécules telles que la solubilité aqueuse e

la valeur de Kow, I'ensemble de ces propriétésadideur biodisponibilité et leur toxicité.

111.6.1 Les propriétés de bioconcentration et bioaccuniotat

Il a été observé que les capacités de bioaccumnlati de bioconcentration augmentaient
guand la chaine éthoxylée diminuait, mettant edeinge que les AP et les APEO possédaient des

capacités de bioaccumulation et de bioconcentrédibtes a modérées (Servos, 1999).

a) La bioconcentration

Les valeurs de BCF calculées pour le NP varient @740 pour les poissons (selon les
espéces), de 1740 a 4184 chez la moule bleue (sngarentier) (Tableau 7). Ce phénomeéne est
d’autant plus important pour les organismes du 8asla chaine trophique. Des facteurs de
bioconcentration supérieurs a 10000, pour certaidgges, ont pu étre mesurés. Dans une étude
récente (Cheng et al., 2006), les facteurs de himmaration du nonylphénol et de I'octylphénol par
espéces marines (huitre et escargot) ont été nsedasévaleurs sont comprises entre 2000 et 2900

pour le NP et entre 2500 et 4100 pour I'OP selan daisons. Il semblerait que le facteur de
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bioconcentration présente une saisonnalité intiménliée aux rythmes de vie des organismes

considérés, les auteurs mettent en avant le rot@atides périodes de pontes.

b) La bioaccumulation

Le facteur de bioaccumulatioast le rapport entre la concentration en compaags d
I'organisme considéré sur la concentration dansolarriture. Trés peu de données permettent de se
positionner quant aux capacités de bioaccumulateshAPEC. En se basant sur leurs structures, les
NPEO et OPEO semblent présenter des capacitésodenbientration et de bioaccumulation faibles
(Servos, 1999). Hu et al. (2005) lors d'une étudeér sur un réseau trophique de la baie de Bohay,
ont mis en évidence outre la présence de nonylphiams I'ensemble des tissus des organismes de la
chaine trophique, I'absence de dilution trophidtigure 8, Tableau 7) et par conséquent qu'au €ein d
réseau trophique il n'y avait pas ou peu de biofifiagtion. Bien que les données soient éparses, il
apparait que les faibles teneurs en AP dans lesisges supérieurs pourraient étre liées aux sdivi

métaboliques et d’élimination.

950 1
9001 ngg
a0l (équivalent lipidique)

Figure 8 : Bioaccumulation du NP dans le réseguhicue de baie de Bohay (Hu et al., 2005).

Tableau 7 : Valeurs de BCF pour certains alkylpl#(@apres Staples et al., 2004).

| | BCFNP | BCFOP | BCFNPIEO |  BCF NP2EO
Facteurs de BCF déterminés via des études en miituel
Riviere Glatt Poissons 6-15 1-19 0,8-37
Lac Biwa Poisson 21 297 - -
Facteurs de BCF déterminés via des études en mibetdlé
Poissons 75-741 113-469 - -
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111.6.2_La Biotransformation

Le degré auquel une substance est bioaccumulée wansrganisme dépend du taux

d’assimilation, du taux de biotransformation aimsé du taux d’élimination de cette substance.

a) Voies d’entrée dans I'organisme

Un certain nombre d’études ont mis en évidence lguerincipale voie d’exposition aux
alkylphénols chez les poissons était la voie deadiries (Arukwe et al., 2000 ; Ferreira-Leach d{ Hi
2001 ; Pickford et al., 2003 ; Smith et Hill, 200B)en que la voie trophique existe, elle ne serphke
étre une voie d’exposition significative. Néanmoihsest important de garder a l'esprit que ces
données sont obtenues pour des expositiors/o a moyen terme, la voie majoritaire d’exposition a
court terme est la voie branchiale. Cependant des due l'intérét se porte sur une exposition

naturelle (sur un cycle de vie) la voie trophigeeifpdevenir la voie majoritaire.

b) Devenir dans les organismes aquatiques

Ce devenir est conditionné par le mode d’exposiiox molécules. Arukwe et al. (2000) ont
mis en évidence, au cours d’une exposition du saumtiantique au NBH par la voie des branchies,
que le NP*H était initialement localisé au niveau de l'arartmhial. Aprés dépuration, le NP-était
localisé au niveau des reins puis au niveau deésicule biliaire ainsi que dans la partie du tractu
intestinal (incluant la portion proximale de I'isten auquel est associé I'intestin) qui recoitila.nCes
observations tendent a montrer une clairance d¢apg®g: en premier lieu la voie biliaire et enslate
voie urinaire. Lorsque I'exposition est réalisée lpavoie trophique, le NBH est localisé au niveau de
la vésicule biliaire, intestin proximal et ceecumestinal associ€, de méme que dans le lumen
intestinal. Ces conclusions sont en accord averksdtats apportés précédemment par Thibaut et al.
(1999), Snyder et al. (2001a), Smith et Hill (2008)ne fois que I'équilibre est atteint, les
concentrations les plus élevées en composés atytpilques se trouvent au niveau de la vésicule
biliaire, de la bile, du ceecum pylore, de l'intasét des feces. Les concentrations intermédiages s
situent au niveau du foie, des reins, des tisquididiues. Les concentrations les plus faibles se
rencontrent au niveau des branchies, du cceur,aheslgs, du muscle, du sang, des yeux et du cerveau
(Servos, 1999).

c) La biotransformation

La biotransformation est la somme des réactionsalofijues qui visent a rendre une
molécule exogene hydrosoluble donc plus facilemerdretable. Elle aboutit & la formation de

métabolites qui peuvent étre plus ou moins toxiguesla molécule mere.
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Figure 9 : Proposition de chemin de biotransforaratiu 4-NP chez la truite et dans les hépatocytes

isolés (d’aprés Vazquez-Duhalt et al., 2006).

Lewis et Lech (1996) ont mis en évidence que detef arc-en-ciel@ncorhynchus mykigs
exposées au NP marqué HE, incorporaient rapidement le M2 avec un temps de demi-vie
d’environ 19 a 20 heures indiquant I'existence dénmmenes de métabolisation. Thibaut et al. (1999)
ont montré que, che@ncorhynchus mykisgdruite arc-en-ciel), les métabolites du NP (actdéd-
hydroxyphényle)-nonanoique{oxydation), acide 4-hydroxybenzoique, acide 3ydrbxyphényle)
propionique et acide 3-(4-hydroxyphényle)-2-propgne (-oxydation)) sont libérés par hydrolyse
par unep—glucuronidase, suggérant leur existence sous foleneomposés glucuronidés. Ceci a été
confirmé par Arukwe et al. (2000) qui ont montréaa@e a une exposition du saumon atlantidgario
salan & une dose de 25 pg.le NP3H, que le NP était conjugué & l'acide glucuronigle.
nonylphénol-glucuronide est le métabolite prédomirgans la bile et I'urine (Figure 9). Les formes
hydroxylées et oxydées libres sont trés minorigailis ont également pu calculer un temps de demi-
vie pour le NP de l'ordre de 24 a 48 heures. Ferleeach et Hill (2001) ont étudié la
bioconcentration et la distribution de 'OP ([4#&P] = 4 pg.f) chez le juvénile de truite arc-en-ciel,

ils ont pu observer que la concentration dans &nigme était maximale dés [&"%jour d’exposition.
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De plus ils ont mis en évidence I'existence d'urémdméne de métabolisation a l'origine de 2
métabolites : I'octylphénol-glucuronide et I'octgtéchole. Une récente étude de Smith et Hill (2004)
laisse apparaitre que I'arsenal enzymatique digpomiour la métabolisation des xénobiotiques est
fonction de I'espéce considérée, conférant donacdpacités d’épuration et d’élimination différentes

selon les espéces.

IV La toxicité

V.1 La toxicité aiglie

La toxicité des APEO diminue lorsque la longueufadehaine éthoxylée augmente (Servos,
1999). Les valeurs de lsgpour Oryzias latipegpoisson tueur) varient de 1400 [rfgdour le NP &
110 000 pgt pour le NP16EO (Servos, 1999) (Tableau 8). Les@RHongue chaine éthoxylée sont

considérés comme n’étant pas toxiques. Le NP &st®§ plus toxique que le NP9EO.

Tableau 8 : Evolution de la toxicité aiglie @3en fonction de la longueur de la chaine éthoxgkse
APEOQ, cheDryzias latipes(Servos, 1999

Composé LC 50 (ug.l
NP 1400
NP1EO 3600
NP6.4EO 5 400
NP9EO 12 000
NP16EO 110 000

Le nonylphénol (NP) et I'octylphénol (OP) ont dedeurs de toxicité aigiie similaires : 17-
3000 pgt chez les poissons, 20-3000 flgdhez les invertébrés, 27-2500 ffgdour les algues
(Servos, 1999). A chaine équivalente, les compoaézoxylés APEC sont moins toxiques que les
composés éthoxylés, ils ont des valeurs de toxagée égales a celles des APEO possédant 6 a 9
groupements «éthoxy» (Servos, 1999). Récemmentxlaité du NP, NP1EO, NP2EO seuls et en
mélange (binaire ou ternaire) s@eriodaphnia dubiaet Pimephales promelaa été évaluée, les
résultats mettent en évidence que les mixturesirbmaet ternaires diminuent les valeurs de
concentrations létales (s en conséquence deffets additifs et synergiqienkyck et Markee,
2007).

V.2 La toxicité chronique

Les valeurs de toxicité chronique pour I'octylphiéeble nonylphénol sont aussi faibles que
6 pg.I' chez les poisson®ncorhynchus mykissuite arc-en-ciel (NOEC (No Observable Effect
Concentration) sur la taille, & 91 jours) et dedie de 3,9 ugi chez les invertébrés (NOEL (No

Observable Effect Level) sur la taille, a 28 jouSgrvos, 1999). Se basant sur les données détéoxic
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du 4-NP, il est couramment admis qu'un bruit dedfamvironnemental de 5 pg.lsuffirait a

soumettre a des risques une part importante desiaaautés aquatiques.

Les valeurs de toxicité chronique obtenues au cdess tests de toxicité ont permis de
déterminer des PNEC (Predicted No Effect Conceotrptdans I'eau pour certains composeés
alkylphénoliques. Le PNE& du nonylphénol est de 0,33 HU.(INERIS, Fiches substances :
Nonylphénols), le PNEG, de l'octylphénol est de 0,061 L§.(INERIS, Fiches substances :
Octylphénols). Si ces valeurs sont comparées agsanesurées dans les eaux naturelles (Tableau
2), des rapports PEC/PNEC supérieurs a 1 sonthtamdiquant la possibilité que des effets toxique
en milieu naturel se déroulent. Le PNE@u NP a permis de calculer une valeur de PNEC |asur
sédiments, le PNEGimen: du nonylphénol est de 3,9 pgkgpoids humide) (INERIS, Fiches
substances : Nonylphénols). Si cette valeur estpaode avec celles mesurées dans les sédiments
naturels (Tableau 6) des rapports PEC/PNEC supgréed sont obtenus, indiquant la possibilité que

des effets toxiques en milieu naturel se déroulent.

IV.3 Les APEO en tant que perturbateurs endocriniens

» Effetsin vitro
C’est Soto et al. (1991) qui ont par hasard migwédence les propriétés cestrogéniques de
ces molécules. En effet, lors d’'une étude desleslloumaines MCF-7, ils ont trouvé que I'utilisatio
de nouveaux tubes en polystyréne entrainait undégeedion cellulaire. Apres extraction et analyse,
ils ont mis en évidence la présence de nonylphébel. plus amples tests montrerent que le
nonylphénol pouvait induire les récepteurs a pr#gerse ainsi qu'une activité mitotique de

'’endometre chez le rat.

Figure 10 : Schéma de la fixation de laf@estradiol et du 4-NP au niveau du récepteur E&p(ds
Vazquez-Duhalt et al., 2006).

White (1994) a étudié la capacité de certains nofitab a stimuler la synthése de
vitellogénine chez les hépatocytes de truite arcieh(Oncorhynchus mykigsils ont pu mettre en
évidence que les OP, NP, NP2EO, NP1EC étaient tpdiinduire une synthese de la vitellogénine

Page 34



Contexte bibliographique

(Tableau 9) et agissaient comme des cestrogéno-iguastayant une action agoniste de I'hormone

naturelle (Figure 10).

Tableau 9 : Pouvoir de compétition des APEO, ARREEC vis-a-vis de I'hormone naturelle.

(Jobling et Sumpter, 1993; Hill et Smith, 2008)

Composé Test YES

17-cestradiol 1@ 7,8*101 ®

NP 9*10°®@ 1,4*107®

NPBr NA 1,4*10°®
NPBr, NA NA
OP 3,7*10°® NA
NP2EO 6,00%10° @ NA
NP1EC 6,30*10° @ NA

Test YES : tests de détectiam vitro de I'activité cestrogénique des xénobiotiques & sbuches de levures
recombinantes.

Les AP agissent comme des agonistes du réceptmstragene dans le foie (Figure 10). Il a
été mis en évidence que l'efficacité du nonylphénsk fixer sur les récepteurs a cestrogénes était
intimement liée a sa structure (Routledge et Sumi®96 ; Chikae et al., 2003 ; Preuss et Ratte,
2007) ; la positiorpara- semblant étre un pré requis indispensable. Deanéra été mis en évidence
que la bromation ou la chloration du nonylphénai & déroule lors du traitement tertiaire au skein
certaines STEP) engendrait une diminution du pousastrogénique des NP (Safe, 2000 ; Hu et al.,
2002 ; Hill et Smith, 2006). Des études ont miséeidence qu’'en plus de son effet cestrogeno-
mimétique, le NP présente des capacités anti-aadigges (Sohoni et al., 2001a ; Hill et Smith,
2006).

» Effetsin vivo

Jobling (1996) a pu mettre en évidence une inbibitiu développement gonadique ainsi que
I'induction de la synthése de vitellogénine cheg pgeissons méles exposés avec un ordre d'efficacité
OP>NP>NP2EO>NP1EC, & partir d'une concentratioil del20 pg.f pour le NP. L'induction de la
vitellogénine a également été mise en évidence Clyprinodon variegatugRondeau mouton) a une
concentration seuil de 3 pg{Hemmer et al., 2001) mais également chez des sandées adultes
exposeées (Chikae et al., 2003). Certains travatenté conduits en laboratoire ont montré que, moins
d’'une semaine apres l'arrét de I'exposition au NP niveaux de vitellogénine reprenaient une valeur
normale ; preuve que son usage, seul, comme biomarg’exposition serait insuffisant.). Un certain
nombre d'études (Gray et al., 1997 ; Tanaka et Nslkia 2001) semblent conclure qu'une exposition
au NP dans des stades précoces du développemearipoanduire a des altérations des processus
clés du développement, pouvant aboutir a des efiélétéres chez les populations. Les principaux
effets observés chez des poissons exposés au hénglpet a I'octylphénol sont exposés dans le
Tableau 10.
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Bien que la majorité des études se soient focalisée I'induction de la synthese de la
vitellogénine chez des organismes exposés aux ARPEIO, il a été également démontré qu’'une
exposition & ces molécules pouvait induire uneupeation du développement testiculaire (Jobling,
1996 ; Jobling et Nolan, 1998) une perturbation ddéweloppement ovarien ainsi que du succes
reproductif (Servos, 1999).

Le NP peut également induire une suppression dévitt EROD et du Cytochrome P450
1A chezSalmo salarsaumon atlantique (Arukwe et al., 1997) ainsi @ueorhynchus mykigdlavas
et Segner, 2001).

Tableau 10 : Les principaux effets d'une exposition APEO en milieu contrdlé sur les poissons
(d’aprés Mills et Chichester, 2005).

Effets observés Molécules ciblées Espéce Nombre de références

Réduction de la production d'ceufs Nonylphénol Pimephales promelas 1
Sexe ratio Nonylphénol Medaka 1
Nonylphénol Oncorhynchus mykisg 1

Réduction de l'indice gonado somatiqug ( P - y y -
Octylphénol Oncorhynchus mykisg 1
N ) Medaka 1

Diminution du comportement sexuel Octylphénol -
Guppies 1
Intersexe gonadique Octylphénol Medaka 1
Diminution de la fertilité des ceufs Octylphénol Medaka 1
Diminution des caractéres sexuefd ( Nonylphénol Pimephales promelag 1
Diminution de la p(;rsjtfi et de la viabilité degs Nonylphénol Oncorhynchus mykiss 1
Difformités physiques Octylphénol Medaka 1
Alteratlons des conce,ntrgtlons Nonylphénol Oncorhynchus mykiss 1
plasmatiques en stéroides

V.4 Autres effets toxiques des alkylphénol-polyéthoxgb

Outre les effets de dérégulation endocrinienneAR®Nt démontré d’'autres effets toxiques.
Pour I'heure, les informations concernant la géxioitgé des APEO, notamment NP et OP, sont assez
contradictoires :
- embryotoxicité (diminution des divisions mitotieg) lors de I'exposition larvaire d’oursin de mer
(Arslan et Parlak, 2007),
- pas de génotoxicité avérée chez la Tilapia duRlitero et al., 2008),
- induction d’effets génotoxiques réparables (Tagatnal., 2008),
- capacité du NP seul ou en mélandgengpthoflavone) a induire des anomalies nucléaires
érythrocytaires chez le bar juvénile (Teles et 2004). De méme, Isidori et al. (2007a) mettent en

évidence une forte corrélation entre présence @tdgenotoxicité dans les stations d’épuration.
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Il est couramment admis qu’une exposition au NBRsdas stades précoces et adultes, aurait
le potentiel d’engendrer des effets déléteresesgystéme immunitaire. A titre d’exemple, on pourra
citer I'induction de variations de la réponse fomehelle des hémocytes chez la coque exposée a des
concentrations sublétales de NP (Matozzo et aQ8R@Canesi et al. (2007b) ont quant & eux mis en
évidence que le NP développait des effets équitalénceux des cestrogénes naturels sur les
hémocytes de moules. De plus une étude menée sueflfets en mélanges d’estrogenes et
xénocestrogenes laissent penser que les effetesiémocytes pourraient étre plus importants que
ceux attendus lors d’expositions individuelles.

Des expositions au NP peuvent également induirérdebles du métabolisme protéique, du
métabolisme lipidigue, du métabolisme calcique {€lansen et al., 1998 ; Meier et al., 2007 ;
Schoenfuss et al., 2008 ; Matozzo et al., 2008 2008 ; Yang et al., 2008).

V Quelques aspects législatifs et réglementaires

Les premiers constats quant a la toxicité et laigmce de ces composés ont conduit & leur
élimination volontaire de plusieurs usages en Eerdpn 1996, les conventions d’'Oslo et Paris
(OSPAR) pour la prévention des pollutions marinesrmté qu’un rapport préliminaire d'évaluation
des risques environnementaux révélait un PEC/PN®&€Ed(cted Effect Concentration/Predicted No
Effect Concentration) voisin de 1 dans les eauxivdere et les eaux cétiéres, indiquant la possbil
que des effets toxiques en milieu naturel se démullLe nonylphénol et les nonylphénol-
polyéthoxylés sont entrés dans la li§&&SPAR des substances prioritaires en 1998, I'octylph&mol
2000. Ces composeés font également partie de k& diss 33 substances prioritaires établie par la
Directive européenne Loi Cadre—Eau. En conséquelesenormes de qualité environnementale ont
été établies par la commission européenne (Dirdiile, 2008) ; elles fixent des valeurs moyennes
annuelles dans les eaux de surface (eaux doucerarigtes) (NQE) pour les NP et OP égales a 0,33
no.I* et 0,1 pgit, respectivement (COM (2006) 397 finaB.la suite de leur inscription comme
substances dangereuses, les nonylphénols et ladphénol-polyéthoxylés ont fait I'objet d’'une
restriction d’emploi et de mise sur le marché. AlasDirective 2003/53/CE du 18 juin 2003 spécifie
que les NP et NPEO ne peuvent étre placés sur fehivaou employés comme substances ou
constituants de préparations dans des concensatgales ou supérieures a 0,1% de la masse pour les
applications et usages suivants :

- le nettoyage industriel et institutionnel (salks liquides sont recyclés ou incinérés),
- les produits de nettoyage domestique,

- le traitement des textiles et cuirs,

- 'usinage de métaux,

- les produits de traitement des trayons (traitenaéterinaire),

- la fabrication de papier et pates a papier,
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- les produits cosmeétiques et d’hygiene corpoighelf spermicides),

- coformulant dans les pesticides et biocides.

Ces dispositions de mise sur le marché et d’'ussgeatsapplicables, dans les pays membres
de la communauté européenne, a compter du 17 jap0@5 (INERIS, 2005). Il est intéressant de
noter que seuls I'Europe, le Canada et le Japonengagé des processus de substitution et de
limitations des usages de ces composés. Des gdayputela Chine, I'Inde ainsi que certains pays sud
ameéricains continuent a produire et utiliser les @RAPEO dans des proportions importantes, sans
envisager, pour I'heure, d’en limiter les usagesagproduction. Les Etats-Unis, au travers de leur
agence de protection de I'environnement EPA, reaizsent les risques liés a la production et aux
usages des nonylphénols et ont élaboré une norme lpoqualité des eaux qui spécifie que la
concentration en NP dans les eaux douces doitrééeeure a 6,6 pg (norme 20 fois supérieure a

la norme européenne) et 1,7 figbur les eaux marines.
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LE BISPHENOL A
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| Généralités sur le Bisphénol A
.1 Voies de synthése et production du Bisphénol A
Le bisphénol A (BPA) est le nom d’'usage du 2,2-@ilydroxyphényle) propane (Figure

11). C’est un composé d'origine anthropique obtamartir de la réaction de 2 moles de phénol avec

une mole d'acétone.

T
o]

I
i O

Figure 11 : Molécule de bisphénol A.

[.2 Principales propriétés caractéristiques du bisphénA

Le Tableau 11 présente les principales propriétgsipochimiques du BPA. Ce composé
semble modérément lipophile, peu volatile (Tabléau L'ensemble des propriétés physico-chimiques
résumées dans le Tableau 11 semble montrer qu@Aep®sséde de bonne capacité de dispersion
dans I'environnement et spécifiquement dans leemses aquatiques (bonne solubilité, valeur de log
Kow laissant supposer une bonne affinité pour lesps solides, valeur de pression de vapeur mettant

en évidence de faibles propriétés de volatilisation

Tableau 11 : Principales propriétés physico-chimgqdu BPA (d’aprés rapport UE, 2003).

Paramétres Valeurs
Numéro CAS 80-05-7
Masse moléculairg 228 g.mot*
pKa 11,3
Pression de vapel 5.3*10° KPa
Solubilité aqueusg 300 mg.l, & 25°C
Log Kow 3,4
Log Koc 715 |.kg"

|.3 Domaines d’'usages et applications

Plus de 99,9% du BPA produit est utilisé comme rinégliaire dans la production des
polycarbonates et des résines époxy, retardateurachmes et autres produits spécifiques. Les
produits finaux incluent les adhésifs, les ageptsvants, les peintures en poudre, les matériaux de
construction, les disques compacts, les papiermthaes, les papiers couvrants, etc.... La production
moyenne, a I'échelle européenne, était de I'ordrelds de 684 500 tonnes pour les années 1997-1999
(Tableau 12). Il est a noter que cette consommatiotamment pour la production de polycarbonates,

est en constante augmentation (Figure 12).

Page 40



Contexte bibliographique

Tableau 12 : Usages du BPA a I'échelle européatiaprés rapport UE, 2003).

0 L
Domaine d'usage el Principales applications A’ consommatl,on a
/an I'échelle européenne
CD, Contenants pour
Production de polycarbonates 486 880 ,l qllmenta_t|on, appljcat|()_ns 71,1
médicales, industrie électrique ¢
électronique
Agents de protection, application
Production de résines époxy 171 095 €lectriques, adhesﬁs, compose 25,0
de construction, plastifiants
électriques
Résines phénoplastes 8 800 - 1,3
Production de résines polyester 3000 - 0,4
Fabrication protection de boites 2 460 - 0,4
Utilisation dans les processus de
production du PVC 2250 i 03
Production de BPA alkylé 2 020 - 0,3
Production de papier thermique 1400 - 0,2
Production de polyols/ polyuréthane 950 - 0,1
Production polyamides modifiés 150 - <0,1
Production pneus 110 - <0,1
Fluides de frein 45 - <0,1
Autres usages 5990 - 0,9
Consommation européenne 684 650 -
3500
Production annuelle (Kt)
3000
2500
2000
1500
1000
500
0
1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
[] Europe [l USA [ Asia

Figure 12 : Evolution de la production de BPA d&3a 2005 (d’aprés rapport UE, 2003).
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Figure 13 : Cycle biogéochimigue du BPA dans I'ssnviement.

Il Les sources de bisphénol A dans I'environnement

L'Union Européenne, dans son rapport d'évaluatisrigques (2003), rapportait un scénario
d'émission continental (Figure 14) dans lequel @80 % du BPA serait rejeté via les stations
d'épuration (industrielles majoritairement) et pdes10 % via les rejets des décharges urbaines. En
conséquence, il est raisonnable de conclure gusylémes aquatiques seront les milieux récepteurs
ultimes du BPA. Ces constations auxquelles s'ajplés priorités physico-chimiques intrinseques de

la molécule permettent de conclure a l'ubiquitdEW\ dans I'environnement.

5% 3%
Rejets de BPA
10% dans I'environnement

[ Libération Air

O Station d'épuration

O Libération eau via les
décharges

OLiberation sols

82%

Figure 14 : Les principales sources de BPA dansitennement (d’aprés rapport UE, 2003).
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1.1 Le devenir du bisphénol A dans les décharges

Constituant de base d'un trés grand nombre d'olfstsa nos modes de vie, le BPA est
éliminé via les mises en décharges. Yamamoto €2@01) ont estimé que 11 % du BPA était rejeté
dans l'eau aprés 2 semaines en décharges. llgalethent mesuré les concentrations en BPA dans les
lixiviats, les valeurs étaient comprises entre ques centaines de ngjusqu'a plus de 17 200 .|
concluant que les décharges peuvent représentgyattantes sources de BPA dans l'environnement.
De méme, Urase et Miyashita (2003), rapportaieist \ddeurs de 3400 pd.ldans les décharges

d’ordures ménageéres et 15 & 3000 fiddns les décharges industrielles.

1.2 Le devenir du bisphénol A dans les stations d'éputin

Les relargages de BPA via les stations d'épuramr essentiellement liés aux processus
industriels (recyclage des papiers thermiques). i@erie montre le Tableau 13, ce composé est tres
facilement dégradé dans les stations d'épuratioia fois par les traitements physico-chimiquesaet
les traitements biologiques, avec des taux d'abatie supérieurs a 90%. Il est remarquable que dans
la plupart des études menées (données non foyrleeghux d'abattement n'ont pas pu étre calculés
du fait des trop faibles sensibilités des protog@ealytiques mis en ceuvre. Les taux d'abattement
importants ont été reliés a l'affinité de ce condppeur les boues (Lee et Peart, 2000). Zhao et al.
(2008a, 2008b) ont mis en évidence, dans une empatation en laboratoire, que ce phénomeéne était
extrémement rapide. Dans une étude récente, Ctaed. €2004b) ont mis en évidence que les
phénomeénes d'adsorption du BPA sur les boues éfalitnalépendants et concentration-dépendants.
Des phénoménes de relargages vers la phase digsutent avoir lieu si le pH est proche de la
valeur de pKa. De plus, la biodégradation appataiitant plus importante que la température et la

concentration des boues (matériel en suspensiohgkavées (Zhao et al., 2008b).

Tableau 13 : Efficacité des différents types diéenaents mis en ceuvre dans les STEP pour
I'abattement du BPA (D’aprés rapport UE, 2003).

Mesure / étude Résultats
Biodégradation primaire Abattement > 99.8%
72 % COD abattu en 24heures
57 % BOD abattu en 24 heures
Biodégradation primaire 92-96 % abattement
Biodégradation primairel Abattement >99 % si bactéries acclimatées pendhjuuts
Filiere : neutralisation pH, filtration, Adsorpticur résines
Abattement BPA XAD
Abattement> 85 % BPA

Traitements Abattement BPA
biologiques

Traitements
abiotiques

Tan et al. (2007) rapportent des taux d’abatteregtf€mement variables, compris entre 38
et 99 %, dans les stations d’épuration australieni&me s'il est globalement bien abattu dans les
STEP, il n’en demeure pas moins que la part nonadiég de BPA représente malgré tout un risque

écotoxicologique pour les milieux récepteurs. Urériét récent s’est porté sur l'efficacité des
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traitements tertiaires a éliminer les traces de PR¥sentes dans les effluents. Comme pour beaucoup
d’autres perturbateurs endocriniens, il s’est awgré les procédés oxydants avancés (de type UV,
H,O,, photocatalyse) étaient non seulement capablesitfada molécule mais également d’abattre

son pouvoir cestrogénique (d’'apres revue par Esplegal., 2007).

[1.3 Le bisphénol A dans les effluents de STEP : donnéde présence

Le Tableau 14 présente les concentrations en BPgumées dans les effluents de station
d'épuration en Europe et aux Etats-Unis. Il petg¢ ébservé une large gamme de présence selon les
pays considérés avec des concentrations comprisesquelques ng'ljusqu’a plusieurs dizaines de
ng.I*. De nombreux auteurs rapportent des variationgitaptes de concentrations mesurées quelle

que soit I'échelle de temps considérée.

Tableau 14 : Données de présence du bisphénol #\ldamffluents de STEP (phase dissoute).

Localisation [BPA] ug.I* Sources
Espagne 0,14-0,98 Gomez et al., 2006
Espagne <lod Ballesteros et al., 2006
Belgique <lod-0,006

Itgli(:z <l0d-0,005 Loos etal., 2007
France 0,056-208,543 Baugros et al., 2008
Allemagne <lod-14,444 Hohne et Puttmann, 2008

[l Le devenir du bisphénol A dans I'environnement, cades écosystéemes aquatiques

Plusieurs processus abiotiques et biotiques régitselevenir du BPA dans les écosystémes
aquatiques. De par ses propriétés physico-chimjgoescomposé apparait peu volatilisable et
hydrolysable dans les eaux naturelles. Les phénesngajeurs qui vont concourir a son devenir dans

les systémes aquatiques sont les phénomenes daldiégn et de sorption.

1.1 Les phénomenes de dégradation en milieux naturels

I11.1.1_Les phénoménes de photolyse

Un certain nombre d'études récentes ont porté 'éwdé de la photolyse (directe et/ou
indirecte) du BPA. Elles concluent que le BPA a%t @spéce trés sensible a ce type de réaction de
dégradation et que, par conséquent, ces réactiodégtadation peuvent jouer un rdle primordial dans
le devenir de ce composé dans les écosystemeshdtalyse a été démontrée comme étant tres
fortement dépendante des conditions du milieu, cenpar exemple de la présence de matiére
organique dissoute. Chin et al. (2004) ont mis @defice que la photolyse indirecte du BPA était
favorisée par les photo-oxydants générés pardiatian de la matiére organique dissoute. La prEsen

d'espéces réactives de l'oxygene (Neamtu et Frim2@€6a ; Chen et al., 2006), la présence de
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catalyseurs tels que NaCl, ¥¢Sajiki et Yonekubo, 2002 ; Sajiki et Yonekubo, 2))0a présence
d'acides humiques et d'algues (Peng et al., 2086hg et al., 2003 ; Zhan et al., 2007) sont égalgm

des parametres qui peuvent affecter I'efficacite glegénomeénes.

111.1.2 Les phénomeénes de biodégradation

Différentes expériences ont été menées en laborati ont mis en évidence une
biodégradation rapide du BPA dans les systémestiggaa et dans les stations d’épuration en
présence de populations bactériennes non-acclimatéscclimatées. Ces études ont été résumées par
Staples et al. (1998). Plus récemment Kang et Koffi®5) ont comparé les mécanismes de
biodégradation du BPA dans les rivieres ou ce nigéganse déroule dans des conditions aérobies
uniquement (Kang et Kondo, 2002) sous dépendanda tiempérature (la biodégradation augmente
lorsque la température du milieu augmente, (Kard) Kondo, 2002) et de la richesse du milieu en
bactéries (Staples et al., 1998)) et les mécanisifedsiodégradation du BPA en milieu marin ou ils
semblent suivre des cinétiques plus lentes en garsé€e d'un temps d'acclimatation tres long des
bactéries (estimé a 50 jours par Ying et Kooka®®32 Ils concluent que, dans les milieux d'eaux
douces telles que les riviéres, les mécanismesatdradation sont prévalents dans le devenir du
BPA, au contraire dans les milieux marins les miscags de photodégradation sembleraient étre
majoritaires. Lobos et Spivak (cités par Stapleal.e2000) ont étudié les voies de la dégradalion
BPA, ils ont pu mettre en évidence 2 voies de dfajran. La voie majoritaire conduit & la formation
de 2 métabolites : I'acide 4-hydroxybenzoique et le difoxy-acétophénone, qui sont rapidement

dégradés en CLet incorporés aux cellules bactériennes (Figuje 15

|
CHy o Bisphénol A
Voie majoritaire S & Voie minoritaire
\\\
< OH
A

OO

Ha

OOH COCH;

OH OH 2,2-bis(4-hydroxyphényl)-1-propanol
Acide 4-hydroxy-benzoiqu 4-hydroxy-acetophénone

OH

CO2 + bactéries |
HO—(‘:— OH

HO CH,

2,3-bis(4-hydroxyphényl)-1,2-propanedio|

Figure 15 : Une approche des voies de dégradatid@Pd\ (d'aprés Staples et al., 2000).
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[11.2 Les phénomeénes de sorption en milieux naturels

Les valeurs de Koc pour le BPA mettent en évidemzefaible affinité de ce composé pour
les particules en suspension, les sédiments etoles Certaines études ont pu mettre en évidence
I'effet de la présence d’autres contaminants inoig#es et organiques sur les phénomenes de
sorption/désorption du BPA (Li et al., 2007a ; Xuak, 2008). Li et al. (2008b) ont mis en évidence
que la présence de métaux lourds et de surfaatatimiques favorisait les phénomeénes de sorption
du BPA sur les particules du sol et qu'au contrddreprésence de certains types de surfactants
favorisait les phénomenes de désorption. De méemains travaux ont également montré que la
dynamique de sorption/désorption était dictée paralture des substances humiques (Sun et al., 2006)
et par la physicochimie. Comme pour les APEO, ksence de BPA dans des phases solides en

suspension est peu documentée (Patrolecco e0@6,;2Xu et al., 2008).

I11.3 Les données de présence du Bisphénol A dans lestéges aguatiqgues

Le BPA a fait I'objet d'un certain nombre d'études ont documenté sa présence dans les
eaux de surface, les eaux souterraines et dansétiments. Une synthése est présentée dans le
Tableau 15. Comme suggéré précédemment, les eauruisieellement issues des décharges
apparaissent comme une des sources majoritairesceooompose dans I'environnement avec des
concentrations de l'ordre de plusieurs de fid-es eaux courantes présentent un niveau moirgre d
contamination avec des concentrations de I'ordria dentaine de ng-lpour les plus contaminées.

Tableau 15 : Données de présence du BPA dansetifésystemes aquatiques de par le monde.

=
Localisation Milieu [BPA] ng.I" (phase Références
dissoute)
Portugal Estuaire <80-10700 Ribeiro et al., 2008
Japon Eaux marines et <lod-80 Kawahata et al., 2004
eaux courantes
Chine Eaux marines et 6-881 Peng et al., 2008
eaux courantes
France Eaux de surfa(;e € 40-175 Baugros et al., 2008
eaux souterraines
Rivieres (efx utoires rejets Eaux courantes <1000 Staples et al., 2000
Eaux de manu ?ctures)
surface Baden Wurtetemberg Eaux courantes <50-272 Bolz et al., 2001
(Allemagne)
Allemagne Eaux de boisson 2 Kuch et Ballschmiter, 2001
Pays bas Estuaire 330 Belfroid et al., 2002
Pays bas Eaux courantes 14-320 Belfroid et al., 2002
Allemagne Eaux de surface 5-410 Fromme et al., 2002
Italie Lagon 30 Pojana et al., 2004
Riviere Tama, Tokyo Eaux courantes 0,6-700 Kawaguchi et al., 2006a
Datianshan Guangzhoo Décharges 17 000-2 923 000 Li et al., 2006
Ouse (Sussex) Eaux courantes <0,1-12 Zhang et al., 2006
=1 .
Localisation Milieu (1] e (e Références
sec)
Sédiments Berlin Eaux de surface <0,005-150 Fromme et al., 2002
Corée Eaux marines <0,001-0,19 Koh et al., 2006
Aires urbaines <120-22000 .
Japon Aires rurales <lod-6800 Kitada et al., 2008
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1.4 Les propriétés de bioconcentration et bioaccumulatn

Miti et al. (1977) furent les premiers a étudietblaaccumulation du BPA chez un poisson
Cyprinus carpioAvec une valeur de facteur de bioconcentration cmagentre 20-68, ils conclurent
gue le BPA était faiblement bioaccumulable. Plusnément, un facteur de bioconcentration égal a
196 a été estimé a partir de la valeur de Kow (Hdwk989). Le BPA présente donc des capacités de

bioconcentration faibles a modérées (cité dans EHDE9).

1.5 Les propriétés de biotransformation

Trés peu d'études se sont intéressées aux voigoedssus d'exposition des organismes
aquatiques au BPA. Lindholst et al. (2001) ont eépdes truites arc-en-cié€Diicorhynchus mykiss
par la voie directe (100 pg)l ils ont pu observer un état d'équilibre apr@1&® heures d'exposition.
lIs mettent en évidence la présence de métabaldesmment de Bisphénol A glucuronidé. Certains
travaux ont par ailleurs mis en évidence que lgsmaites de biotransformation existent des les
premiéres semaines du développement embryonnaijesréBaard et al., 2008). Le BPA peut
également étre hydroxylé et oxydé en une orthoaquein€e composé ayant la capacité de se fixer a
I'ADN, il semblerait que ceci soit a relier au caéme mutagene "indirect” du BPA (Atkinson et al.,
2002). Daidoji et al. (2006) ont mis en évidence ghez la carpe les phénomenes de métabolisation
et d'excrétion du BPA étaient dépendants de la éemtypre de l'eau. lls concluent que durant la
période de pré-reproduction une exposition a cebiétique augmente ses effets défavorables sur les
organes cibles tels que les gonades et le cer@aoutre, Nakajima et al. (2007) ont pu mettre en
évidence les capacités de biotransformation dépélep par des microalgues d’eau douce vis-a-vis du
BPA : activité de glycosilation. Parce que ces inglites peuvent étre bioaccumulés chez les aldues e
les plantes et par la suite peuvent étre digéré&Penpar deg-glycosidases (aprés ingestion) dans les
intestins d’organismes supérieurs. Les auteurslgentcque la prise en compte des métabolites de

BPA pour conduire des études de risques est néieessa

IV La toxicité

Comme exposé précédemment, le BPA est rapidememadie dans I'environnement et
posséde un faible potentiel de bioaccumulation.drganismes aquatiques qui vivent a proximité des

sources de BPA sont les plus exposés aux effetfsmiecce composeé.

V.1 La toxicité aiglie et chronique

Les valeurs concernant la toxicité aigle et ladit&kichronique du BPA sont résumées dans
le
Tableau 16. Il est important de considérer les Bwa qui ont permis de définir les

PNEGqua pour ce composé, a savoir la valeur de NOEC (Nse®fable Effect Concentration) pour
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I'éclosion des ceufs ch@mephales promelagui est égale a 16 pg.et la valeur de LOEC (Lowest
Observable Effect Concentration) pour un effetlearcellules spermatiques chez la méme espéce qui
est égale a 1 ug.(D’aprés rapport UE, 2004).

La valeur de PNEC chronique eaux douces (calcuMec da méthode du facteur
d'extrapolation) est égale a 1,6 ffglPour tenir compte de l'effet sur le développentst cellules
spermatiques une valeur de PNEC conservatrice agate ug:f a été déterminée. En se basant sur la
méthode des coefficients de partage, une vale@NEeC chronique pour les sédiments a été établie et

est égale a 26 pg.kdpoids humide).

Tableau 16 : Données de toxicité du BPA (INERIS).

Toxicité aigle Toxicité chronique
Matrice Unités (mg.r) Eau douce | Eau marine Unités (mg.") Eau douce | Eau marine
CL/ECy¢ algues 2,5 1 NOEC/CEjalgues 1,36 0,69
Eau CL/ECs, invertébrés ) 1,1 NOEC/CEginvertébrés| >3,146 )
CL/EGCsq poissons 4,6 7,5 NOEC/CE poissons 0,016
Matrice Unités (mg.kg%) Eau douce | Eau marine Unités (mg.kgh) Eau douce | Eau marine
. ] NOECI/CEj,
Sédiments| CL/ECsq0rg. benthiqueg org. benthigues 36

Des études menées chez le rat laissent supposég BEA peut avoir une action mutagéne
et tératogéne (Nagel et al., 1997). Ces effet&gatement été démontrés chez les poissons (Honkanen
et al., 2004 ; Pastva et al., 2001 ; cités dans,EID89) mais & des concentrations (> Mgrréalistes
d’un point de vue environnemental.

Le potentiel du BPA a former des adduits a 'ADEté& étudié. Le BPA est chimiquement et
enzymatiquement oxydé en un catéchole et en suamibrthoquinone correspondante, qui donne
lieu & un certain nombre d'adduits a I'ADN (Atkingst al, 1995 ; cité dans EDC, 1999).

V.2 Le bisphénol A et |la perturbation endocrinienne

C’est Krishnan et al. (1993) qui ont montré queBRRA a une capacité a engendrer une
perturbation endocrinienne. Le BPA est un compost&oggnique par sa capacité a se fixer sur le
récepteur a cestrogéne ER avec une affinité der€otd2000 par rapport a celle de I'hormone
naturelle : la 1B-cestradiol. Le caractére cestrogénique du BPA anisté&n évidence au travers de

testsin vivo etin vitro.

IV.2.1 Effets in vitro
Le BPA est capable d’'induire la prolifération cédite des cellules MCF7 (Krishnan et al.,
1993), de stimuler le relargage de la prolactinelgs cellules GH3 de I'hypophyse (Steinmetz et al.
1997), d’induire I'activation transcriptionnelle décepteur ER (Gaido et al., 1997 ;), d'induire la
synthése de vitellogénine (cité dans EDC, 1999).ps, le BPA est capable d’induire 'ARNm

codant pour la vitellogénine des hépatocytes prigsathez le xénope mal€gnopus laevis) e BPA
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est capable de se fixer a la fois sur les réceptawestrogénes de type E& Ef (Kuipper et al.,
1998, cité dans EDC 1999) agissant comme un agodést’hormone naturelle, il s'avere cependant
qu'il possede une plus grande affinité pour lesptaurs ER que pour les récepteurs & Matthews

et al., 2001 cité dans EDC 1999). De plus, il amig en évidence que les formes métabolisées du
BPA (BPA-glucuronidé) n'étaient pas capables d/aéticestrogéniquén vitro. Il semblerait que la
capacité du BPA a induire des effets néfastes surganisme (notamment les réponses utérines) soit
clairement dépendante des conditions d'expositioie (trophique ou voie directe) (Matthews et al.,
2001) (cités dans EDC, 1999).

IV.2.2 Effets in vivo

Tableau 17 : Les principaux effets d'une exposiéiorBPA en milieu contrélé sur les poissons
(Mills and Chichester, 2005).

Effets observés Espéce Nombre de références
Medaka 1
Réduction de la production d’'ceufs Pimephales promelas 1
Danio rerio 1
Réduction de l'indice gonado-somatiqud ( Pimephales promelas 1
Diminution du comportement sexuel Danio rerio 1
Intersexe gonadique Medaka 1
Diminution de la fertilité des ceufs Danio rerio 1
Délai dans la maturation sexuelle Danio rerio 1
L Medaka 1
Altérations dans la structure des gonades - -
Danio rerio 1
Lo e Pimephales promelas 1
Diminution de la ponte et de la viabilité des ceuf
Medaka 1
Réduction de l'indice gonado-somatiq&g ( Pimephales promelas 1

Lors d'exposition en laboratoire, sur différentepézes de poissons, il a été montré que le
BPA était capable d'induire des phénoménes d'ovetetsdes changements morphologiques dans les
testicules de Medaka exposés (Metcalfe et al., RGfH réduire la production d'ceufs (Shioda and
Wakabayashi, 2000), d'altérer les gonades, dere2iuproduction d'ceufs et d'engendrer des troubles
de la fertilité (Segner et al., 2003) ainsi que réduire l'indice gonado-somatique (GSI) et la
production d'ceufs (poissons-téte-de-boules femekpssés) (Sohoni et al., 2001b). Des expositions
au BPA ont également mis en évidence sa capaditduire la synthése de vitellogénine (Sohoni et
al., 2001b ; Lindholst et al., 2001 ; Christians¢l., 1998). Les principaux effets observés sides
expositions au BPA sont résumés dans le Tableat [A7/Figure 16.

Les effets du BPA ne se cantonnent pas a de latoxiité, cette molécule est également

susceptible d’'induire :
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- une «down regulation» de I'axe somatotropiquezatess poissons exposés (daurade) en agissant sur
le niveau d’expression et la transduction du rémapt I'hormone de croissance (GRH) et par
conséquent d’affecter le développement et la @S de poissons exposes,

- une activité immunotoxique (poisson rouge exp@eyronséquence de changements fonctionnels,
concentrations dépendants, des lymphocytes et deophages.

| Densité + mobilite Changement gonadigue
sperme Truite brune
1 production
embryon escargots
ingl+ 1mg I 500mg .|t
I |
| Spermatique | Spermatique
poisson téte-de- guppies
boule
Morue atlantique Medaka Induction vitellogénine
Moule bleue Truite arc-en-ciel Medaka
Truite arc-en-ciel
1ng.- Img|.l 500mg .| *
|.|.|++|. ............. _| |_+_|_+_|_+__‘_+ N A
‘[ T T T T |
‘ Poisson zébré
Medaka Truite arc-en-ciel
Téte-de-boule

Figure 16 : Figure récapitulative des concentratiem BPA aqueux ayant entrair® des changements
gonadiques et B) des synthéses de vitellogénire différentes espéces de poissons et mollusquapréd
Crain et al., 2007).

V Quelques aspects législatifs et réglementaires

La Directive Européenne 90/128/EEC sur les maiguastiques de la Commission
européenne et la Directive 67/548/EEC concernaniniatieres constitutives des empaquetages fixent
une limite spécifique de migration égale a 3 mg.kge nourriture pour la protection du
consommateur. A la suite d'un avis de l'autoritéopéenne de sécurité des aliments (EFSA) publié en
2002, la LMS (Limite de Migration Spécifique) a é&Baissée a 0,6 mg.-kdDirective 2004/19/CE,
premier amendement de la Directive n°2002/72/CE).BPA et certains de ses produits dérivés
(Tetrabromobisphénol A) sont a I'heure actuelleears d’évaluation comme substances dangereuses
prioritaires par la commission européenne pourauantuelle entrée lors de la prochaine révision de
la liste des 33 substances prioritaires (Annexed&da Directive Loi Cadre sur 'Eau (texte adopdé
le parlement le 22 mai 2007, document A6-0125/2007)
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CHAPITRE B
LES SUBSTANCES PHARMACEUTIQUES
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| Les produits de soins corporels et médicamenteux FR®s (Personal Care Products and

Pharmaceuticals)

Les PCPPs sont un vaste groupe de composés chaniqueprenant (PCPP, Daughton,
2001) :
- les médicaments (prescrits et non prescrits),
- les agents de diagnostiques (agents de contragimssr X),
- les "alicaments" (bioactifs, huperzine A),
- d'autres classes de composeés tels que les fragrdmeescs), les agents de protection solaire, les
agents "anti-age" (rétinoides).

L'émergence de certains pays, les progrées médi¢augmentation de l'espérance de vie
sont autant de facteurs qui laissent a penser que ¢onsommation suivra une croissance
exponentielle et par voie de conséquence gu'ilergni un réle de plus en plus important dans la

contamination de I'environnement en général esgstemes aquatiques en particulier.

.1 PCPP : le cas des substances pharmaceutiques

L'Union Européenne (UE, 2004) définit un produitdicénal comme étant :
- toute substance ou combinaison de substances fése@mmme ayant des propriétés pour traiter ou
prévenir les maladies de I'homme ;
- toute substance ou groupe de substances qui pettventtilisés ou administrés a I'homme soit pour
restaurer, corriger ou modifier les fonctions pbi@jiques de [lindividu par une action

pharmacologique, immunologique ou métaboliquesmit le diagnostic médical.

6%
3%
2%
1%

O Agents de contraste O Analgésiques OBeta-bloquants
O Anti inflammatoires O Antibiotiques ® Bronchodilatateurs
Antiasthmatiques Anticancéreux Hypolipémiants

B Anxiolytiques, anticonvulsifiants® Métabolites

Figure 17 : Principales classes de molécules digegidans I'environnement (d‘apres D-1-1
KNAPPE).
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En Europe, prés de 3000 substances pharmaceusigneseférencées. Parmi ces substances,
les efforts de recherche (identification et quédifon des sources, devenir et présence de laesaur
I'environnement) se sont principalement portéslesiantibiotiques suivis par les anti-inflammatsire

non stéroidiens, pour l'instant (Figure 17).

1.1.1 Les grandes classes thérapeutigues de substahaes@ceutiques a usages

humains
Une liste non exhaustive des principales classescar@enteuses sera énoncée ci-dessous ;
les principaux modes d’'actions et molécules phaendgques représentatives de chacune des classes

seront spécifiés.

a) Les antibiotiques

Il existe un nombre trés important de substanceaction antibiotique. Les familles

thérapeutiques sont déterminées en fonction dentede d’action (Figure 18) :

(3) mhibition de la synthese (2) inhibition de la synthase
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

(3) Inhibition de Ia =
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de IADN

@ Autres mécanismes

Figure 18 : Principaux modes d’action des antibiatis.

® Les antibiotiques inhibant la synthese de la pdractérienne (D-cyclosérine, fosfomycine,
bacitracinep-lactamines, glycopeptides, ...),

@ Les antibiotiques agissant au niveau de la merebrgtoplasmique (polymyxines, thyrothrycine),
® Les antibiotiques inhibiteurs de la synthese pgoi (macrolides, tétracyclines),

@Les antibiotiques inhibiteurs du métabolisme dedescnucléiques (quinolones, fluoroquinolones,
sulfamides),

® Les antibiotiques agissant par inhibition compéi{sulfamides).

b) Les analgésigues et antalgiques

Ces molécules, tres nombreuses, sont aussi tiisgesi aussi bien sans ordonnance pour les
composeés les plus courants, comme l'ibuproféne, syweprescription, pour les composés les plus

actifs (diclofénac, naproxéne, dextropropoxyphéne]l peut-étre distingué :
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- Les_antalgigues_de_niveauébalement appelés antalgiques périphériques,isdigjués dans les

douleurs Iégéres a modérées. Leur action se faitipalement au niveau des nocicepteurs (récepteurs
de la douleur) périphériques. Ce sont essentietietee anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS),
I'aspirine, le paracétamol. lls agissent en inhibd& maniére réversible ou irréversible une ou les
deux isoformes de la cyclo-oxygénase (COX 1 etqRi, catalysent la synthése de différentes
prostaglandines a partir de I'acide arachidonique.

- Les_antalgiques de niveauirdiqués en cas de douleurs modérées a intensssaritalgiques de

niveau 2 sont essentiellement représentés par sgexiations d'antalgiques de niveau 1 avec des
dérivés opioides mineurs comme la codéine et l¢rojenopoxyphéne. L'association permet ainsi de
potentialiser l'effet analgésique de chacun desstitaants. Le paracétamol est l'antalgique

périphérigue de choix pour ces associations.

- Les_antalgiques de niveauidiqués en cas de douleurs séveres et dans ldsude d'origine

cancéreuse : morphine, fentanyl.

c) Les psychotropes

Le terme de médicaments psychotropes désigne ldecangents qui améliorent l'activité
mentale quand elle est perturbée. Il s'agit globate des médicaments utilisés en psychiatrie pour
traiter des troubles mentaux banals ou graves.

v" Les antidépresseurs

La classe pharmacologique des antidépresseurs tréstehétérogéne tant au niveau des
mécanismes d’action qu'au niveau des effets indékgs, la différenciation entre les produits d'une
méme famille reste toujours difficile. Peuvent &oasidéreés :

- Les antidépresseurs tricycligues (TC#Jec I'amitriptyline et I'imipramine. Les TCA imé@ennent

en : évitant la recapture synaptique des mono-ar(iNeradrénaline (NA) et Sérotonine (5-HT)), par
‘Down regulatioh des récepteurs béta-adrénergiques et des récemeérotoninergiques et par la
désensibilisation de 'adénylate cyclase a la datimn par la NA au niveau post-synaptique.

- Les_inhibiteurs de la_monoamine oxydase (IMA&¥ec la phénelzine, la toloxatone. Les IMAO

agissent par inhibition des enzymes de dégraddgsrmono-amines (la mono-amine oxydase (MAQO)
et la catéchol-O-méthyltransférase (COMT)) ou pBown regulatiod des récepteurs béta-
adrénergiques et des récepteurs sérotoninergitypes B désensibilisation de I'adénylate cyclase a
stimulation par la NA au niveau post-synaptique.

- Les inhibiteurs spécifiques de la recapture deoladrénaline ou de la sérotonineala fluoxétine.

lIs interviennent en évitant la recapture synamgidas mono-amines.
v Les anticonvulsifiants
Les anticonvulsifiants sont les médicaments indiqpéncipalement dans le traitement

pharmacologique de [I'épilepsie. Quatre mécanismestiah principaux sous-tendent ['effet
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pharmacologique bénéfique des anticonvulsifianpdus particulierement le blocage des canaux
sodiques voltage-dépendants par la carbamazépine.
v’ Les anxiolytiques
Parmi ces molécules, peuvent-étre citées les bl@azEpines qui sont des agonistes qui
favorisent l'ouverture du canal (Jar le GABA (Acide Gamma-Amino Butyrique) et orand un
effet inhibiteur. Elles agissent en augmentantrégdence d'ouverture du canal avec le diazépam,

I'alprazolam.

d) LesB- bloquants

Les R-bloquants ou R-bloqueurs sont des médicamguisinhibent les récepteurs
adrénergiques R. lls sont utilisés pour le traitenues troubles cardiaques (hypertension artérielle
infarctus du myocarde), le traitement du glaucodes, actions diurétiques. Les 3-bloquants s'opposent
aux effets béta-adrénergiques des catécholamimeanp@gonisme compétitif au sein des récepteurs

avec la propanolol, I'aténolol.

e) Les hypolipémiants

Deux grandes classes thérapeutiques sont prédaesnartes fibrates (diminuent les
glycérides et le cholestérol) et les statines (dirent le cholestérol). Les fibrates agissent par
inhibition de I'enzyme HMG-CoA (3-hydroxyméthylghril coenzyme A réductase) qui contrdle la
synthese du cholestérol avec le gemfibrozil. Ledgirets agissent en inhibant I'action de I'enzyme

HMG-COoA intervenant dans la synthése du cholestaret I'atorvastatine, la pravastatine.

f) _Les antiasthmatiques

Parmi les antiasthmatiques, la classe des agoriétasadrénergiques peut-étre citée. Ces
molécules agissent par liaison et stimulation désepteurs £ qui provoquent la stimulation
d'AMPcyclique (Adénosine MonoPhosphate cycliguéugmentation d’/AMPc va induire l'activation
de protéines kinases qui vont déclencher une castadéactions de phosphorylation des protéines

régulatrices du tonus musculaire lisse avec leusathol, la terbutaline.

g) Les médicaments de I'endocrinologie et du méisine

v' Les contraceptifs
La contraception est définie comme ['utilisation pi®cédés temporaires et réversibles
destinés a empécher la conception. Le nombre idattices est estimé & environ 100 millions dans le
monde, dont un peu plus de 3 millions de Francams®Es 36 % des femmes de 15 a 49 ans. Sous le
terme de contraception, peuvent se distinguer :

- La_contraception_cestro-progestativédest la méthode la plus utilisée (41 % des femde vingt a

quarante-quatre ans). Elle associe un estrogérsyrdhése (I'éthynylcestradiol) a un progestatif de
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synthése dérivé des 19-norstéroides, a titre d’plemassociation de drospirénone et
d’éthynylcestradiol.

- La_contraception progestativdes progestatifs exercent leur effet antigonaps en utilisant le

phénomene de rétrocontrole négatif de I'axe hyetiahypophyso-ovarien, qui se trouve ainsi mis
au repos, sans ovulation possible. Elle est baséedes faibles doses de lévonorgestrel ou de
meédroxyprogestérone.

- La_contraception_d'urgence ou_abortidea contraception d'urgence se définit comme toayen,

physique ou par lintermédiaire de molécules biojogment actives, utilisé pour prévenir une
grossesse avec le Iévonorgestrel et le RU-486 anti des analogues structuraux de la progestérone
capables de se fixer sur le récepteur de la prégest et ont une action progestative (Iévonorggstre
ou anti-progestative (mifépristone)

v’ Les traitements hormonaux substitutifs (THS)

- Les traitements_de la_ ménopauge reposent sur la correction de la carence ggstique induite

lors de la ménopause, a titre d’exemple I'assamiatie I'estradiol a la noréthistérone, 'estradial,
tibolone.

- Les traitements_de l'andropausgé reposent sur la correction de la carence stogtrone induite

par I'age, avec la prise de testostérone.
v' Les médicaments de I'obésité
La problématique des traitements de [I'obésité eétente. Diverses approches
médicamenteuses ont été initiées : les anorexigevess I'amfépramone, les inhibiteurs de la lipase
intestinale avec l'orlistat, les inhibiteurs dedgapture des mono-amines (noradrénaline et sémejon
avec la sibutramine.
v’ Les médicaments de la thyroide:
Sur le plan hormonal, le traitement consiste seraiger une déficience, hypothyroidie, par
l'apport d'hormones thyroidiennes avec la |évotkipe la liothyronine L-T3, soit a réduire un exces

de sécrétion, hyperthyroidie, par la prise d'agtitidiens de synthese avec la carbimazole.

h) Les antitumoraux et antinéoplasiques

Ces composés cytostatiques ont été synthétisés iptemagir contre la prolifération
cellulaire. La encore, il existe un grand nombrevadécules qui différent selon leurs modes d’agtion

les principales sont résumées dans le Tableau 18.

Page 57



Contexte bibliographique

Tableau 18 : Principaux modes d’action des agentisancéreux et antitumoraux.

Classes Type d'action Molécules actives

Inhibition de la synthése des

) s 5-fluorouracile, méthotrexate
bases puriques et pyrimidiqu

Anticancéreux anti métabolique

Les Nitroso-urées

Agents alkylants Altération ADN (carmustine), les moutardes
azotées (méchlorethamine
_ Agents antibiotiques Les anthracyclines
Agents intercalants s'intercalant dans la double (amsacrine)
hélice ADN
Agents altérant le fuseau mitotiqt Cytosquelette Mitotique Alcaloides de la pervenche
Cytokines Synthése protéique (ARN m Interféron alpha

Inhibition modulation des

i o Tamoxiféne, clomiféne
récepteurs cestrogéniques

Hormones et anti-hormones

i) Les produits de contraste

Les produits de contraste sont utilisés pour majlereontraste naturel des compartiments
dans lesquels ces produits sont distribués ou rdigiSe distinguent : les agents de contraste Rayon
X et principalement les produits de contraste iq@&3l) qui majorent I'atténuation des rayons X par
effets photo-électriques (iopromide, iopamidol,et)les agents de contraste IRM qui agissent de
maniére indirecte en accélérant la vitesse de attax des noyaux d'’hydrogéne les environnant

(nanoparticules superparamagnétiques, associatimndyadolinium G+ chélates).

i) Les drogues illicites et les traitements substguti

Les drogues augmentent la quantité de dopaminemide dans une zone du cerveau, le
circuit de la récompense. Il est désormais étal#i fpus les produits qui déclenchent la dépendance
chez I'homme augmentent la libération d'un neurdségr, la dopamine, dans une zone précise du
cerveau, le noyaaccumbensll peut-étre distingué :

- Les amphétamines et leurs dérivéemme |'ecstasy, provoquent des augmentationseiates et

importantes de sérotonine synaptique et de doparsinigies d’'un épuisement des stocks de ces

neuromédiateurs.

augmente la présence et donc l'effet de la dopamares les synapses au niveau du cerveau des
émotions (systéeme limbique).

naturels (récepteurs des endorphines). Elle stiggédement le systéeme de la dopamine, mais par un
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mécanisme indirect (en diminuant le controle dagarees GABA (Acide Gamma-Amino Butyrique)

sur les neurones a dopamine).

I.1.2Les données de consommation en France

a) Les substances pharmaceutigues a usages humains

Il est tres difficile d'avoir accés aux données cswnant l'utilisation de substances
pharmaceutiques, en France. Seule TAFSSAPS (Agerargaise de Sécurité Sanitaire des Produits
de Santé) publie chaque année la liste des 50aswdest les plus vendues en officines et en officines
hospitaliéres (Tableau 19). Dans leur travail déorfmation des substances pharmaceutiques
préoccupantes pour I'environnement en France, BesgBarric (2008) ont publié les premiéres
données quantitatives d'usage de substances pleutitaees en France. La Figure 19 présente les
quantités annuelles (kg) de substances pharmaugestig’usages courants (hors hormones et
anticancéreux) : plus de 3300 tonnes de paracét@gmamiolécule active la plus utilisée en Francg), 3
tonnes de carbamazépine et pres 4 tonnes de finex&ndues chaque année.

De plus, étant donnée la cyclicité des phénomepikmdiques, les usages de substances
pharmaceutiques sont par conséquent extrémemeiables: A titre d’exemple, Castiglioni et al.
(2006) ont mis en évidence que les apports hivernam composés d'usages courants (anti-

inflammatoires, antibiotiques) étaient plus impotsaque les apports estivaux.

Page 59



Contexte bibliographique

Kg

WNIdOSIdILVOdd VA
INId0ddNdl
3ANINSOId
INILNYIXOHL

[ TONV13DVvHvd

3500000+

3000000+

2500000+

2000000+

1500000+

1000000+

500000

Kg

| 31vddIdON3d

" INGHdAXOdOddod 1X3ad
[ 1AdN40dAlLldvN
[ INIDANVNILSIEd
[ 370ZVvAINOYL13IN
[ TONIANV1d3H

[ VdOdOoA3T1

[ IANILNGINIEL

[ INIJOddOLIA

[ dlvydidvz3g

[ g3NIDId3 LOHdAY
[ ANIAIZVLINIFL
[ INOXVIHL143D

[ 107TONVHddOdd

| 3INIAILINVY

[ OVN340701d

[ 10704d013n

[ 3ANILVLISVAYHOLY
I ANILVISVANIS

. INIZAXOJAAH

T ANITVY1Y3S

[ ANOdIY3IdNOa

[ ANIZVINIINVAD
[ ANITIOVY3dId

| INIDAWOYHLIZY
[ INOTOSINA3Yd

I WVddOTvLID

[ ANIIdOHLINIFL
[ WVd3IZvINOHd

[ 3NIOIdAVHIA

[ Wvd3zvydd

[ 107104d0s1g

[ 3NIIdOTAY

[ ANOT0Id0Z

[ INIZVINOYdINOATT
[ INIZIFIL30

[ JAINVIONIDITO

L TIEddINVA

[ 1070dvN

. INIDAWOONVA
[ 370ZvNOONTd

[ WV.1Ovdozvl

[ 1IddOANId3d

. TOTTON3ddXO

[ 10dl43d0O1vH

[ 1071d3NdvO

. INIHAON3HdNgd

[ WVd3ZVAdON

. ANOSVH13Nnv13g
[ INIXOJAHLOA3

I AVddOVLIOS3

100000

90000 -

80000 -

70000 -

60000 -

50000 -

40000 -

30000 -

20000 -

10000 -

Besse et Garric, 2008).

Y

apres

Figure 19 : Consommation annuelle (quantité, erdig)e liste non exhaustive de substances pharrtiqaes en France (d’
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en 2006 (Source AFSSAPS).
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Rang Produit Classe thérapeutique Molécules actives
1(1) DOLIPRANE® Antalgique antipyrétique non salicylé Paracétamol
2(2) EFFERALGAN® Antalgique antipyrétique non salicylé Paracétamol
33 DAFALGAN® Antalgique Paracétamol
4 (4) LEVOTHYROX® Hormone thyroidienne Lévothyroxine
5 (5) KARDEGIC® Antiagrégant plaquettaire préventif Acétylsalicylate de lysine
6 (6) SPASFON Antispasmodique musculotrope Phloroglucinol,
7 (11) TAHOR® Hypolipémiant de la famille des statines Atorvastatine
8 (12) VOLTARENE® Anti-inflammatoire non stéroidien Diclofénac
9 (11) ELUDRIL® Antiseptique local Chlorhexidine
10 (8) DI-ANTALVIC ® Antalgique opiacé en association Dextropropoxyphéne,
11 (8) DAFLON® Vasculoprotecteur, veinotonique Fraction flavonoique purifiée
Antalgique antipyrétique anti-inflammatoire no
13 (14) ADVIL® 9 Pyreta , Ibuproféne
stéroidien
16 (15) ASPEGIC® Antalgique antipyrétique Aspirine
17 (29) METHADONE® Dépendance aux opiacés : substitution Méthadone
18 (23) LAMALINE ® Antalgique opiacé en association Caféine, Paracétamol, Opiun
19 21) ORELOX® Antibiotique de Ia‘famille des céphalosporines Cefpodoxime
111 *M™ génération
21 (43) IXPRIM® Antalgique opiacé en association Paracétamol, Tramadol
22 (17) TEMESTA® Anxiolytique de la famille des benzodiazépine Lorazépam
24 (28) SUBUTEX® Dépendance aux opiacés : substitution Buprénorphine
26 (31) VASTAREL® Antiangoreux Trimétazidine
27 (34) AMLOR® Antihypertenseur inhibiteur calcique Amlopidine
29 (38) AERIUS? Antiallergique oral antihistaminique H1 Desloratadine
30 (70) HELICIDINE® Antitussif Helicidine
31 (7) PROPOFAN Antalgique opiacé faible Caféine, Dextropropoxyphéne,
Paracétamol
32 (57) PNEUMOREL® Antitussif Fenspiride
33 (35) METEOSPASMYL® Antispasmodique musculotrope Siméthicone, Alvérine
34 (18) GINKOR® Veinotonique Ginkgo biloba, Heptaminol,
36 (51) SOLUPRED Corticoide général Acide benzoique, Prednisolore
37 (33) TOPLEXIL® Antitussif antihistaminique Guaifénésine, Oxomémazine
38 THIOVALONE® ORL Tixocortol, Chlorhexidine
40 (78) INEXIUM® Antiulcéreux Esomeprazole
41 (45) BETADINE® Antifongique gynécologique Povidone iodée
42 (24) STILNOX® Hypnotique de la famille des imidazopyridineg Zolpidem
43 (45) VENTOLINE® Antiasthmatique bronchodilatateur béta-2 Salbutamol
44 (37) MEDIATOR® Hypolipémiants Benfluorex
45 (49) PIVALONE® Corticoide nasal, anti-inflammatoire et Tixocortol
46 (55) PREVISCAN’ Antithrombotique Fluindione
47 (53) DIALGIREX® Antalgique Dextropropoxyphéne
48 (41) EFFEXOR’ Antidépresseur (IRSN) Venlafaxine
49 (52) NUROFEN® Antalgique Ibuproféne
50 (72) EMLAPATCH® Anesthésique local Lidocaine, Prilocaine

() Classement de I'année 2005
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b) Le cas des composés d'usages courants

Des composés tels que la caféine et la théophyliiea que tres largement employés par la
pharmacopée : association a des antalgiques, déssthéniques, des produits de régime, des
bronchodilatateurs ont pour sources principalesdasommation de boissons. En moyenne, une

personne de 60 kg consomme chaque jour 239 mgéi@eT ableau 20).

Tableau 20 : Consommation de caféine dans les pisadlusages courants (www.peidruginfo.ca).

Type de produit Caféine (mg. portion)
Thé (1 tasse) Tous les types 10-110
Café (1 tasse) Tous les types 40-180
Boissons a base de Cola (33cl) Tous types 30-60
Chocolat noir 509 40-50

c) Le cas particulier des produits illicites etsdstitution

D’aprés I'Observatoire Francais des Drogues efldegcomanies (OFDT), en 2005, un tiers
des 15-64 ans (32,4 %) déclare avoir déja consoaum@oins une drogue illicite au cours de sa vie.
Trois individus sur dix (30,6 %) signalent avoijaléonsommé du cannabis au cours de leur vie et 43
% déclarent s'en étre déja vu proposer. C'est lagul illicite la plus disponible et la plus
expérimentée. En 2005, en France, on comptait 1I6B8Minomanes dont la moitié suit un traitement
de substitution aux opiacés (TSO). Ces chiffred sonconstante évolution et augmentation (Figure
20).

6,0E+06+ N Evolution annuefl 20
nombre boites/an / marché

/ (%) L 18
5,0E+064

r16
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Figure 20 : Consommation des principaux médicamamsubstitution et kits d'usages en France en

2005 (nombre de boites), évolution des consomnmafjger comparaison a I'année n-1).
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1.1.3 Pharmacocinétique: Devenir des substances pharatagses dans

I'organisme
La pharmacocinétique révéle une implication majedams le devenir des résidus de

substances pharmaceutiques. Dans I'organisme, mpas® actif va subir différentes opérations qui
peuvent étre schématiqguement distinguées en 4sétape

O L’absorption qui se définit par le transfert du principe adif site d’administration vers la
circulation générale.

® La distribution dans I'organisme qui se définit comme le trangtarérsible des substances entre
les différents organes de I'organisme. Elle s'dffecselon 4 facteurs : fixation protéique, progsét
physico-chimiques, irrigation des organes et affipiarticuliére des tissus.

© La métabolisation ou biotransformation qui est I'ensemble des modifons chimiques que subit

un médicament dans l'organisme et qui conduit dotmation de métabolites. Deux phases de
métabolisme peuvent étre distinguées selon lesepsos de transformation induits par ces enzymes :
les réactions de phase | et celles de phase |l.

réactionnel implique une oxydation sans que ceéllgad nécessairement apparente dans le produit
final obtenu. Le composé est modifié dans sa streatle maniere a l'inactiver et a le rendre plus
polaire. Les réactions de phase | comportent degioés d'hydroxylation, de N-, de S-oxydation pour
lesquelles I'oxydation est évidente car il y a @ditgon d'un atome d'oxygéne, et des réactions-det N
O-déalkylation, ou la fixation d'un atome d'oxygéree été qu'une étape intermédiaire et n‘appaaait p
dans le produit final. La plupart des réactionsxgtiation sont catalysées par des enzymes de la
famille du cytochrome P450.

son métabolite de maniére a le rendre hydrosoletbéeaccélérer son élimination. Les réactions de la
phase Il sont des réactions de conjugaison et ¢egrtiutres majoritairement a la perte des progwiété
pharmacologiques du composé. La phase Il compegeadactions de conjugaison, soit par l'acide
glucuronigue (glucuroconjugaison), la glycine (glgonjugaison), le sulfate (sulfoconjugaison
catalysée par des sulfotransférases) ou encorétdtac (acétylation catalysée par des N-acétyl
transférases) et le glutathion.

O L'élimination de l'organisme qui définit I'étape et la voie par laquelle les disdments

(substances actives) et leurs métabolites sontinésan lls s’éliminent préférentiellement par voie
urinaire et voie biliaire. L'’ensemble de ces 4 pwifabsorption, distribution, métabolisation et
élimination) conditionne la fraction excrétée desldostance et permet la détermination de la fractio

de substance active excrétée par I'organisme.
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1.1.4 La notion de fraction excrétée par I'organisme delibstance active

(Fexcrerd

La Fxcreta €St UN parameétre important qui correspond a Ietifna excrétée d’'une molécule
pharmaceutique active. Il permet de prendre en teng taux de métabolisation du composé
(paramétre important dans la détermination des REgDcentration prédite dans I'environnement)
selon la méthode EMEA (European Medicine Agencg)Tableau 2iprésente les valeurs dgdzwde
certaines molécules appartenant a différentesedabgrapeutiques. Selon les molécules, cettervaleu

peut étre comprise entre 1 % (I'alprazolam, le éji@an) et prés de 100 % (I'aténolol).

Tableau 21 : Valeurs dek.pour plusieurs substances actives de différetassas thérapeutiques
(Besse et Garric, 2008).

Classe thérapeutique Substance active Fexcreta(%0)
Alprazolam 1
Anxiolytiques Bromazépam 3
Diazépam 1
Diclofénac 15
Anti-inflqmmatoires non Ibuproféne o5
stéroidiens
Kétoprofene 85
Hypolipémiants Gemfibrozil 72
Antidépresseurs Fluoxétine 10
Amoxiciline 90
Antibiotiques Fluméquine 10
Clarythromycine 40
Atenolol 100
B-bloguants
Propanolol 24
Agents de contraste lopromide 100

Il Les sources de produits pharmaceutiques dans I'emennement

1.1 Les différentes sources de substances pharmaceutegipour I'environnement (Kummerer,

2004)

Les sources de substances pharmaceutiques (a pliexced'épisodes catastrophiques
ponctuels : renversements lors du transport, e)dncluent théoriquement :
- Les rejets des industries durant les processualedtion. Extrémement contrblés, ces rejets sont
minoritaires.
- Les apports via les filieres de récupération delstamces pharmaceutigues avant la vente.
Extrémement contrdlés, ces apports sont minorgaire
- Les destructions non conventionnelles par les usggeubelles, toilettes). Dans une étude récente,

Kummerer (2004) relatait des données annoncantpgee de 33% des meédicaments vendus en
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Allemagne, et prés de 25% de ceux vendus en Aetrithient jetés a la poubelle ou dans les eaux
domestiques. En conséquence, il apparait que ce a®dejets est loin d’étre négligeable et qu’'une
sensibilisation est nécessaire.

- Les rejets via les stations d'épuration aprés pbisar sont la porte d’entrée principale des

substances pharmaceutiques dans I'environnement ¢et aspect sera ici développé.

1.2 Les stations d'épuration : Principales sources desubstances pharmaceutiques dans

'environnement

Il a été établi que la présence d'un certain nond®esubstances pharmaceutiques dans
I'environnement était préoccupante. Leurs prin@paloies d’entrée vers les systemes aquatiques sont
les rejets des stations d’épuration. Ainsi, la ns&dtde leur présence dans I'environnement reparse s
le contréle de leurs rejets et par voie de cong@mpeur I'amélioration des technologies mises en
place au sein des usines de traitements des e#as.usfin de faciliter la lecture de cette partie
consacrée aux stations d’'épuration, les procedstraieements discutés dans ce paragraphe seront

exposeés et détaillés dans I’Annexe Il qui leurdéstiée.

11.2.1 Les technologies courantes

Les traitements traditionnels consistent en urtema@nt en 3 étapes. Il est important de
préciser que les taux d’abattement mesurés dansSTsP sont dépendants des parameétres
d’exploitation propres a chaque unité de traitemeffauxe-Wuersch et al., 2005). Dés lors
I'évaluation de l'efficacité des différents processmis en jeu au sein des STEP est tres délicate.
Certaines études (Clara et al., 2005b ; Vieno.e2805) mettent en évidence que les performances
des STEP en terme de paramétres d’'usines (DemarmdegiBue en Oxygéne (DBO), Carbone
Organique Dissout (COD), abattement de I'azote)vesu étre de bons indicateurs quant a leur

capacité a éliminer des substances pharmaceutiques.

a) Les traitements préliminaires

Cette premiere étape est tres faiblement perforenamtregard de I'élimination des matiéres

organiques et des substances pharmaceutiquesteulpar(Carballa et al., 2005).

b) Les traitements primaires

Durant cette étape, une partie significative dehlarge en substances pharmaceutiques peut
étre abattue, essentiellement par des phénomeéenesorgdon. Des mesures montrent des taux
d’abattement de I'ordre de 40-50 % pour le diazép2@45 % pour le diclofénac, 10-25 % pour
I'ibuproféne et 10-30 % pour le naproxéne (Carbatlal., 2005). Ce taux étant d’autant plus élevée

que la teneur en graisses (non caractérisées)’'danantillon est importante.
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c) Les traitements secondaires

Les systemes de traitements secondaires peuverdi@isés en 2 classes (les cultures fixes
et les cultures libres (Metcalfe et al., 2003))i différent essentiellement au regard des temps de
rétention hydrauliques (HRT). En effet on considgéaéralement que les processus de lits fluidisés
(boues activées, lagunage) ont des temps de d&yduauliques supérieurs a 12 heures au contraire
des systémes a cultures fixées (lits bactériemdiltbes, disques biologiques) qui ont des temps de
séjour hydrauliques inférieurs a quelques heures $1lheures). En conséquence, il apparait que les
processus de type boues activées ont plus de t&paciéliminer les pollutions organiques et plus
particulierement les substances pharmaceutiques.ti@dements qui reposent sur la dégradation
microbienne sont extrémement sensibles aux vamgmtsaisonnieres. Clara et al. (2005b) ont mis en
évidence une diminution des taux de dégradation fHateur 2 pour une diminution de la température
de 10°C. De méme, Vieno et al. (2005) ont montré ¢m capacité des stations d’épuration
finlandaises a éliminer les substances pharmaaggidiminuait de 25 % en hiver.

Les phénoménes qui régissent la distribution dtatiement des molécules dans les STEP

seront détaillés ci apres.

11.2.2 Les paramétres d’'abattement des substances phautiguees dans les

stations d’épuration

a) La volatilisation

Comme les substances pharmaceutiques présenteaglengénérale de faibles valeurs de

constante de Henry, les phénomenes de volatilisatosont pas considérés comme significatifs.

b) Les phénomenes de photolyse

Bien qu’ils aient plus particulierement été étudidans des systemes naturels, les
phénoménes de photolyse sont susceptibles de@datédans les STEP présentant des configurations
de type bassins d'aération ouverts et lagunagescéiile et al., 2003). lls pourraient conduire a des

abattements qui resteraient négligeables.

c) Les phénomenes de sorption

Tolls (2001) a mis en évidence que pour les moéscwlont les valeurs de Kosont
inférieures a 3, la prédiction des phénomenes q#iso ne peut étre conduite uniguement sur la base
de la valeur de Kow. Une meilleure prédiction elsteaue par l'utilisation du Kd coefficient de
distribution. Une approche plus précise a été réoem mise en ceuvre par Carballa et al. (2008). Les
résultats mettent en évidence que contrairementnauscs et aux cestrogénes, les valeurs de Kd
obtenues pour les substances pharmaceutiques @bigsf comprises entre 0,7-1,9 et semblent

montrer que les phénomenes de sorption avec lesshibigerées sont de faible importance.
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Tableau 22 : Valeurs de Kd mesurées dans les laauesurs des processus de traitement.

=, o1
Log Kd (I._kg _SS) Log Kd (I.kg S$) Références
(boue primaire) (boue secondaire)

Caféine - 2,6 Urase et Kikuta, 2005

- - 0,09 Ternes et al., 2004a
Carbamazepine - 1. Urase and Kikuta, 20(
Diazépam 1,6 1,3 Ternes et al., 2004a
Diclofénac 2,7 1,2 Ternes et al., 2004a
Ibuprofene - 0,85 Ternes et al., 2004a
Naproxéne - 14 Urase et Kikuta, 2005

Comme le Tableau 22 le suggere, les valeurs de d{d pne méme molécule différent
significativement selon la matrice considérée (lscerrées/boues sorties) au sein d’'une méme station
mais également entre les stations. En effet, cartaiteurs avancent que des parametres tels que la
teneur en graisses (non caractérisées) (Carbadla, &006), les concentrations en polysacchaides

protéines colloidales (Kreuzinger et al., 2004)rpaient affecter les phénoménes de sorption.

Décanteur Bassin de boues activées Décanteur
primaire secondaire
< . =

Eaux usées bru\t;;\ Boues primaires Boues secondaires
0,25 g MS par litre 0,15 g MS par litre 0,1 g MS par litre

Composé Kq (Vg) Part piégée par sorption en %

(100-Ky4-MS/(1+Ky- MS)

Diclofénac 0,45/0,05 10 6 0,5

Ethinylestradiol | 0,35/0,27 8 5 3

Norfloxacine 2/25 33 23 72

Figure 21 : Constante de sorption et part des ceggppiegeés par sorption par les MES des eaux
brutes, des boues primaires et boues seconda@¥AE, publications)
(Kd : 1" valeur pour les boues primaires &f%aleur pour les boues secondaires).

Dans une publication interne, 'TEAWAG rapporte lide des phénomenes de sorption pour 3
molécules pharmaceutiques (la norfloxacine, le ofiiclac et I'éthinylestradiol) au cours d'un
traitement secondaire. Leurs observations mettegvelence les difféerences de comportement durant
les processus. La part de norfloxacine sorbée antgna fur et & mesure de 'avancement dans le
processus de traitement de l'eau: 33% dans lex bautes pour atteindre 72% dans les boues
secondaires. La sorption de la norfloxacine estdiéles intéractions électrostatiques qui sontaldu
plus favorisées par la teneur en micro-organisnaesit(la paroi est chargée négativement). Au
contraire pour le diclofénac et I'éthinylestradilal,composante sorbée diminue (10% a 0,5% pour le

diclofénac) ou reste stable (8 a 3% pour I'éthiglylediol) tout au long du processus de traiteniesd.
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relations mises en jeu sont des interactions hyaogs qui sont favorisées par la teneur en fraction

lipidique des eaux d’entrée (dont la concentratininue au cours des processus de traitements).

d) Les phénomeénes d’hydrolyse

Les composés pharmaceutiques qui sont excrétés feaug glucuronide peuvent étre
reconvertis en molécules bioactives. Une tres grgordportion des substances pharmaceutiques est
excrétée sous forme conjuguée. Méme si certaimsiusuggerent que les mécanismes de clivages se
déroulent en amont des stations d’épuration, ilaegip évident que ces processus s’accentuent dans
les usines d’assainissement. En effet, elles cara@nd’'importantes densités de micro-organismes
(genreEscherichia coli qui possédent une activité glucuronidase et ®déaqui peuvent cliver les
molécules conjuguées. Ceci se traduit par la ltérale formes libres ou de métabolites oxydésstl
couramment admis qu’'aucune forme conjuguée neteémix processus mis en ceuvre dans les STEP
(Johnson et Sumpter, 2001). Ceci est confirmé parios travaux (Ternes et al., 2001 ; Heberer,
2002 ; Heberer et al., 2001 ; Beausse, 2004) quimaot des concentrations en formes glucuronidées
de molécules pharmaceutiques inférieures aux larde détection dans les effluents alors qu'elles
étaient quantifiables dans les intrants. Ces psusegeuvent induire une augmentation des

concentrations en certaines molécules au courprdesssus de traitement des eaux.

e) Les phénomeénes de biodégradation

La biodégradation qui conduit & la formation de énales de plus petit poids moléculaire est,
dans le cas des substances pharmaceutiques, tiéble/ala dégradation biologique suit une
cinétique de premier ordre (Joss et al., 2006). Wimeorité de molécules pharmaceutiques apparait
biodégradable a plus de 90 % (I'ibuproféne, le pétamol,...), la grande majorité des molécules subit
une biodégradation partielle (le gemfibrozil, leldfénac) enfin une part significative des molésule
ne subit aucune biodégradation (le diazépam, lbacaazépine). Les phénomenes de biodégradation

peuvent étre influencés par un certain nombre cedas.

11.2.3 Parametres affectant I'abattement des substancasydceutiques au sein

des stations d’'épuration

Etat donné que les phénoménes d’abattement desusoés pharmaceutiques dans les stations
d’épuration semblent étre principalement la conegge des phénomenes de biodégradation, ainsi la
grande majorité des travaux se sont focaliséebé&ude de ces phénoménes. La biodégradation peut
étre influencée par un certain nombre de factelargliversité de la biomasse microbienne (Ternes et

al., 2004b), la fraction de biomasse active assomigx matiéres en suspension (Joss et al., 2005).
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a) Les paramétres physico-chimiqgues

Certains paramétres physico-chimiques tels queHigguvent avoir une incidence sur les
taux d’'abattement de certaines substances phartigaeess Urase et al. (2005) ont montré que les
taux d'abattement de certaines substances phartigaeesi acides (I'ibuproféne, le kétoprofene, le

gemfibrozil, etc...) étaient supérieurs a pH acide.

b) L’age des boues
Clara et al. (2005a) ont mis en évidence un agieuei des boues égal a 10 jours, au dessous

duquel pas ou peu de dégradation est observée upotertain nombre de molécules (les stéroides).
Ce temps critique semble étre spécifique a la anbstconsidérée : 1 jour pour I'ibuprofene et 8gou
pour I'estrone (Ternes et al.,, 2004b). Cependanparamétre ne semble pas étre suffisant pour
expliquer les phénoménes d’abattement qui peuverdésouler au sein des STEP (Federle et al.,
2002).
C) Les saisons

Un certain nombre de travaux ont mis en évideneeles taux d'abattement des substances
pharmaceutiques étaient meilleurs en été qu’err (ieno et al., 2005 ; Castiglioni et al., 2006ks
variations peuvent étre reliées a plusieurs paraséts peuvent inclure :
- La température une plus faible température en hiver conduié@ faible biodégradation.

- Les conditions hydrigues les plus fortes pluies qui se déroulent durastpériodes hivernales

peuvent induire une diminution des temps de résigldrydrauliques (HRT) qui peut conduire & un
plus faible abattement ainsi qu’a une plus failstedpction de boues (Kreuzinger et al., 2004).

- Les phénoménes de photodégradatids sonta priori non inclus dans les processus de traitements

des eaux dits classiques, la question demeure teuviams les systemes de lagunage. Ainsi,
Matamoros et al. (2008) rapportent des tendandesrsaeres pour I'abattement de 2 substances : le
diclofénac et le kétoprofene qui sont connus poésgnter un taux de photodégradation modéré.

Ces tendances saisonnieres ne sont pas observéed'gmsemble des composés et ne
semblent affecter que les composés sujets a biadégon et non les composés soumis a des

phénoménes de sorption (qui ne sont pas thermaidépes) (Castiglioni et al., 2006).

I1.2.4 Les traitements tertiaires

Une alternative pour améliorer les taux d’abattentes substances pharmaceutiques est
I'ajout de traitements dits tertiaires. Confrordédes réglementations de plus en plus draconielases,
épurateurs ont été contraints a développer de Heavechniques d'épuration qui prennent place a
divers étapes du cycle de l'eau a usage domestignesortie de STEP dans les traitements dits
tertiaires et dans les usines de captage (eaugrsaines et eaux courantes) des eaux de boissen. Ce
techniques comme le traitement sur charbon a@xydlation par chloration et ozonation, la filti@ti

sur membranes (Zwiener et Frimmel, 2000 ; Sedlak.e?2003 ; Ternes et al., 2003 ; Ternes et al.,
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2004b ; Boyd et al., 2005 ; Huber et al., 2005abét et al., 2005b ; Snyder et al., 2006 ; Canosgica

al., 2008) commencent a peine a étre évaluées Eiual., 2008). Bien qu’elles semblent pouvoir

augmenter les taux d’abattement de maniere sigtifie (prés de 95 % pour certaines molécules),

leur efficacité demeure limitée pour les molécules plus persistantes (la carbamazépine, le

diazépam). Une considération prudente doit étraduite quant aux réels colts / bénéfices de ces

procédés pour I'abattement des contaminants tracesegard, d’'une part, des surcodts (prix de ljeau

gu’ils peuvent engendrer et d'autre part du pogbribxique des molécules formées lors de ces

processus. Ces produits de dégradation

nécesditenoe investigation d'un point de vue

écotoxicologique (renseignement du cycle biogéoithim données de toxicité pour les organismes

vivants dans les milieux...) et toxicologique (dorméanitaires) (Jones et al., 2007).

Tableau 23 : Efficacité des processus quant arligtion des substances pharmaceutiques (d’'aprés

Rapport final Poseidon, 2004).

Traitement 1"

Traitement I"®

Traiement 1"

Ibuprofene
Diclofénac
Bézafibrate
Carbamazépine
Diazépam

[L7-a-Ethinyloestradic

Abattement
COD
(SRT<2
jours)

Nitrification ~ Bioréacteurs
(10<SRT<5 membranaires Biolfiltres
jours) (SRT >25 jours)

Ozonation

Filtration
sur banc

... Ultrafiltration ) )
Chlorination /PAC Nanofiltratiol

n

Taux d'abattement

10<R<50%

50<R<909
R>90%

Okuda et al. (2008), dans une étude portant sumélkgcules, mettent en évidence que

I'association d’'un traitement par ozonation suivirdtraitement biologique activé du carbone sdeait

plus efficace pour abattre le plus large spectrmdiécules.

1.3 Synthese de données de présence des substances mbeeutiques dans les stations

d’épuration

Le Tableau 24 présente une synthese des taux watmait calculés (dans la bibliographie)

pour différentes classes thérapeutiques. Pour okades classes thérapeutiques, les rendements

d’abattement (méthodes de calcul des rendementsattEsnent non spécifiées, seules les phases

dissoutes sont considérées) de plusieurs moléadat rapportées afin d’obtenir une meilleure

représentativité.
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Tableau 24 : Taux d’abattement de certaines sutesgrharmaceutiques dans les STEP
(phases dissoutes uniquement).

Composés Abattement STEP (%) Référence
Aténolol 10-55 Castiglioni et al., 2006

B-bloguants 5C Sedlak et al., 20(
P lol -
roprancio Ternes, 200
Bronchodilatateul Salbutamc _ Castiglioni et al., 20C

Lee et al., 20C
Lindqgvist et al., 200
Lee et al., 20C
Sedlak et al., 20(
Ternes, 200
Carballa et al., 20(
Anti inflammatoires Lindgvist et al., 200

non stéroidiens 38-93 Castiglioni et al., 20C
78 Han ¢ al., 200
7C Lee et al., 20C
6€ Ternes, 200

40-55 Carballa et al., 20(
Hua et al., 20C
Lindgvist et al., 200

Ternes, 200
Han et al., 20C
Castiglioni et al., 20C
Ternes, 200
Heberer, 20C
Hua et al., 20C
Lindgvist et al., 200

Han et al., 20C
Ternes, 199
Heberer, 20C
Heberer ¢ Feldmann, 20C

Heberer, 20C
Castiglioni et al., 20C

Han et al., 20C

_ Lee et al., 20C

— Lee et al., 20C
5C
69

Kétoproféne

Ibuproféne

Naproxéne

Paracétamol

Analgésiques

Diclofénac

Normothymique Carbamazépine

Antidépresseu Diazépar

Hypolipémiants Gemfibrozil Sedlak et al., 20(

Ternes, 200

Golet et al., 20C
o Ciprofloxacine Lindberg et al., 20C
Antibiotiques 60-63 Castiglioniet al., 200

Oflaxacine 43-57 Castiglioni et al., 2006
Drogues Cocaine + Benzoylecgoni_ Fanelli et al., 2006 (EMCO

Taux d'abattement
50<R<759

25<R<50%

11.3.1 Données de présence dans les phases dissoutedfldests de stations

d’épuration
Le Tableaws présente une synthése des données de présencaédeles représentatives
des classes thérapeutiques d’intérét dans leseeffiudes stations d’épuration, de par le monde, au

cours des 10 derniéres années.
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Tableau 25 : Concentrations maximales et moyemE’ en substances pharmaceutiques mesurées

dans les phases dissoutes des eaux de sortigidastiépuration de par le monde.

Composé Lieu Crma (NQ.1Y) Crnoyenn (Ng.1") Références
B- bloguants Propanolol France 1111 416 Miege et al., 2006
Metoprolol France 1774 509 Miege et al., 2006
Etats-Unis 23 13 Spongberg et al., 2008
France 2213 Togola et al., 2007
Stimulants Caféine Etats-Unis 9900 Batt et al., 2006
Canada 2 263 Verenitch et al., 2006
Espagne 4520 Santos et al., 2005
Suéde 220 Bendz et al., 2005
Allemagne 1 500 220 Ternes, 1998
Aspirine Brésil 3100 50 Stumpf et al., 1999
France 524 Togola et al., 2007
Brésil 3000 600 Stumpf et al., 1999
Allemagne 3400 370 Ternes, 1998
Canada 6 718 Verenitch et al., 2006
Espagne 151 000 Gomez et al., 2006
Royaume Uni 4239 Roberts et Thomas, 2006
Autriche 2 400 Clara et al., 2005b
Ibuproféene Espagne 8800 Santos et al., 2005
Finlande 3900 Lindqvist et al., 2005
Suéde 150 Bendz et al., 2005
Taiwan 30 Lin et al., 2005
Espagne 2100 Rodriguez et al., 2003
Australie 220 Khan et Ongerth, 2004
France 219 Togola et al. 2007
Allemagne 380 200 Ternes, 1998
Canada 268 Verenitch et al., 2006
Espagne 1760 Santos et al., 2005
Kétoprofene Finlande 1 200 Lindqvist et al., 2005
Suéde 330 Bendz et al., 2005
Australie 590 Khan et Ongerth, 2004
AINS France 1080 Togola et al., 2007
Allemagne 520 300 Ternes, 1998
Etats-Unis 106 Boyd et al., 2003
Canada 7 098 Verenitch et al., 2006
Espagne 2440 Santos et al., 2005
Naproxéne Finlande 1 900 Lindqvist et al., 2005
Suéde 250 Bendz et al., 2005
Taiwan 170 Lin et al., 2005
Espagne 232 Macia et al., 2004
France 289 Togola et al., 2007
Allemagne 6 000 Ternes, 1998
Paracétamol Australie 390 Khan et Ongerth, 2004
France 11308 Togola et al., 2007
Allemagne 2100 810 Ternes, 1998
USA 177 72 Spongberg et Witter, 2008
Brésil 930 130 Stumpf et al., 1999
Canada 448 Verenitch et al., 2006
Espagne 1900 Gomez et al., 2006
Diclofénac Royaume Uni 598 Roberts et Thomas, 2006
Autriche 1 680 Clara et al., 2005b
Finlande 300 Lindqvist et al., 2005
Suéde 120 Bendz et al., 2005
Suisse 570 Soulet et al., 2002
France 487 Togola et al., 2007
Allemagne 6 300 2100 Ternes, 1998
Normothymique | Carbamazépine USA 111 74 Spongberg et al., 2008
Espagne 70 Gomez et al., 2006
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Autriche 1594 Clara et al., 2005b
Suéde 1180 Bendz et al., 2005
Taiwan 420 Lin et al., 2005
France 293 Togola et al., 2007
Antidépresseurs. ~ Diazépam Allemagne 40 Ternes, 1998
Belgique 660 Van Der Ven et al., 2004
Atorvastatine Canada 22 Miao et al., 2002
_ ) Allemagne 1500 400 Ternes, 1998
Hypolipémiants Gemfibrozil Canada 403 Verenitch et al., 2006
Suéde 180 Bendz et al., 2005
France 17 Togola et al., 2007
Broncho Salbutamol Allemagne 170 Ternes, 1998
. ; Allemagne 120 Ternes, 1998
dilatateurs Terbutaline France 4 Togola et al., 2007
Antibiotiques Ciprofloxacine France 94 Algros, 2007
Spiramycine France 4 000 Algros, 2007
Drogues Cocaine Italie 11 Castiglioni et al., 2005
Méthadone Italie 36 Castiglioni et al., 2005
Anticancéreux Tamoxiféne Angleterre 199 Roberts et Thomas, 2006

i

11.3.2 Données de présence dans les boues de stationgaién

Les substances pharmaceutiques présentant lessda@grépophilie les plus élevés sont
susceptibles de se retrouver dans les boues pesnaides concentrations aussi élevées que dans les
eaux brutes de stations d'épuration. Ces composélen leurs propriétés de biodégradation,
présentent un potentiel certain & se concentres Bsnboues et seraient donc susceptibles de ne pas
étre dégradés au cours des processus de digesti@utees processus de traitement des boues
(Beausse, 2004). Selon les molécules, des contiensacomprises entre la dizaine de [lgay la
dizaine de ng.‘@ ont été mesurées (Barron et al., 2008 ; Nietd. e2@07 ; Beausse, 2004 ; Spongberg
2008, Togola et al. 2008). Les classes thérapeagigle tout premier intérét apparaissant étre les
stéroides hormonaux, les antibiotiques, les anajgés et les anti-inflammatoires non stéroidiens
(Beausse, 2004). Dans un document récent expossrgubstances prioritaires a étudier dans les
boues, Eriksson et al. (2008) présentent une iéfiequant aux risques liés a la présence de 192
substances organiques dans les boues et conclueta grésence de pharmaceutiques dans les boues
doit étre évaluée au regard de potentiels impagtsla percolation et la contamination d'eaux

souterraines.
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Figure 22 : Cycle biogéochimique des substancesr@tutiques.
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[l Le devenir des substances pharmaceutiques dans B&stémes aquatiques

Le devenir des substances pharmaceutiques et de riettabolites dans I'environnement
demeure encore mal renseigné. La faible volatdiéé substances pharmaceutiques ainsi que leur
polarité indiquent que la distribution dans I'eowinement va se faire essentiellement par trangport

sein de la voie aqueuse et également au travechdéses alimentaires (Figure)22

1.1 Les phénomenes de dégradation en milieux naturels

I11.1.1La photodégradation

Les études concernant la photodégradation des asulest pharmaceutiques se sont
largement généralisées (Boreen et al., 2003 ;defdnac par Buser et al.(1998) ; le naproxéene, le
diclofénac, I'acide clofibrique et I'ibuprofene p&acker et al. (2003), Poiger et al. (2001), Lin et
Reinhard (2005)) et mettent en évidence des coepertts trés différents. Le carbone organique
dissous semble jouer un réle important dans latfié de ces mécanismes : il peut agir comme un

accélérateur, mais également comme un retardateagissant comme un photofiltre.

» Cas de la Carbamazépine

Lam et Mabury (2005) ont mis en évidence, danséinde en microcosme (avec étude de
photodégradation par exposition dans un simulatgue) ce composé est extrémement résistant a la
photodégradation ; ce composé pouvait étre dégesdd0-11-époxyde. Andreozzi et al. (2003)
rapportent que la présence d'acides humiques digsdraine une augmentation du temps de demi-vie
de la carbamazépine ; au contraire la présencérdées induit une diminution du temps de demi-vie.
Dans une autre étude, Andreozzi et al. (2003) antegtimer un temps de demi-vie face a la
photodégradation (hiver, 50° latitude nord) dedferde 100 jours pour la carbamazépine (5 jours pou
le diclofénac). Plus récemment, Chiron et al. (2@98 mis en évidence la complexité des chemins de

photodégradation de la carbamazépine en milieu@eéntFigure 23).

Page 75



Contexte bibliographique

= o i i kY
r;' ”'b {y"«: l*-\-\_:;] "Ha:a’f"( J"J{ Y
c=0

N it

I H

H, H,

Corbamazeging Corbamarepine- 9-carboxalkde hyde [I/“T]/:f%' v
DI‘{:HHH

seslevele®y! 05t
[’;/L\Ej O::Jvl =0 VIl -5 ¢ vm

MH, Lok

D\_F'W/E o

Lm { twgr 1 S
| ,;_,:, om0

rLﬂ I2 X1 rlm, X1

= diriel phentobyase
Carbamsirepine —1-;\_\_‘—!:'-—'- Carhamsarepine9-carbaxalletyde —— [ ——=[11

o -
'.Fej_. pH2 1 v - W]

VIVl —=1X, and [, IV, V

FI.';I

+ O, pH 2

X XL oand 1 IO, IV, W, WL VIO EX

Fel™, pHl 7.5

I-W, WII-IX, XII

Fel™ + L0, pH 7.5

= X, XI, X1, and I, 11, IV, V, VII, VIII

Figure 23 : Schéma de photodégradation de la carbgpine sous différentes conditions de photolyse
(d’aprés Chiron et al., 2006).

111.1.2 La biodégradation

Les phénomenes de biodégradation qui ont étésratiesein des STEP vont se poursuivre
dans le milieu naturel mais dans une moindre me§lge mécanismes ne semblent pas prévalents (ou
demeurent encore non é€lucidés) pour les substgi@saceutiques a I'exception des cestrogéenes.
Lin et Reinhard (2005) ont mis en évidence quedddgradation de I'estradiol en estrone (R > 80%)
s'effectuait en 20 min et que ce processus éta#t sontrole bactérien, ce taux atteint 100% emngsjo
Carrara et al. (2008), au travers d’'une étudeesinhti-inflammatoires non stéroidiens (I'ibuprefgn
le naproxéne), outre la mise en évidence d'une acoin@ation des eaux souterraines a des
concentrations aussi élevées que pour les eaus,ustablissent une corrélation entre la persistance
des molécules et les conditions redox du milies, dbncluent que les conditions oxiques sont
favorables a la dégradation des molécules.

Les phénomenes de biodégradation peuvent égalameat@irouler dans les sédiments. Ainsi

Bradley (2007) a étudié les capacités de biodégmdales populations bactériennes naturelles
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présentes dans les sédiments de différentes svgmeers la caféine, la nicotine et la cotinines Le

résultats montrent qu'au sein des sédiments leslgigns bactériennes sont capables d'activité de
biotransformation. De méme, il est apparu que [@acéé a convertir le diclofénac était largement
répandue dans les sédiments (Allemagne), et nessiéaie aucune acclimatation des organismes du

milieu. De plus, aucune corrélation avec I'activiterobienne totale n’'a été mise en évidence.

1.2 Distribution dans la phase agueuse

La question de la distribution des substances phegatiques entre les phases dissoutes et
colloidales a récemment été étudiée (Maskaoui. ,e2@0D7). Les résultats mettent en évidence qu’une
période courte de 5 min est suffisante pour quetesactions entre les substances pharmaceut&jues
les colloides atteignent un plateau. Les valeurKclec (coefficient de partition normalisé par la
teneur en carbone organique colloidal) varienteetes 5,45*16 et 7,54*10 pour les substances
pharmaceutiques étudiées (le propanolol, le sulfaoxé@zole, la mébervérine, la carbamazépine,
'indométhacine, le diclofénac et I'acide meclofémque), plus élevées que celles des perturbateurs
endocriniens (les estrogenes, le bisphénol A).ihtesactions entre les substances pharmaceutiques e
les colloides, sous contrdle du caractere hydrophales molécules, apparaissent comme

prépondérantes pour la compréhension du devemiesienolécules dans les systemes aquatiques.

[11.3 Phénoménes de sorption

De par leurs propriétés physico-chimiques (valel@sKow faibles, solubilité élevée), les
études sur les substances pharmaceutiques sessentiellement cantonnées a des études en phase
dissoute de telle sorte que trés peu de donnépedence dans les phases solides sont recensées. Ra
et al. (2008) ont mis en évidence la faible affirde I'ibuproféne et du gemfibrozil pour les magger
en suspension, seul le diclofénac présente 11 %od#ion (expérience simulée). La présence de
substances pharmaceutigues a été rapportée dansed@vents, principalement celle des anti-
inflammatoires non stéroidiens et du gemfibrozitad@ey et al., 2007 ; Hernando et al., 2006). Un
effort de recherche doit étre porté sur ces cornmpants de I'environnement qui peuvent participer a
la dissipation des molécules dans I'environnemesgtteurs ou réservoirs).

Un certain nombre de travaux se sont égalementhd#ttaa I'étude des substances
pharmaceutiques a usages Vétérinaires notammerantdsotiques, dans les sols: ils mettent en

évidence des concentrations qui peuvent atteirddezine pg.gde sols (revue par Kemper, 2008).

[11.4 Données de présence dans l'environnement

Les substances pharmaceutiques de par leurs splenaesspropriétés physicochimiques sont
largement distribuées dans les systémes aquatigieeselle sorte que l'on peut les qualifier
d'ubiquistes. De nombreuses études ont documentéplésence dans les eaux de surface (eaux

courantes, eaux estuariennes et eaux marines erRggret dans les eaux souterraines (Scheytt, et al.
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1998; Heberer et al., 1998 ; Clara et al., 200Rahiet et al., 2006 ; Schulte-Oehlmann et al., 2007
Barnes et al., 2008). La présence de substancemateutiques a également été mise en évidence
dans les eaux de boisson (Zwiener, 2007) commeouégee Kuehn (2008) dans le Journal de
I’Association Américaine de Médecindraces of drugs found in drinking water: Health effects
unknown, safer disposal urged»

La présence de classes thérapeutiques (les datnimiatoires non stéroidiens, les
cestrogenes de synthése, les stimulants, les ditfilde) est tres largement documentée. Les effierts
recherche se portent maintenant sur de nouvelldécmies : les drogues illicites qui ont, a titre
d’exemple, été mesurées a des concentrationsrdied’de 1 ng’ dans les eaux de la Tamise et du P
(Zuccato et al., 2008), plus de 100 Hgbur la benzoylecgonine en Ecosse (Kasprzyk-Hardeal.,
2008b) ; les anticancéreux et les antinéoplasi@iascato et al., 2005 ; Roberts et Bersuder, 2606)
titre d’exemple l'ifosfamide a été détecté et qif#nt une concentration maximale de 20 Tdgins
les eaux de surface (Ternes, 1998), le cyclophosigleaa été détecté et quantifié a une concentration

maximale de 65 ng'tlans les eaux de surface (Moldovan, 2006).
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Figure 24 : Concentrations moyennes, expriméesggit, en composés pharmaceutiques dans les
eaux de surface (phases dissoutes uniquement)réd'@hése Nora, 2006 ; Rabiet et al.,, 2006 ;
Kasprzyk-Hordern et al., 2008a,b ; Togola et 210).

1.5 Transferts aux organismes aquatiques

Pour I'heure le devenir des substances pharmacesti(pioconcentration, bioaccumulation

et biotransformation) dans les organismes aquatigsé peu renseigné, exception faite du contexte
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réglementaire lié a I'usage des antibiotiques araagjture. Ainsi un certain nombre d’études ont été
réalisées dans ce contexte et ont pu mettre eremédla persistance de certaines molécules
antibiotiques aprés administration : plus de 76rgowour I'azithromycine chez le juvénile
d’Oncorhynchus tshawytschémoins de 21 jours pour le composé parent: ['éprtiycine)
(Fairgrieve et al., 2006).

Certaines études rapportent des mesures de flnexétrfluoxétine, paroxétine supérieures
au ug.g dans les muscles de poissons exposés dans I'eneiment (Chu et Metcalfe, 2007). Hoeger
et al. (2007) ont étudié le devenir du diclofénhezla truite. lls ont observé que le diclofénaetait
pas complétement excrété et qu'une part signifieantrait dans la circulation enterohépatique
prolongeant ainsi la biodisponibilité du composagliorganisme et en favorisant I'accumulation. Les
auteurs concluent que cette étude apporte des menwexplication quant au devenir de
micropolluants dans I'environnement et leur bioacuolation dans les organismes exposeés en dépit de
leurs propriétés physicochimiques.

Les capacités de dépuration du craligcy(la serrath exposé a une dose orale
d’enrofloxacine ont été évaluées par Fang et &I0§2 Les résultats mettent en évidence que ces
cinétiques de dépuration sont conditionnées pardeditions du milieu : efficacité d’élimination ¢k
molécule supérieure lors d’exposition & une s&idié 4% par comparaison a une exposition a une

salinité de 33%o.

IV La toxicité des substances pharmaceutiques au salrs systémes aquatiques

Bien que ces composés fassent I'objet de testexdeté pour leurs usages vétérinaires et
humains, ils s’averent que ces données ne sorsyfisantes pour juger de leur toxicité quant aux
organismes des systemes aquatiques (; Huschek 20@4 ; Bound et al., 2006). Les interactions de
ces composés et de leurs métabolites avec lesisnges du milieu sont encore mal renseignées
(Sumpter et Johnson, 2005).

V.1 La toxicité aiglie

Les substances pharmaceutiques a usage humaimbéese pas présenter, en général, de
toxicité aigle (Figure 25). En effet, la trés gramdajorité de ces composés présente des valeurs de
toxicité aigile supérieures a 1 mMgy.Bi ces valeurs sont comparées a des concengatiamimales
mesurées dans I'environnement (dans les effluentstations d'épuration aussi bien que des eaux

naturelles), les valeurs de toxicité sont trésdargnt supérieures.
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Figure 25: Distribution des plus faibles valeums wxicité aigiie pour 3 taxons (algues n=38,
invertébrés n=67, poissons n=51) suite a des expusia des substances pharmaceutiques (d'aprés
Cunningham et al., 2006).

V.2 La toxicité chronique

Les études de toxicité chronique confirment queatgiépresseurs de type inhibiteurs de la
recapture de la sérotonine sont a surveiller pariqulierement au regard de la toxicité exprimée s
les invertébrés et de I'implication du systéme w#ioergique dans la locomotion. Ainsi, un intérét
tout particulier devrait étre porté sur la fluoréti molécule qui présente une tres forte toxiditgzc
les algues vertes (Besse et Garric, 2008). Les amaigons des valeurs de toxicité chronique mettent
également en évidence que les antibiotiques sentndéecules tres préoccupantes. Les études menées
par Isidori et al. (2005, 2006) montrent que leidité est fonction de la molécule et de I'orgamés
considérés ; il apparait que les cyanophytes semitorganismes les plus sensibles. Les fibrates
apparaissent également comme une classe de mokadeptible de présenter un risque (Tableau
26).

Canesi et al. (2007a) ont mis en évidence qu'exd@ vivo et in vitro) a des
concentrations environnementales de bézafibrate nurilesMytilus sppprésentaient des affections
du systéme immunitaire et de la glycolyse, enttesau

Richards et al. (2008) rapportent qu’a des conatatrs aussi faibles que 0,1 |Ig.la
fluoxétine est susceptible d’affecter I'activitéitdbiase (enzyme en charge de la dégradation de la
chitine) chez la daphnie exposée pendant 24 au2se

Quinn et al. (2008) ont mis en évidence, chez Ifbydju’'a des concentrations susceptibles

d’étre rencontrées dans I'environnement : le gerofilh I'ibuproféne, le naproxene et le bézafibrate
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apparaissaient comme de potentiels tératogénesédeengue la carbamazépine (dans une moins
grande propension).

Kostich et Lazorchak (2008) rapportent une réflaxgoant aux risques liés a la présence de
substances pharmaceutiques a usage humain poorgasismes aquatiques. lls concluent qu’aux
Etats-Unis certaines molécules sont mesurées acaesentrations suffisantes pour affecter les
organismes qui présentent des capacités de dépuratisuffisantes. Certains phénomenes
d’antibiorésistance ainsi que des effets toxiquas certains vertébrés, procaryotes et eucaryotes

seraient également susceptibles de se dérouler.

V.3 Effets des mélanges

Au contraire de l'ensemble des autres classes deropdglluants, les phénomeénes
d’interactions médicamenteuses sont assez biereigeies (chez les mammiféres) puisquils sont
indispensables a I'obtention d’une autorisatiomdse sur le marché de toute nouvelle molécule. A
titre d’exemple, I'action activatrice de la caféiser certains antalgiques peut-étre citée (exemhple
Propofaff qui associe le dextropropoxyphéne, le paracétandh caféine) ; qu'en est-il dans les
milieux aquatiques ou ces molécules sont égalenmr@omitantes ?

Les effets d’exposition a des mélanges de substgpicarmaceutiques sur les organismes
aguatiques sont encore mal connus et évalués (@&u2003 ; Cleuvers, 2004 ; Brain et al., 2004 ;
Fraysse et Garric, 2005 ; Pomati et al., 2006 ; &poet al., 2007 ; Borgmann et al., 2007) et ceux
portant sur des interactions possibles entre lecules pharmaceutiques et les autres polluants
environnementaux sont peu renseignés. Thibaut ¢2@06) ont étudiéin vitro, les interactions des
fibrates, des anti-inflammatoires non stéroidiendes antidépresseurs avec les voies du cytochrome
et les activités de phase Il impliquées dans leabwdisme des xénobiotiques et des molécules
endogénes chez les poissons. Les résultats monotrerinhibition de I'activité de glucuronidation du
naphtol et de la testostérone par les anti-inflatoires non stéroidiens et a un moindre degré gar le
fibrates, une inhibition (mineure) de l'activité delfatation de I'estradiol exercée par le clofibrde
gemfibrozil et la fluoxétine. De fagon générale glemfibrozil, le diclofénac et les antidépresseurs
semblent étre les molécules présentant les capaxitéterférer avec les voies métaboliques les plus
significatives de certains poissons.

Pomati et al. (2007) suggerent que des études etmsplsur les effets des mélanges
pourraient faire émerger une liste de moléculesmaeeutiques préoccupantes a des concentrations
environnementales. lls rapportent également quedésarii environnementaux mis en ceuvre lors des
expositions (réactions antagonistes et/ou syneegigconcentrations dépendances des effets)
pourraient considérablement affecter la prédictilms effets toxiques des mélanges et ainsi sous

estimer les risques liés a la présence des sulestpharmaceutiques dans les milieux naturels.
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IV.4 Toxicité des produits de dégradation et des métahtes

Contrairement aux composés parents dont le potetatigque est pour une part bien
renseigné, la toxicité des produits de dégradatiotemment des sous produits formés au cours de
certains traitements du cycle de I'eau et danwitennement est mal connue.

Isidori et al. (2007b) ont étudié le potentiel g, notamment génotoxique, de certains
fibrates et de leurs produits de photodégradatismmettent en évidence que les produits issusde |
photodégradation du gemfibrozil présentent un ¢aracgénotoxiqgue et mutagene. Le caractére
mutagéne des photoproduits du furosémide a égateéténrévélé au cours d’'une étude similaire
(Isidori et al., 2006). Li et al. (2008c) ont ét@da toxicité des produits issus du traitement par
ozonation de 'oxytétracycline ch&4brio fischeri(bactérie). Les résultats mettent en évidencdaue
premier intermédiaire d’ozonation présente un pakrioxique plus important que la molécule
parente.

Force est de constater que la considération deposduits de dégradation, pour une
évaluation compléte du risque associé a la prés#moribstances pharmaceutiqgues dans les systemes

aquatiques, est nécessaire.
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Tableau 26 : Données de toxicité chronique pouatey taxons exposes a des substances pharmaesutitpprés Crane et al., 2006).

REGNE ANIMAL REGNE VEGETAL
Algues Invertébrés Poissons
Eend NOEC Eend NOEC Espe NOEC Espe NOEC
spéce ! spéce i spéce i spéce i
(mg.I") (mg.I") (mg.I") (mg.I")
Ceriodaphnia dubia 0,056 Lemna gibba | >1,0 EC10
Fluoxétine
Ceriodaphnia dubia 0,089
Synechococcus leopolensig 17 Lin calyciflorus 0,377 Danio rerio 25 Lemna gibba | >1,0 EC10
Carbamazépine Cyclotella meneghiniana 10 Ceriodaphnia dubia 0,025
Desmodesmus subspitacuy 74,0 EC50)
Diazépam Hydra vulgaris <0,01
Paracétamol Hydra vulgaris >0,01 Lemna gibba | >1,0 EC10
Aspirine Hydra vulgaris >0,01
Cyclotella meneghiniana 10 Ceriodaphnia dubia 1 Danio rerio 4 Lemna minor 7,5 EC50
Diclofénac
Desmodesmus subspitacuy 72,0(EC50) Lin calyciflorus 12,5
Ibuproféne Desmodesmus subspitacuy 315,0(EC50) Hydra vulgaris >0,01 Lemna gibba | >1,0 EC10
Naproxene Desmodesmus subspitacuy 320,0 EC50) Lemna gibba | 24,2 €C50
non spécifié 0,054(EC10) Hyalella azteca 0,0001 Oryzias latipes 0,00001
Lymnea stagnalis <0,00000125 Oncorhynchus mykiss| <0,0000001
Ethinylestradiol
Oncorhynchus mykiss| <0,0000003
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IV.5 Substances pharmaceutiqgues en tant que perturbatesiendocriniens

Le cytochrome P-450 (P-450) est une enzyme impiiglans les réactions de métabolisme
des xénobiotiques de phase I. Le P-450 est égatamphiqué dans des réactions de synthése et de
dégradation de molécules endogénes comme lesdssgretl les prostaglandines. Un nombre important
de médicaments peut agir comme inducteur ou imhibienzymatique, notamment au niveau des
différentes isoformes du P-450. Théoriguement, umebition ou une induction du P-450 peut
entrainer des perturbations dans I'homéostasie atganismes voire dans les fonctions de
reproduction. Cependant a I'heure actuelle, audigh ®xique sur un organisme aquatique n'a pu étre
clairement relié & une induction ou une inhibitiun P-450. Le P-450 est par contre communément
proposé comme marqueur d’exposition des organisgaatiques et notamment des poissons a des
polluants environnementaux. Il existe un nombredrtent de molécules pharmaceutiques douées de

ces propriétés (Tableau 27) et donc susceptiblygdhdrer des effets de perturbation endocrinienne.

Parce que les études sont encore trop peu nombrduserait délicat d'affirmer que les
substances pharmaceutiques exercent des activitgés perturbation endocrinienne dans
I'environnement, de plus amples travaux sont nébess Dans une étude récente chez le rat,
l'ibuproféne a montré une efficacité a bloqueretifsts du tamoxifene (agent de traitement des ecance
du sein hormono-dépendants qui agit en bloquactida de la 173-estradiol), en conséquence ce
composé peut étre classé comme un potentiel pateunbendocrinien. De plus, il a été montré que
l'ibuprofene était capable d'engendrer un retard d& ponte (ou une diminution de la fréquence des
pontes) chez des Medaka adultes exposés, ce quapau des effets délétéres pour les populations
naturelles (Flippin et al., 2007). Van der Ven kt(2006) ont récemment mis en évidence que la
miansérine (un antidépresseur tricyclique) étgitabte d'induire la synthése de vitellogénine laet |
synthese de protéines dezlana pellucidachez des poissonB#nio rerio) exposeés (14 jours, C°=250
ng.I). De méme, au cours dune exposition @arassius auratus(Poisson rouge), a des
concentrations de 1,5 mg.et 10 mg:f de gemfibrozil (hypolipémiant), Mimeault et al.0@5) ont

constaté une diminution de 50 % du taux de testmstéplasmatique.
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Tableau 27 : Revue des substances pharmaceutigiedrices et inhibitrices des isoformes du
cytochrome P450 (d’apres Besse et Garric, 2008).

Isoformes du

Cytochrome P- Inducteurs Inhibiteurs
450
Carbamazépine, Phénobarbital, Acide valproique, Amiodarone, Fluoxétine,
Oxcarbamazépine, Primidone, Phénytoine,| Fluvoxamine, Acide fusidiqu&oxycycline Isoniazide,
Fosphénytoine, Topiramate, Rifampicine Synergistinesyérapamil, Macrolides, Fluconazole,
CYP 3A4 Rifabutine, Griseofulvine=favirenz, Antiprotéases CiclosporineCimétidine, Cisapride,
Nevirapine Bosentan, Méprobramate Danazol,Dihydralazine, Diltiazem, Erlotinib,
DéxaméthasoneEthosuximide, Glitazones, Felodipine Imatinib , Nicardipine, Olanzapine,
Modafinil ... Proguanil, QuinidineSilymarine, Telithromycine
Ritonavir, Efavirenz, NelfinaviDelavirdine,
Amiodarone, Flécaidine, Propafénone, Quiniding
Doxorubicine Imatinib , Citalopram, Clomipramine,
Déxaméthasone, Ritonavir, Efavirenz,
o ) o Fluoxétine, FluvoxamineMoclobémide, Paroxétine,
Nevirapine, Rifampicine
CYP 2D6 Bupropion, Célécoxib, Chloroquine Cimétidine,
Dextropropoxyphenediphenhydramine,
Halofantrine, Halopéridol, Phénothiazines,
Luméfantrine, Méfantinéyiétoclopramide,
Rispéridoneg Telithromycine, Terbinafine
Carbamazépine, Phénobarbital,
CYP 2C9 et Phénytoine, Primidone, Bosentan, Acide valproique, Amiodarone, Fluconazole,
CYP 2C19 Efavirenz,Ritonavir, Rifabutine, Voriconazole
Rifampicine, Lumefantrine
Phénobarbital, Carbamazépine, Phénytoin  Clarithromycine, ErythromycineFluoroquinolones,
CYP 1A2 Fosphénytoine, Ritonavir, Oméprazole, | Fluvoxamine, Paroxétine, Itraconazole, Kétoconazo)
Lansoprazole Amiodarone, Cimétidine, Peginterféron, Ticlopidine
CYP 2A6 Phénobarbital Dithiocarbe, Methoxypsoraléne
Mémantine Nelfinavir, OrphénadrineRitonavir,
CYP 2B6 Phénytoine
Sorafénib, Thiotepa
CYP 2C8 Phénobarbital Amiodarone, Cimétidine, Erlotinib, Imatinib,
Kétoconazole, Paclitaxel, Sorafénib
CYP 2E1 Dithiocarb, Disulfirame

Engras, composés présentant un risque majeur d'interestwec d’autres molécules pharmaceutiques

V.6 Evaluation des risques liés a la présence de sudistes pharmaceutiques dans les milieux

aguatigues

IV.6.1 Présentation du modele d’évaluation des risquep@sé par I'Agence

Européenne du Médicament (EMEA)

L'Agence Européenne du Médicament (EMEA) a pubti€@06 une procédure révisée pour

I'évaluation du risque des composés pharmaceutiduagproche se décompose en plusieurs phases

Page 85



Contexte bibliographique

(Figure 26). Au premier niveau de I'évaluation dque, la principale variable concerne la quaitkié
médicaments consommés sur une année : un premieul ade concentration prédite dans
I'environnement (PEC) est réalisé selon un modestggnservatif (selon un scénario de pire cas). Ce
calcul est destiné a effectuer un premier cribldgs molécules en fonction des concentrations
estimées dans I'environnement. La premiére étapgraltessus repose donc sur la comparaison avec
une limite maximale considérée admissible dansileeum Les molécules pour lesquelles les PEC
calculés sont inférieures a ce seuil sont consideécémme ne représentant pas un risque significatif
pour I'environnement et sont exclues de la démaddiealuation du risque proprement dite. Pour les
autres, un raffinement des valeurs de concentratiédite dans I'environnement (PEC) est proposé a
partir de I'équation 2 (PEC de phase 2) qui tierhpte de la métabolisation des médicaments dans
I'organisme, de la dégradation dans les statioéputation (STEP) et de I'adsorption sur les magiere
en suspension (MES). Des concentrations prédites affiets (PNEC) et des quotients de risque (de
type PEC/PNEC) sont finalement calculés. Dans emar temps (phase 2A de la procédure EMEA),
la PEC est calculée en tenant compte uniquemefatotieur de pénétration sur le marché (Fpen). Dans
une deuxieme étape (phase 2B de la procédurepuliess parametres : la fraction excrétée de la
substance active {&, la fraction du composeé rejetée par les STEP tanslieu naturel (Ep, le
facteur d’adsorption a la matiére en suspensiootdPaet le facteur de dilution sont utilisés pour
déterminer des valeurs de concentrations prédi@s denvironnement (PEC) plus précises. Des
valeurs de PNEfgaique SONt ensuite dérivees a partir des données écotogiques chroniques
disponibles. Ces données sont assorties d’un fadéesécurité tenant compte des incertitudes exista
dans I'extrapolation de données de laboratoirerddhté environnementale. Ce facteur est fixé &t10
s’applique a la plus faible valeur de NOEC (conidn sans effet observé) relevée. L’'évaluation du
risque repose sur I'établissement du rapport PEEM®NSI ce rapport est supérieur a 1, la substance

évaluée est considérée comme présentant un risgudepmilieu considéré (Tablea8).
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Figure 26: Schéma d’évaluation des risques selaméthodologie EMEA (Besse et Garric, 2008).

IV.6.2 Valeurs de PNEC pour certaines molécules pharntapes

Le Tableau 28 présente des valeurs de PNEC étatdigsun certain nombre de molécules
pharmaceutiques. On remarquera la grande hétéiitgéles valeurs (10 nd.lpour la tétracycline et
plus de 1 mg pour I'acébutolol). Comme exposé par Besse etiGE908), lorsque ces valeurs sont
comparées a des valeurs de PEC ou a des valeurséeeglans I'environnement (lorsque cela est
possible, linsuffisance de données limitant draguegment ces calculs). Les rapports PEC/PNEC
sont dans une grande majorité des cas infériedrs @ qui laisse supposer que les risques pour
I'environnement sont faibles. Seuls les antibiogig|l’amoxicilline, la clarithromycine) et certaifis
bloquants (le propanolol) présentent des rappagergeurs a 1.

Cependant, ces résultats ne signifient pas queélsepce des substances pharmaceutiques
dans I'environnement est sans risque. En effe¢ @gproche est limitée par :

- le nombre de données écotoxicologiques fiables,
- la non prise en compte des métabolites des sulestannsidérées,
- la non prise en compte des effets des interactmise ces molécules mais également entre ces

molécules et les autres composantes du milieu.
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Tableau 28 : Valeurs de PNEC établies selon laoadétiEMEA pour certaines molécules pharmaceutiqiliaprés Besse et Garric, 2008).

) : ) Espéce la plus ) Valeur de " Facteur de | Valeur de PNEC
Classe Thérapeutique Composé . Donnée retenue . N Référence ) ) N
sensible toxicité (ng.l") sureté finale (ug.l")
Paroxétine Cladocera dubia NOEC ¢pro 30 Garric et al., 2005 50 0,6
IRS
Sertraline Cladocera dubia NOEC ¢epro 9 Henry et al., 2003 100 0,09
Benzodiazépine Diazépam Daphnia magna CLsgsurvie 4 300 Lilius et al., 1994 1000 4,3
Antipyrétique Paracétamol Hydra vulgaris CLsgsurvie 1000 Pascoe et al., 2003 1000 1
Naproxene Daphnia magna CLsgsurvie 140 000 Rodriguez et al., 1992 1000 140
AINS Aspirine Daphnia magna NOEC ¢pro 1000 Marques et al., 2004 100 10
Ibuproféne Daphnia magna NOEC ¢pro 20 000 Han et al., 2006 100 200
Cycline Tétracycline Synechocystis sp. | NOEC . gissance 1 Pomati et al., 2004 100 0,01
Macrolide Clarithromycine Daphnia magna NOEC ¢pro 3,1 Yamashita et al., 2006 50 0,062
Fibrate Fénofibrate Daphnia magna NOEC o 7 Garric et al., 2005 50 0,14
Métoprolol Daphnia subspicatus| CE 5 croissance 7 300 Cleuvers et al. 2003 1 000 7,3
- bloquants 3 ) )
Acébutolol Cladocera dubia NOEC ¢pro 62 500 Garric et al., 2005 50 1250

NOEC repro : NOEC reproduction
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V.1 .Contexte réglementaire

Exception faite des Etats-Unis qui ont fixé un eot¢ réglementaire aux industriels dés
1998 ; il n'existe, pour linstant, aucune norme Eorope concernant les rejets de substances
pharmaceutiques a usage humain. Néanmoins lesséuatieprises mettent en évidence I'ubiquité de
ces molécules dans les systemes aquatiques a esntrations susceptibles d’engendrer des effets
toxiques, une prise en considération de la nééed&tablir un contexte réglementaire est requise.
Ainsi, par la décision du parlement européen (texi@pté le 22 mai 2007, document A6-0125/2007)
visant a la réévaluation de la liste des substadaagereuses prioritaires pour une éventuelle entré
lors de la prochaine révision de la liste des 38n@e 10) de la directive loi cadre sur I'eau, le
diclofénac et la carbamazépine font I'objet d’'unaléation pour une entrée dans la directive fille
DCE.
De méme une liste de 19 substances pharmaceutfudss 7 hormones sont entrées dans la liste

OSPAR des substances préoccupantes (Tableau 2®)tedn cours d'évaluation.

Tableau 29 : Liste des substances pharmaceutighesrsones de la liste OSPAR.

Liste des substances pharmaceutiques et hormones

Chlorpromazine Estradiol
Chloroquine bis(phosphate) Estrone

Chloroquine Diéthylstilbéstrol

Prochlorpérazine 17-éthynylestradiol
Fluphénazine Mestranol

Fluphénazine dihydrochloride Diosgénine

Thioridazine Hydroxyprogestérone
Triflupéridol

Phénothiazine

Acridan

Acide Niflumique
Dimétacrine

Noclofolan

Miconazole nitrate

Clotrimazole

Timipérone

Closantel

Midazolam

Diammonium N-éthylheptadécafluoro-N-[2-

(phosphonatooxy)éthyl]octanesulphonamidate

Page 89



Contexte bibliographique

CHAPITRE C
METHODOLOGIES ANALYTIQUES

Cette partie se propose de présenter, de man&@réraje, les méthodologies analytiques
employées pour I'étude des APEO, Bisphénol A etdldsstances pharmaceutiques dans les matrices
environnementales. Elle ne se veut en aucun cagustie mais essaie de mettre en avant la
complexité et les limites posées par I'étude de aalytes dans les matrices environnementales

complexes.
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| Description conceptuelle d’'une méthode analytique

[.1 Introduction

Une analyse chimique repose sur un nombre d’éigyigseuvent étre divisées en 4 groupes.

Elle repose sur la connaissance et la maitrisecdardr des substances a chacune des étapes. gn effe

il est important de prendre en considération qu'emeur réalisée a I'une des étapes pourra aveir de

conséqguences sur I'ensemble du protocole. Le Tald@gprésente chacune des étapes et leurs limites.

Tableau 30 : Description conceptuelle des étapssdiine méthode analytique.

Echantillonnage

- Homogénéité de I'échantillon

Problemes liés a I'équipement d’échantillonnagetésepar sorption, pertes

par dégradation)

D

Conservation

- Dégradation de I'échantillon (oxydation, phot@ybiodégradation)

- Instabilité de I'’échantillon

Préparation de I'échantillon

- Extraction de I'analyte ciblée
- Enlevement des interférents (purification)

- Pré-concentration

Analyse/détection

- Sensibilité
- Sélectivité

-Rapport colt/efficacité

[.2 Les nouvelles approches liées a la mise en ceuvrda®irective Cadre-Eau (DCE)

Monitoring biologique Monitoring chimique | Monitoring physico—chimique|
Bonne qualité Qualité de l'eau
/\ SURVEILLANCE
| Mauvais état chimique| | Mauvais état bioIogique|
& B
Recherche d'informations Recherche d’information
supplémentaires supplémentaires OPERATIONNEL
Vo 2
Investigation Investigation
(source de pollution), (caractérisation) INVESTIGATION
" 4
Connaissance
|

{ Stratégie de réhabilitation |

Figure 27 : Approche DCE pour atteindre le bon étalogique et chimique des milieux.
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Les fondements de la DCE reposent sur la mise emeode programmes conventionnels de
surveillance de parametres qualitatifs et quaiftat’évaluation, sans ambiguité, de la qualité
chimique des eaux repose sur la capacité a adsucemparabilité des données (comparabilité des
données générées au sein d'un méme laboratoirepacahilité des données générées par les
différents laboratoires mandatés dans les pays mesnde I'Union Européenne, comparabilité des
données générées dans le temps). Ainsi, I'effiéad@s programmes de surveillance dépendra de la
capacité des laboratoires a mesurer 'état chimapse masses d'eau et leur évolution. Les données

analytiques vont donc constituer les fondementsydteme européen d’évaluation (Figure 27).

Il Les technigues d’échantillonnages pour la mesure dea qualité chimique. Cas des
matrices aqueuses

1.1 Les techniques d'échantillonnages in situ. Echankdnnages ponctuels

Les techniques d'échantillonnages ponctuels psurdmposés organiques sont pour l'instant
les techniques d’échantillonnages conventionnefesir les analyses environnementales. Les
exigences sont celles communes aux composés ouganen géneéral : contenant ayant subi un
processus de nettoyage poussé (calcination sineergant est en verre, ringage aux solvants, rincage
avec la matrice a échantillonner). lls sont limiééstermes de représentativité et ne donnent un éta
des lieux du site échantillonné que sur une caatelle de temps (durée du prélevement).

Sur certains sites contrdlés (stations d'épuratiarsine d'assainissement), des
échantillonneurs automatiques peuvent étre instatiéuplés a des débitmetres ou des chronométres.
lIs permettent d'obtenir des échantillons moyeriééchantillon par heure, 1 échantillon par jour).
Cette approche est intéressante mais limitée &oumee période de temps dés lors que I'on s'irdéres
a des composés organiques dégradables tels qatkyfizhénol-polyéthoxylés (respect de l'intégrité

de I'échantillon).

1.2 Les techniques de biomonitoring

L'intérét des "organismes sentinelles” ou "indicasé pour la surveillance des contaminants
dans le milieu marin est reconnu au niveau intenat. Le phénoméne de bioaccumulation
fonctionnant a I'échelle de quelques mois permes’ddranchir des fluctuations rapides des masses
d’eaux et facilite 'analyse des teneurs plus é&esvéencontrées dans les organismes. Les espéces
d'huitres comme de moules sont considérées conafileates bioaccumulateurs d'éléments traces et
de différents micropolluants, avec une capacitétéende régulation pour limiter 'accumulation de
contaminants dans leurs tissus. Ceci justifie letitisation dans les réseaux nationaux de
biosurveillance ("Mussel Watch" aux Etats-Unis, &as National d’Observation (RNORéseau
INtégrateurs BlOlogique§RINBIO), le projet Mytilosréseau interrégional de surveillance de la qualité
des eaux cétiéres par des bio-intégrateurs (moples) la protection durable de la Méditerranée

Occidentale) en Francésigure 29. En milieu cétier, l'utilisation de la moule, essefiement du genre
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Mytilus, pour I'étude des niveaux et des tendances dertamination chimique a été proposée au
début des années soixante-dix. En milieu d'eau eJolespéce la plus utilisée est la Dreisséne
(Dreissena polymorphaLe biomonitoring utilisant la moule repose siwypothése que le contenu en
contaminant chez cet animal reflete la concenmatio contaminants biodisponibles dans I'eau sous
forme particulaire et/ou dissoute, selon un praceske bioaccumulation. Les stratégies développées
sont de deux types : celles qui utilisent les paijpohs indigenes de moules sauvages ou cultivées
(biomonitoring passif, cas du Réseau National d&dietion du Milieu Marin (RNO) de 'lFREMER)

et celles qui ont recours aux transplants d'indigighrovenant d’un site de référence (biomonitoring
actif, cas du Réseau Intégrateurs Biologiques (RDNBle 'lFREMER en Méditerranée). Elles ont
fait leurs preuves pour de hombreux contaminalfgsgiee les métaux, les Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques (HAP), les Polychlorobiphényles (PCIB¥ Pesticides, mais elles apparaissent limitées
des lors que I'on s'intéresse a des composeés maseme plus forte polarité. De plus, bien que les
mollusques bivalves présentent de faibles activitétaboliques ils n'en sont néanmoins pas
dépourvus. Enfin, bien que ces espéces présententcartaine plasticité, elles possedent des
optimums écologiques (température, salinité, etf.des rythmes de vie (ponte, taux de filtratido, e

...) de telle sorte que certaines comparaisons ssicates.

Figure 28 : Mise en ceuvre du réseau de surveillRiEBIO (Réseau INtégrateurs BlOlogiques)
(IFREMER).

[1.3 Les nouvelles technigues d'échantillonnages : I'éahtillonnage intégratif

Les techniques d’échantillonnages traditionnellesiee biomonitoring sont limitées pour
fournir des approches par des évaluations holistignour les raisons suivantes :
- le manque de capacité a échantillonner de maimt¥grative dans le temps,
- les techniques de biomonitoring sont dépendadess conditions physico-chimiques du milieu
(notamment en terme de survie des espéces exposées)
- les résultats fournis sont toujours spécifiqueapécités de bioaccumulation, de biotransformation,
phénomenes de résistance).

A ces considérations s’ajoutent également les dsnidnalytigues autant en termes de
spécificité que de sensibilité. Afin de satisfaitex nouvelles exigences de surveillance du milielee
I'évaluation des risques, il est apparu nécesskiréévelopper des outils d’échantillonnages putssan
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et plus représentatifs de I'exposition réelle dansiilieu. De ce constat est née I'idée de dévedopp

des outils d’échantillonnage passifs.

11.3.1 Principes de I'échantillonnage passif

L’échantillonnage passif peut étre défini commenuode d’échantillonnage ou le flux de
molécules du milieu échantillonné vers la phastostaaire accumulatrice est libre et gouverné par
une différence de potentiel chimique entre ces dehases. Le temps nécessaire a l'atteinte de cet
équilibre est dépendant de I'affinité de la phasliectrice pour le contaminant d'intérét. Ceci aipo
conséquence que la distinction entre échantilloar@atiequilibre et échantillonnage non a I'équlibr
n'‘est pas toujours tres clair. Ce flux est maintgragqu'a I'apparition d’'un équilibre (égalité des
potentiels) entre I'échantillon et I'outil ou bigasqu’a l'arrét de la période d'échantillonnage par
I'utilisateur. Ces échantillonneurs sont la pluputtemps utilisés dans la zone linéaire (déploigme

de quelques jours a plusieurs mois) de la fongtiathématique décrivant I'accumulation :

[C adsorbaﬁ’{ Masseadsorbar} C ea €N UG CompOSéj:l

C asdorban€N HQ composé.'@;d’adsorbant

C =]
eau [RS adsorbant* t]
Masse adsorbant el
Rs adsorbant en [

t en jours

Un certain nombre d'outils ont été réecemment déyee et couvrent une large gamme de
polarité Figure 29. Les plus pertinents pour I'analyse des compgpsésres (les APEO, le bisphénol

A et les substances pharmaceutiques) sont brieuegnésentés dans les paragraphes suivants.

LDPE

SPMD

LDPE : Low Density PolyEthylene

SPMD : Semi Permeable Membrane Device
PISCES: Passive water-sampling system
MESCO :Membrane-enclosed sorptive coating

PISCES

nd-SPME

MESCO

CHEMCATCHER f POCIS : Passive Organic Chemical Integrative
Ecoscopejl J Samp Ier
pocis| ' TWA-SPME : Time Weighted Average- Solid

Phase Micro Extraction

TWA-SPME )

0 1 2 & 4 5 6 7 8 9 10

log Kow

Figure 29 : Domaines d’application des échantillurs intégratifs pour les composés organiques
(Vrana et al., 2005
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11.3.2 Outils d’échantillonnages intégratifs et composgaipes

a)SPMD (Semi Permeable Membrane Deyic

Cet outil consiste en une membrane tubulaire eyégiofléne (LDPE), caractérisée par une

longueur de 94 cm, une largeur de 2,54 cm et umétiz de pores inférieur a 10 A, remplie par un
lipide de haut poids moléculaire : la trioléine.inambrane (LDPE) mime la membrane biologique, la
trioléine est quant a elle le principal lipide oetvé chez les organismes aquatiques. Cette te@hniqu
été employée avec succes pour la déterminationHyelsocarbures Aromatiques Polycycliques
(HAP), des Polychlorobiphényles (PCB) et des alkglwls dans différents systémes aquatiques
(Vrana et al., 2005 ; Harman et al., 2008).

b) Chemcatcher®
Le systeme utilise une membrane diffusion-limitatiet une phase solide comme phase
réceptrice. Deux types de configurations ont pe étilisées. Pour I'échantillonnage des composés
apolaires I'outil est constituée d'une membranga@yethersulfone et d'une phase de type Empore
Disk® C18, pour I'échantillonnage des composés orgasifakaires |'outil est constitué d’'une phase
de type Empore DiSkSDB-XC (Revue par Vrana et al., 2005).

c) POCIS (Polar Organic Compound Integrative Sample

La POCIS consiste en un milieu de séquestratioasgBolide, contenue entre 2 membranes
microporeuses (diamétre de pore égal a 0,1 um)ogréthersulfone caractérisées par une surface
efficace totale de 41 dmLes membranes agissent comme des membranes semégbles, qui
laissent passer au travers les composés chimiquaérét et ne laissent pas passer le matériel
particulaire ni le matériel biogénique. La POCISét® concue pour mimer I'exposition directe
(respiratoire) des organismes aquatiques aux camaats chimiques présents en phase dissoute
(Alvarez et al., 2004 ; Petty et al., 2004). Ceétetehnique a été employée pour la détermination de
pesticides (Mazzella et al., 2007), de stéroidesrrfiéirssen et al., 2005 ; Matthiessen et al., 2006
Arditsoglou et Voutsa, 2008 ; Zhang et al., 200&kaJkylphénol-polyéthoxylés, du bisphénol A et
des substances pharmaceutiques (Jones-Lepp 20@d.,; Alvarez et al., 2005 ; revue par Robinson et
al., 2006 ; Togola et Budzinski, 2007 ; MacLeodakt 2007 ; Mills et al., 2007 ; Arditsoglou et
Voutsa, 2008 ; Zhang et al., 2008b).
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Tableau 31 : Discussion autour des techniques dfétdlonnages.

Avantages Inconvénients
- non intégratif
- nécessite de nombreuses étapes de préparatiop de
Prélevement ponctuel - rapidité a mettre en ceuvre ) ] o . ]
I'échantillon (filtration, probléme de conservafion
- onéreux
- pertes en milieu naturel
- métabolisation possible selon les classes de
COMposeés
- intégration a moyen terme - problémes pour les composés polaires
Biomonitoring - bioaccumulation des composésg - ne permet pas de connaitre la concentration en
organiques analytes d'intérét dans le milieu
- nécessite de nombreuses étapes de préparation de
I'échantillon (lyophilisation, broyage)
- onéreux
- intégratif
- peu onéreux - pertes en milieu naturel
- outil de screening - nécessite de nombreux développements en
Echantillonnage intégratif ] )
- concentration des composés laboratoire
organiques - dépendant des conditions du milieu
- large gamme de polarité couverte

[l Les techniques d'extraction

L'analyse quantitative repose d'une part sur us&umentation sensible et sélective et
d'autre part sur une technique de préparationédédhtillon puissante en termes de sélectivité et

robustesse.

I11.1 Les techniques d'extraction des matrices liquides

Dans le passé, l'extraction liquide-liquide (ELLtai€la technique d'extraction des matrices
liquides. Bien qu'elle demeure une technique déreéte (dans un certain nombre de protocoles
normalisés) elle a été supplantée par de nouvieligmiques d'extraction plus en adéquation avec les
nouvelles exigences de techniques de laboratéa@lité de mise en ceuvre, économies de solvants et
de temps, possibilité d’automatisation. L’extraptisur phase solide (SPE) est évidemment tres
largement employée. Le besoin important de donrdmumentant la présence de molécules
émergentes dans I'environnement a induit une gésdtian des méthodologies d’analyse multi-
résidus conduisant a I'extraction simultanée desiplus dizaines de molécules appartenant a des
groupes de micropolluants organiques diversifiémsiAdes méthodologies mettant en ceuvre des
phases ¢ et de type polymérique (HLB, MCX, etc....) se so@héralisées (Castiglioni et al., 2005 ;

revue par Petrovic et al., 2005). Cependant, festede constater que ces approches ont conduit a la
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génération d’un certain nombre de données errofiéest intéressant de noter I'essor des techniques
d’extraction par MIP (Molecularly Imprinted Polymequi ont été appliquées avec succeés pour
I'extraction de micropolluants organiques dansmagrices aqueuses (Bisphénol A (Jiang et al., 2007
; Pavlovic et al., 2007), nonylphénol (Guerreirakt 2008), certaines molécules pharmaceutidiies:

bloquants (Gros et al., 2008), diéthylstilbéstrtibfg et al., 2008), sulfonamides, triméthoprime et
tétracyclines (Revue par Pavlovic et al., 2007)dent le principal avantage réside dans leur trés

grande spécificité.

D’autres techniques ont récemment émergé : Mictmaetion en phase solide (SPME Solid
Phase MicroExtraction), la technique SBSE (Stir Barptive extraction), la micro-extraction en
phase liquide (LPME: Liquid Phase MicroExtractionBien qu'employées de maniere
‘confidentiellé, elles présentent néanmoins des atouts (autoatisahimie verte, économique,
Tableau 32) qui peuvent, dans des actions préc&asrer extrémement intéressants, I'ensemble de

ces techniques est résumé dans le Tableau 32.
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Extraction Liquide-Liquide (ELL)

Extraction en phase solide (SPE)

Micro-Extraction en phase solide (SPME)

Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)

Séparation d'un ou plusieurs

constituants par l'utilisation de leur|

Technique la plus largement utilisée

aujourd’hui.

Plonger une fibre de silice recouverte d’un adsatrb
polymérique (Polydimethylsiloxane (PDMS),
Polyméthylsiloxane/divinylbenzéne (PDMS/DVB)

Méme principe que la SPME.
Barreau rotatif recouvert de phase
polymérique de type

Principe o Capture certaines familles de molécules s| Polyacrylate (PA)) ou d'un gel de silice grefféeBC] Polydiméthylsiloxane (PDMS). Placé
distribution inégale dans deux o . i ) . . i . . o
] o un adsorbant et élution grace a un solvar] (le plus souvent) dans I'échantillon a analysersiai dans I'échantillon a analyser, ainsi
solvants pratiguement non-miscible o 3 3 ) . .
spécifique. exposée elle se charge des composés extractible exposeé il se charge des composés
la matrice. extractibles de la matrice.
- Technique d’échantillonnage et
- Tres large choix de phase ) ) extractionin situ.
» i - Technique rapide
silice greffée Ggpour les APEO et le BPA ) - Couplage avec GC, HPLC
N - Economique en solvant ]
i ) phase polymérique de type HLB, MCX po 3 ) ) i ) - Economique en solvant
Avantages - Méthode simple -Nécessite de faibles volumes d'échantillons

les substances pharmaceutiques,
- Technique rapide, robuste, économique

- Technique d’extraction et de purification

-Technique d’extraction et de purification
- Couplage avec GC, HPLC

-Nécessite de faibles volumes
d’échantillons
-Technique d’extraction et de

purification

Inconvénients

- Solvants non miscibles
- Beaucoup de manutention
- Formation d’émulsions
- Larges volumes solvants, souven

toxiques

- Problémes de colmatage

- Problemes d'adsorption liés a I'emprunt ¢

chemins préférentiels par les molécules
ciblées.

- Problemes de reproductibilité

- Nécessite un appareillage de thermo-désorptig
-Problémes de reproductibilité

- Probléme de sensibilité dans certains cas

- Nécessite un appareillage de thermo-
désorption

-Problémes de reproductibilité

Références

Kot-Wasik et al. (2007)

Petrovic et Barcelo (2001); Fatta et al. (20(
; Pavlovic et al. (2007)

Kumazawa et al. (2003) ; Basheer et Lee (2004
Basheer et al. (2005) ; Hu et al. (2006) ; Petreti
Barcelo (2001) ; Fatta et al. (2007); Pavloviclet a
(2007)

Kawaguchi et al. (2004b) ; Kawaguchi
et al. (2006b) ; Serddio et al. (2005) |;
Petrovic et Barcelo (2001) ; Fatta et &

(2007); Pavlovic et al. (2007)
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1.2 Les méthodes d'extraction des matrices solides osemi-solides : particules, sédiments,

boues, matrices biologiques
Les méthodes d’extraction des matrices solides eelfeés plus classiquement employées

pour I'extraction des composés organiques. La nuthabassique, I'extraction Soxhlet qui est longue
et colteuse (en temps et en solvant), s’est vuglaupe par des méthodes d’extraction accélérées pa
des micro-ondes (Microwave Assisted Extraction), lpatempérature et la pression (Supercritical
Fluid Extraction, Pressurized Liquid Extraction)esCnouvelles techniques sont économiques en

solvant, rapides mais représentent tout de ménmevestissement non négligeable (Tableau 33).
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Tableau 33 : Principales méthodologies pour I'asmlges matrices solides.

Sonication

Soxhlet

M.A.E.Microwave Assisted Extraction

P.L.E. Pressurized Liquid Extraction

Principe

L'échantillon est immergé dans u

solvant et irradié par des ultrason

L’échantillon est placé dans un dé e
fibre de verre ou cellulose, en utilisar|
un extracteur Soxhlet, I'’échantillon eq

percolé par les vapeurs de solvantsg

condensées, de maniére répétitive

L'échantillon est immergé dans un solva
absorbant les micro-ondes dans un matr

irradié avec une énergie micro-ondes.

L’échantillon et le solvant sont chauffés €
mis sous pression dans une cellule en mé
Quand I'échantillon est extrait il est
automatiquement transféré dans un flacon

récupération (petit volume de solvant).

Avantages

- Méthode simple,
- Echantillonnage multiple,
- Rapide,

-Economique en solvant.

- Pas de filtration.

- Extraction rapide, applicable a plusieur
échantillons simultanément.
- Peu de solvant.

- Températures élevées.

- Extraction rapide,
- Peu de solvant,
- Températures élevées,
- Pas de filtration,

- Systeme automatisé.

Inconvénients

- Nécessite un solvant capable d
conduire les ultra-sons,
- Nécessite une étape de filtration

de purification supplémentaire.

- Méthode n’est plus en accord des

nouvelles exigences (temps, solvant]

- Usage de solvant capable d’absorber |
micro-ondes
- Nécessite une ou plusieurs étapes d¢

filtration

- Haute température et haute pression

Références

Ternes et al. (2005) ;
Aparicio et al. (2007) ;
Fatta et al. (2007) ;
Pavlovic et al. (2007)

Song et al. (2007) ;
Jonkers et al. (2005b);
Morales-Munoz et al. (2005);

Fatta et al. (2007);
Pavlovic et al. (2007);
Jones-Lepp et Stevens (2007)

Togola et al. (2006);

Liu et al. (2004);
Pedersen et al. (2004) ;
Fatta et al. (2007) ;

Pavlovic et al. (2007) ;
Jones-Lepp et Stevens (2007)

Petrovic et al. (2002) ;
Heemken et al. (2001) ;
Fatta et al. (2007) ;

Pavlovic et al. (2007) ;
Jones-Lepp et Stevens (2007)

t

tal.

de

Page 100



Contexte bibliographique

IV Les techniques chromatographiques

IV.1 L'analyse par chromatographie en phase gazeuse (GG

Les composés sont tout d’abord volatilisés dansjeteur et entrainés dans le
chromatographe le long de la colonne chromatoggaghipar un gaz vecteur le plus souvent de

I'hélium. Apres avoir été séparés, les composégamtrau niveau du détecteur.

IV.1.1 Les principaux couplages

Concernant l'analyse des APEO, certains couplages an Détecteur a lonisation de
Flamme ou un Détecteur a Capture d’Electron (L8891 peuvent étre rapportés. Pour les substances
pharmaceutiques, quelques études se référant@dpkges avec un Détecteur a Capture d’Electron
(Levasseur et al., 1985) peuvent étre notées.

Face a la complexité analytique posée par I'étumleas composés dans I'environnement,
ces méthodes de couplages se sont vues trés rapitidimitées et ont été supplantées par les

associations a des spectromeétres de masse (CG-SM).

IV.1.2 Les couplages de chromatographie en phase gazpestrométrie de

masse

a) L'étape de dérivation

De maniéere a améliorer la stabilité des composésensibilité et la précision de I'analyse
par CG-SM et CG-SM-SM, Iutilisation d’agents derigdéation est courante. Cette étape est
indispensable a I'analyse des composés pharmaaestarides (anti-inflammatoires non stéroidiens,
B-bloquants, analgésiques, etc....) et alkylphénoj§tbboxylés dées lors gqu'ils possedent plus de 2
groupements «éthoxy». Pour ces derniers, 'anghmeCG-SM est limitée aux APEO possédant
moins de 6 groupements éthoxy. Les réactions deadi@n les plus courantes sont des réactions de

sylilation.

IV.2 L'analyse par chromatographie en phase liquide (CL

La chromatographie en phase liquide (CL) est ditplease normale lorsque que I'on oppose
a une phase stationnaire polaire (type diol, amung phase mobile peu ou pas polaire. Cette
approche a été tres utilisée pour I'étude des AFHIB.conduit a la séparation des composés selon
leur caractére polaire (chaine éthoxy) et permesidia séparation de chaque éthoxymeére d’un
mélange donné (Lee, 1999).A cette chromatographme pbase normale est opposée une
chromatographie dite en phase inverse (colonnestetire apolaire et phase mobile polaire). Dans le
cas des APEO, cette technique conduit & la sépardés composés d’un mélange donné selon leur
caractéere apolaire (radical alkyl). Cette techniglest généralisée et est désormais la plus répandu
dans les études environnementales. Les phasemstites les plus répandues sont classiquement de

type Gg Les composés sont généralement entrainés le gy ablonne par un mélange d’eau et de
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solvant organique (méthanol, acétonitrile) afin pgmettre leur séparation en phase liquide. Tres
souvent, ces phases mobiles se voient ajouteratigzons (ammoniums quaternaires, triéthylamine,
acide acétique, acide formique, etc...) qui participd’'une part a l'analyse chromatographique
(séparation de molécules présentant une faibleit#favec la colonne) et d’autre part a I'analyse e
masse (augmentation de la sensibilité liée & uiggnantation du rendement d’ionisation (ces sels
augmentent la volatilité de molécules faiblemenlatiles)). Les récentes évolutions des colonnes
chromatographiques par la diminution de la longudes colonnes, la diminution des diameétres
internes, la diminution de la taille des particuldaugmentation des températures de travall
(chauffage des colonnes par effet Peltier, chaaffdgs solvants) ont permis de gagner en temps
d’analyse et en résolution. Ces améliorations ontduit & I'’émergence de nouvelles technologies de
chromatographie : UPLC (Ultra Performance Liquidr@hatography) Waters™, RRLC (Rapid
Resolution Liquid Chromatography) Agilent™. Leumpéipation & des matrices environnementales est
en plein essor. Les travaux de Petrovic et al. §p@01'application de I'UPLCl pour la séparation de
27 composés pharmaceutiques dans des eaux destdpuration peuvent étre notés, a ces travaux
s’ajoutent d’autres travaux plus récents (Boledal.e2007 ; Chang et al., 2008 ; Farre et al. 8200
Huerta-Fontela et al., 2008).

IV.2.1 Les principaux couplages

Bien que la bibliographie rapporte certaines amaysar chromatographie en phase liquide
couplée a un détecteur UVs, chromatographie enepliaside couplée a un détecteur a barrettes de
diode (Lee,1999 ; revue par Fatta et al., 2003 teehniques ont été supplantées par les technilgues

chromatographie en phase liquide couplée a laspeétrie de masse (revue par Fatta et al., 2007).

IV.2.2 Les couplages de chromatographie en phase liquige@ctrométrie de

masse (CL-SM)

Les progres des techniques d’electrospray assogiesaute sensibilité et sélectivité de la
spectrométrie de masse ont fait des techniqueshdmmatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse (CL-SM) et de chromatogeagrhphase liquide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (CL-SM-SM ) les techniques de gmix I'analyse des composés polaires dans les
matrices environnementales. Les analyses en modd R détectent un ion précurseur et un ion
fragment de l'analyte) sont la voie la plus sélextet la plus sensible pour mesurer les composés
d’intérét. Cependant, malgré leur grande spédifiaites mauvaises interprétations (faux positifs ou
faux négatifs) peuvent toujours se dérouler eroradinterférences de la matrice. La Commission
européenne par la décision 2002/657/EC exige qug ttansitions ou plus soient employées pour
l'identification de n'importe quelle analyte daeasiode MRM. En outre, les rapports des réponses des
différentes transitions doivent étre calculés empgarés a ceux d'un échantillon référence. Pour

confirmer des résultats positifs, les déviations dapports d'ions et les déviations de temps de
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rétention doivent étre conformes a ceux fixés patécision 2002/657/EC. Puisqu'il peut étre diffici
d'obtenir des réponses satisfaisantes pour desitioms moins sensibles, ceci peut poser des
problémes potentiels pour des échantillons de beseeentration. En raison probablement de la
pénurie d'isotopes marqués, la décision 2002/65HECpas mentionné ['utilisation systématique
d’isotopes marqués (étalons internes) du compodsé gour l'analyse qualitative et quantitative
précise.

L'utilisation de techniques de spectrométrie de saadsaute résolution, ou trappes a ions
peuvent étre des outils intéressants pour levefdes positifs (Revue par Hao et al., 2007). Les
technologies de spectrométrie de masse a tempsldenty récemment été appliquées avec succes
pour la confirmation de la présence de substancharnmceutiques dans des matrices

environnementales complexes (Revue par Hao &x(l7).

IV.3 Le probleme des effets matriciels

Les effets matriciels existent aussi bien dansctagplages de chromatographie en phase
gazeuse avec la spectrométrie de masse que darmifdages de chromatographie en phase liquide a
la spectrométrie de masse et peuvent affecterdbt@ules données générées. Ce phénomene est quasi
incontournable dans les couplages CL-SM et CL-SM-8Ms rare dans les couplages de CG-SM et
CG-SM-SM. |l peut conduire a une suppression daaigartielle ou totale (faux négatif) ou a une
amélioration du signal (faux positif). Il peut égénéré par les composeés interférents, présengs dan
les extraits, et qui possedent des ions simildada fois en SM simple ou en SM tandem). Danscett
configuration, le probléme peut étre résolu parhleix d’'un autre ion non interféré, par I'amélidoat
de la procédure de préparation de I'échantillorrifieation plus poussée, changement des conditions
de préparation) ou par I'amélioration du procesdesséparation (en CG comme en CL). L'effet
matriciel engendré par une interaction/compétigatre I'analyte et les composantes de la matrite es
propre aux couplages mettant en jeu la CL-SM (SM-8Md....). En effet, ces couplages reposent sur
la mise en ceuvre d'un processus d’ionisation gitedsion atmosphérique qui est considéré comme un
processus d’ionisation doux par comparaison a Boapélectronique (processus qui entraine une
fragmentation de la molécule visée et égalementadenatrice) couramment employé dans les
couplages de chromatographie en phase gazeusmpadgomeétrie de masse). En chromatographie en
phase liquide couplée a la spectrométrie de massphénomene a été mis en évidence dans les 2
modes d'ionisation les plus répandus (electrospB$l)( et ionisation chimique a pression
atmosphérique (APCI)), bien qu'il y ait une prévade des effets en mode electrospray. Pour contrer
ce phénoméne, plusieurs stratégies sont classiouiemises en ceuvre (Kloepfer et al., 2005 ;
Antignac et al., 2005) : purification de I'échalatil (complexe a mettre en ceuvre dans les analyses
multi-résidus, probléme de pertes des composétetir), amélioration de la technique de séparation
(Van De Steene et al.,, 2006 ; URLG/an De Steene and Lambert, 2008), dilution desaixt

division (split) avant I'entrée dans le spectroraéte masse. Plus généralement, la mise en ceuvre de
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différentes méthodes de calibration peuvent étrgsagées pour générer des données plus fiables
(méthode des ajouts dosés (Baugros et al., 20@8)blel étalonnage (étalon interne et étalon

d’injection)).

V.4 Réflexion d’harmonisation a I'échelle européenne

Comme se sont attachés a le montrer les chapitésegents, il existe une grande
hétérogénéité des données produites aussi bienemme tde présence que de devenir dans
I'environnement pour les 3 classes de molécules alkylphénol-polyéthoxylés, le bisphénol A et les
substances pharmaceutiques. Bien qu'elles puigseninhérentes aux systémes étudiés, une part de
cette variabilité peut étre expliquée par les mddhagies analytiques. En effet, la comparabilitéaet
fiabilité des données de surveillance sont esdlastipour toute étude de surveillance du milieu et
pour la gestion des risques environnementaux. Beyolluants émergents, des problemes concernant
la comparabilité des données au niveau européarieeghational existent. Les méthodes employées
pour la surveillance des polluants émergents somt tbin de I'narmonisation ou de la normalisation
en conséquence elles peuvent souffrir de manqualiation.

La garantie de la qualité signifie développer ustéye d’activités pour s'assurer que les
mesures répondent & des normes de qualité défavies un niveau de confiance suffisant. Le
développement d'un plan pour la garantie de laitguialclut de définir des objectifs de surveillance
de définir les procédures de contr6le de la quatitévaluer cette qualité.

Ces entreprises, dés lors que l'intérét se podesacomposés émergents, sont difficiles a
mettre en ceuvre. En effet elles se confrontenvérsliobstacles parmi lesquels : 'absence d’étalons
analytiques, I'absence d’étalons analytiques margligbsence d’échantillons de référence certifiés
(CRM).

En Europe, un effort tout particulier est porté pa@méliorer la validité des données
générées. Divers programmes de recherche ontiriégié des essais inter laboratoires :

- COST(coopération européenne dans le domaine de |lendwh scientifique et technique) avec I'axe
COST action 636 (xénobiotiques dans le cycle urbdaifieau), dans le cadre de programme un essai
inter laboratoires a été conduit sur le dosageedsgenes dans les eaux de station d'épuratil@s et
eaux naturelles ;

- le projet NORMAN(Network of reference laboratories and relatedanigations for monitoring and

bio-monitoring of emerging environmental pollutgntgii vise a créer un réseau de laboratoires de
référence afin, d’'une part, d’améliorer les échardjjnformation et de données sur les contaminants
émergents entre les différents acteurs mis entjed'autre part, d’encourager I’harmonisation et la
validation des méthodes de mesure et des outitad#é afin de répondre aux demandes des autorités
publiques. Dans ce contexte, plusieurs essais-latberatoires ont été conduits. Le premier pour la
validation et I'hnarmonisation d’'une méthodologiealtique pour le dosage, par les laboratoires de

recherche, des estrogénes dans les eaux de sert@ations d’épuration, le deuxiéme pour la
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validation et I'harmonisation d’une méthodologiealgtique pour le dosage, par les laboratoires de
référence, des anti-inflammatoires non stéroidi{Easre et al., 2008b) ;

- Récemment, le_centre commun de recherche (#RCp commission européenne a organisé un

exercice d’'inter comparaison pour le dosage deylpbénols et octylphénols dans les eaux. Sept
laboratoires ont participé a cette étude, les nutlogies utilisées ainsi que les résultats obtesons
présentés dans la Figure 30. Comme le souligne &bak (2008), une grande hétérogénéité demeure
dans les méthodologies sélectionnées par les lalir@s et engendre une grande hétérogénéité dans
les résultats obtenus, parmi lesquels la difficalid’incapacité de quantifier les NP dans les ioagr

les moins chargées. lls concluent que des effodivedt étre entrepris afin d'améliorer les
méthodologies en bannissant l'usage des matiérastiqpies dans lI'ensemble des protocoles

(extraction SPE) et en effectuant des contrélebtiexs.

Lab 1 Lab 2 Lab 3 Lab 4 Lab 5 Lab 6 Lab 6 Lab 7
Volume d'échantillon 04 0,2 0,5 4150 2,3 1 11,82 1
Filtration non oui non na non oui oui non
SPE SPE SPE centrifugatign ELL SPE SPE
Extraction OAZ?&;LB OASIS HLB (60) ci8 Soxhlet |  Dichlorométhank cig | Extraction Randal Envichim
Solvent d'élution Acétate d'éthyld AF etate d ?‘hyle/ Methanol/ m’ethyl- MES 1 Acétone MES 2 Dichlorométhan
Dichlorométhane tertiobutyl éther
CL-SM (tq) CG-SM CL-SM (tq) CG-SM (it) CG-SM CL-Fluo CLHRo CG-SM
Méthode d'analyse colonne C18 DB-5 C18 ZB-5 DB-5 Phénylhéxyl Phénylhéxyl DB-1
2,1*150mm 30m 2,1*100mm 30m 30m 4,6*250mm 4,6*250mm 60m
219>133 149 219>133 207>119 135 230nm excitajon _ 230ruitagion 135
227>112 135 219>106 221>119 302nm émis_;!m 302nm émisgio 107
lons ou longueurs d'onde suivis 205>106 121 225>112 235>119 57
205>133 107 205>133 278>119 220
292>119 77
Etalons internes 4-n-NPd8 4-n-NPd8 4-n-NPd6 4-bromophéhol 4-n-NPd8 non non Atrazine-d5
MES 1 : lyophilisation, extraction avec un mélaagétone/héxane(2:1), purification sur gel de silice
MES 2 : extraction Randall avec du méthanol chaudfication sur gel de silice
Lab 1 Lab 2 Lab 3 Lab 4 Lab 5 Lab 6 Lab7
NP/OP dans les solutions de standards (ng.nl-1)
4-NP 200 176 50 110 178 250
| 4-n-OP 200 181 150 122 120
INF/OP dans les extraits d'eaux de riviére (ndjml-
4-NP 683 957 74 510 495 600
4-t-OP 17 6,6 33 9 150
4-n-OP <0,44 <10
NP/OP dans les eaux e la riviere Pd (ng.L{1)
4-NP 70 110 <22 5,1* <10 80* <10
4-+-OP <5 15* <5 <50
4-n-OP <1 <0,5*
* données des phases solides en suspension

Figure 30 : Exercice d’inter comparaison mis eni@par le JRC pour le dosage des AKP dans les
eaux en Europe.
a)méthodologies mises en ceuvre par les laborato@mticipants

b)résultats quantitatifs

Les Tableaux 34, 35 et 36 se proposent d’illudaeifaits exposés dans ce chapitre pour les
alkylphénol-polyéthoxylés, le bisphénol A et lebstiances pharmaceutiques, respectivement. Pour
chaque classe de molécules, une évolution des ddtigles analytiques mises en ceuvre pour le
traitement des échantillons environnementaux liegligeaux) et solides (sédiments, boues et matiéres

en suspension) est exposeée.
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Tableau 34 : Méthodologies analytiques pour I'asalges APEO et leurs métabolites dans les magiogsonnementales (liquides et solides).

Analyse multi résidus

Type de matrice

Extraction / purification

Méthode d'analyse

NPEO+métabolites

Non Eaux SPE (Carbograph4) CL-ESI-SM Di Corcia et al., 1998
(CAPEC)
NPEO + métabolites Non Eaux SPE (C18) CL-ESI-SM-SM Jonkers et al., 2001
NPEO Non Eaux ELL CL-ESI-SM Ferguson et al., 2001
NPEO, OPEO, AP-X Non Eaux SPE (C18) CL-ESI-SM Ferguson et al., 2001
NPEO+métabolites Non Eaux SPE (Envicarb) CL-ESI-SM-SM Houde et al., 2002
NPEO + métabolites Non Eaux SPE (Isolute ENV+) CL-ESI-SM-SM Loyo-Rosales et al., 2003
AP Non Eaux SBSE (TD)-CG-SM Kawaguchi et al., 2004a
AP Non Eaux SPE (MAX) CG-SM (PFBC) Boitsov et al., 2004
NPEO+métabolites, OP Non Eaux SPE (HLB) CL-ESI-SM-SM Jahnke et al., 2004
NPEO+métabolites Non Eaux SPE (Envicarb) CL-ESI-SM Berryman et al., 2004
. . . CG-SM
NPEO métabolites (CAPEC Non Eaux SPE (Envi-Carb) Cheng et al., 2007
(n-propanol-acetyl/chloride
NPEO+métabolites
OPEO+métabolites Oui Eaux SPE (HLB) CL-ESI-SM-SM Loos et al., 2007

BPA

Analyse multi résidus

Type de matrice

Extraction / purification

Méthode d'analyse

NPEO+métabolites Oui (BPA) Boues Sonication/ SPE (C18) CL-ESI-SM Petrovic et al., 2002
NPEO + métabolites Non Sédiments ASE/ SPE (CN) CL-ESI-SM-SM Loyo-Rosales et al., 2003
NP Non Sédiments Sonication CG-SM Vitali et al., 2004
NPEO Non Matrices biologiques ASE CL-ESI-SM-SM ; CL-Fluo Shmitz et al.,2005
NP Non Sols/ Boues Soxhlet/ SPE (CN) CG-SM Gibson et al., 2005
AP Non Sédiments ASE CG-SM (BSTFA) Fiedler et al., 2007
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Tableau 35 : Méthodologies analytiques pour I'asalglu bisphénol A dans les matrices environnenen(hduides et solides).

Analyse multi résidus

Type de matrice

Extraction / purification

Méthode d'analyse

CG-SM (Trimethylchlorosilane,

BPA Non Eaux MELL o Gonzalez-Casado et al., 1998
hexamethyldisilazane)
BPA Oui Eaux ELL CG-SM (BSTFA+TMCS) Rudel et al., 1998
BPA Non Lixiviats SPE (HLB) CL-ESI-SM-SM Sajiki, 2001
BPA Non Eaux ELL CG-SM (BSTFA+TMCS) Kuch et Ballschmiter, 2001
BPA Non Eaux (STP) SPE (C18)/ gel silice CG-SM (MSTFA) Spengler et al., 2001
BPA Non Matrices biologiques SPE (HLB) CL-ESI-SM-SM Tominaga et al., 2006
BPA Non Eaux BPA-imprinted silica SPE (MIP- CL-UV Jiang et al., 2007
SPE)
Oui (24 composés a usages
BPA ) Eaux SPE (HLB) CL-ESI-SM-SM Trenholm et al., 2008
domestiques)
BPA Oui (33 substances prioritaires) Eaux SPE Strata C-18 CG-SM Baugros et al., 2008
Analyse multi résidus Type de matrice Extraction / purification Méthode d'analyse

BPA Oui (cestrogénes, NP, OP) Sédiments MAE/ Silice CG-SM Liu et al., 2004
BPA Oui (cestrogenes, NP) Sédiments Ultrasonication/ Silice CG-SM Peng et al., 2006a
BPA Oui (AP) Tissus biologiques ASE / SPE (CN) CL-ESI-SM-SM Shao et al., 2007
BPA Oui (cestrogénes, NP, NP1EC) Sédiments Ultrasonication CL-ESI-SM Pojana et al., 2007
BPA : . - o .

Oui (pesticides) Sédiments Ultrasonication / SPE (HLB) CL-ESI-SM-SM Kitada et al., 2008
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Tableau 36 : Méthodologies analytiques pour I'asalgles substances pharmaceutiques dans les matricgesminementales (liquides et solides).

Molécules /classes thérapeutiques

Type de matrice

Extraction / purification

Méthode d'analyse

AINS Eaux SPME CG-SM Carpinteiro et al., 2004
AINS, perturbateurs endocriniens Eaux SPE (MAX) CG-SM Lee et al., 2005
30 molécules (stéroides, Antibiotiques, Anti carogy SPE (MCX)
Eaux ) CL-ESI-SM-SM Castiglioni et al., 2005
B-bloquants, ...) SPE (Lichrolut EN)
46 molécules (perturbateurs endocriniens, AINS, CG-TI-SM )
o o Eaux SBSE (PDMS) Quintana et al., 2007
herbicides, antiépileptique, ...) (MTBSTFA)
21 moléculesf bloquants, corticostéroides) Eaux SPE (MCX) CL-ESI-SM-SM Piram et al., 2008
Carbamazépine, diclofénac, acide clofibrique, Eaux SPE (C18) CL-LTQ orbitrap Gebhardt et Schroder, 2007
diazépam
20 molécules (antibiotiques, hypolipemiars, Eaux SPE (STRATA X)) CL-ESI-SM-SM Lacey et al., 2008
bloquants, antiépileptique, NSAID, ...)
28 molécules (antidépresseurs, antibactériensudm( Eaux SPE (MCX) CL-ESI-SM-SM Kasprzyk-Hordern et al., 2008a
AINS Eaux SPME CG-SM Araujo et al., 2008
Diclofénac, 4-Hydroxydiclofénac Eaux MISPE CL-DAD Sun et al., 2008
Molécules /classes thérapeutiques Type de matrice Extraction / purification Méthode d'analyse
AINS, Ivermectine Sédiments Ultra sonication CL-ESI-SM-SM Loffler and Ternes, 2003
24 molécules (NSAID, antibiotiques, PCPP...) Boues Ultra sonication / (SPE MCX, SPE C18) CL-ESI-SM-SM Ternes et al., 2005
9 molécules . - . ) CG-SM . .
) Sédiments MAE / silice, cuivre activé o Rice and Mitra, 2007
(désinfectants, AINS, estrogenes, ...) (pyridine/ BSTFA ; 2/1)
AINS Sédiments MAME-SPE (HLB) CL-UV

Cueva-Mestanza et al., 2008

ELL : Extraction Liquide Liquide ; AINS : Anti-inlmmatoires non stéroidiens ; SPE : Extraction ems®!Solide ; SBSE : Stir Bar Sorptive Extracti@PME MicroExtraction en Phase

Solide ; LPME MicroExtraction en Phase Liquide ; -SB®I : Chromatographie en Phase Gazeuse coupléeSpeletrométrie de Masse ; CG-SM-SM : Chromatogeaehi Phase Gazeuse
couplée a la Spectrométrie de Masse en tandemSML-Chromatographie en phase Liquide coupléeSpkctrométrie de Masse ; CL-SM-SM : Chromatographi®hase Liquide couplée a
la Spectrométrie de Masse en tandem ; CL-UV : Chtographie en Phase Liquide couplée a un déteditnarViolet ; LC-DAD : Chromatographie en Phasejlide couplée a un détecteur a
barrettes de diode ; CN : Cyanopropyle ; HLB : Hytrilic Lipophilic Balanced ; ASE : Extraction Adéée par Solvant ; MAE Extraction Assistée par fidiondes ; MISPE Molecularly
Imprinted Solid Phase Extraction ; BSTFA : [N, Gs@iimethylsilyl)trifluoroacétamide ; BSTFA+ TMCYN, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacétamide +Trintkylchlorosilane ;MSTFA : [N-

Methyltriméthylsilyltrifluoroacétamide]

Page 108




Contexte bibliographique

Bilan

Ce premier chapitre a permis de situer la these acontexte actuel de la problématique liée
a l'étude des contaminants émergents: alkylphpalyéthoxylés, bisphénol A et substances

pharmaceutiques dans les systémes naturels. Ldétdtart ici exposé s’'est attaché a mettre en

évidence la difficulté de I'étude de ces contamisalans I'environnement au regard de :

& la complexité et la grande hétérogénéité des tstes et des propriétés

physicochimiques des molécules évoquées,

&, la diversité et la complexité de I'étude de lesmurces (grande hétérogénéité des
données publiées dans la littérature aussi bictieremes de présence que de devenir). Notamment au
travers de la compréhension de leur devenir audmsnstations d’épuration: point d’entrée vers les

écosystemes aquatiques de ces contaminants,

&, la complexité de I'étude de leur devenir dans $gstemes aquatiques (grande

hétérogénéité des données environnementales prbiées la littérature),

&, la complexité analytique que représente I'étudecel® molécules dans des matrices

environnementales complexes,

. leurs potentiels toxiques considérés individueiatmet du besoin d’évaluation de leurs

effets en mélanges (dans des concentrations g&atl&in point de vue environnemental).
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Objectifs de these

Les travaux de recherche conduits dans le cadecettethese se sont organisés selon deux
axes principaux : un axe méthodologique et un ppécatif.

Dans un premier temps, cette étude s’est attachééveélopper, optimiser et valider des
méthodologies et des procédures analytiques pamalyse de substances émergentes dans les
matrices environnementales (dissoutes, solidelditues) notamment les matrices complexes. Dans
le méme temps, de nouvelles approches pour le amowgt des molécules organiques par le
développement d’'un nouvel outil d’échantillonnalge,POCIS (Polar Organic Compounds Integrative
Sampler), a été entrepris, d’'une part par des ewpatations en laboratoire et d’autre part par des
validationsin situ.

Dans un deuxieme temps, cette étude s’est att@achémseigner le cycle biogéochimique des
alkylphénol-polyéthoxylés, principalement, et deBstances pharmaceutiques, secondairement.

Un important effort de recherche a été accordétade de la présence et du devenir de ces
deux classes de molécules dans les stations diépurpermettant ainsi I'acquisition du premier jeu
de données nationales représentatif pour ces dasses de molécules. Le deuxieme axe fort de ce
travail reposant sur la considération de I'ensendde phases rejetées dans I'environnement : les
phases dissoutes, les phases solides en suspeh$snboues. Des échantillonnages répétés dans le
temps et dans I'espace ont permis I'observationdgaamiques propres a ces systemes ainsi que leur
impact sur le milieu récepteur, notamment au tder I'étude de I'impact de la station d’épuration
de Marseille sur la calanque de Cortiou et la dal&larseille.

Une évaluation de la qualité des milieux aquatidrescais : dulcaquicoles, estuariens et
littoraux a également été conduite.

La Seine et plus spécialement 'estuaire de Saleeyart la trés forte pression anthropique
exercée sur son bassin versant a fait I'objet dhonitoring de 5 années (2002-2006). Ainsi de
multiples campagnes d’échantillonnage ont été neatent permis d'identifier et de caractériser le
sources de la contamination ainsi que leurs dynaesiqd’étudier le devenir des contaminants dans
I'estuaire ainsi que les dynamiques intrinsequessystemes, d’étudier les phénoménes de transferts
vers d’'une part le milieu marin et d’autre partsvkgs organismes biologiques. Un effort de recleerch
particulier a été porté sur le réle des phasesle®len suspension dans le cycle biogéochimique des
APEO.

Afin d’acquérir une meilleure représentativité détdt de contamination des systémes
francais, 4 autres grands estuaires francais énététiés : la baie de I'Authie, la baie de la Mig

I'estuaire de la Gironde et I'estuaire de I'’Adour.
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MATERIEL ET METHODES

Une analyse chimique repose sur un nombre d’éggseuvent étre divisées en 4 groupes.
La justesse et la représentativité des donnéegé@gméeposent sur la connaissance et la maitrise du
devenir des substances a chacune de ces étapkantiémnnage, conservation, préparation de
I'échantillon et analyse/détection.

Dans une premiére partie, les différentes étudesjikeu naturel et en laboratoire, réalisées
dans ce travail sont décrites. Dans une secondie,pas différentes techniques analytiques utiésé
pour le dosage des molécules d'intérét, dont leixclest brievement exposé, dans les matrices

environnementales complexes au cours de ces &adedécrites.

Page 111



Matériel et Méthodes

Sommaire
I Sites d’études et eXPErMENTALIONS ...........mmeeeeeiiriiiiiriireeee e e e s asirrrereeeeseeeereeereeeaeeeaaaanns 113
1.1 Etude du devenir dans les stations d’€puration..................evevvvevviiiriiiriniieeeeenee——.. 113
1.2 Etude du devenir dans les écosystemes aquatiqUES...............ccovvvveevieeiieeeeeeeeeeeeeenn, 113
[.2.1 L'estuaire de la Seine et ses affluents............c.. 113
[.2.2 Le continuum Garonne -Estuaire de la Gironde (FEINC...............uvvvuriiueiiiniinnniinnnnnns 116
1.2.3 Le continuum Adour -Estuaire de I'Adour (FranCe).............eeuvvevvvvvvvenvneennnennniennns 118
[.2.4 L'Estuaire de la Vilaine...........ooo oo a1
[.2.5 Labaie QAUNIE..........o ettt nee e 121
[.2.6 La méditerranée orientale : la rade de Marseilldaetalanque de Cortiou (France)121
1.3 Développement des nouveaux outils d’échantillonnagetégratifs..............ccccoecveeeene 124
[.3.1 Expérimentation en labOoratOire............ouuiieeiiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e 124
[.3.2  EXPérimentations SUF 1€ TEITAIN. ........uuii e 126
Il Les méthodologies analytiqQues MISES €N CBUVIE ....cc.ccvvvevvievieeeeeeeeeeeevieeeveevveeevreeeeeeeeeees 129
.1 RemMarques QENETAIES .........cccuuuiiiiiiiee s cmmeee et e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e s s snsereeeeee s s nsnnaeeeeeens 129
1.2 Dosage des alkylphénol-polyéthOXYIES .........couvvieiiiiiieeee e 129
[1.2.1 Préparation des eChantillons.............ccuuuiiiiiiiiiiiii e 130
[1.2.2 Protocole d'extraction des matrices liquides............cooeeeeiiieei 131
[1.2.3 Protocole d’extraction des matrices solides.............cooiiiie 132
[1.2.4 Protocole d’extraction des DilesS............ooeiiiiiiiiii e 132
I1.2.5 Quantification des APEO et de leurs métabolitesalgse par CL-SM..................... 132
[1.2.6 Méthode de quantification des APEO et de leurs boditas................ccceeeeiiiiieeennnnn. 133
.3 Dosage des substances pharmacCeULIQUES......ccceeeeiviieiiieiiiieiiieeeeeeeveeevveeevererrereeeees 134
[1.3.1 Préparation des échantillons..........ccoooiiiiii i 135
[1.3.2 Protocole d'extraction des matrices liqUIdES.............eeevvveeiiiiiiiiiiiiiieee e 136
[1.3.3 Protocole d’extraction des matrices solides.............oooiiiie e 137
11.3.4 Protocole de purification des matrices SOlAES..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiee e, 137
[1.3.5 Quantification des substances pharmaceutiques ly&agpar CPG-SM..................... 138
[1.3.6 Quantification des substances pharmaceutiques tyAagar CL-SM-SM................. 139
11.3.7 Méthode de quantification des substances pharmageas..................evvvvvvnvinnnennnnnnnn. 140
1.4  Méthodologies d'analyse des POCIS ..., 141
[1.4.1 Protocole d’extraction de la phase HLB................uuuuuiiii s 141
[1.4.2 Protocole d’extraction de MemBbranes. ........ccoooviiiiiiiiiiiieii e 141

Page 112



Matériel et Méthodes

| Sites d’études et expérimentations

I.1 Etude du devenir dans les stations d’épuration

Seize stations d’épuration représentatives de<ipeanx processus d'épuration des eaux
usées présents a I'échelle nationale ont été @sidiBe plus, certaines usines d’'assainissement
possédant des traitements avanceés dits tertiaitest® sélectionnées en France et en Espagnet et on
été évaluées spécifiguement par rapport a cesgrtreitts qui pourront se généraliser a I'avenir. En
raison d’'un contexte national délicat en matiemsgainissement des eaux usées et pour garantir un
contrle des données et de leurs interprétati@ssinformations concernant les caractéristiques des
stations d’épuration (nom de l'usine de traitemdas eaux usées, localisation, milieu récepteur,
processus mis en ceuvre pour le traitement desiesses) ainsi que les plans d’échantillonnage seront
présentés dans une annexe confidentielle (Anndyeatiachée & ce document afin d’assurer la

confidentialité des données.

I.2 Etude du devenir dans les écosystémes aguatigues

Un certain nombre de sites ont fait I'objet d'intigations plus ou moins poussées et par
différentes approches:
- Les principaux estuaires frangais avec un intdtét particulier porté a I'estuaire de la Seine,
- les milieux dulgaquicoles (la Jalles d’Eysines,dtir, la Garonne,...)
- les milieux marins cétiers : plus particulieremkntade de Marseille,

lls seront présentés dans les paragraphes suivants.

[.2.1 L'estuaire de la Seine et ses affluents

a) Généralités sur I'estuaire

L'estuaire de la Seine, exutoire naturel de la &eaoncerne le territoire compris entre le
barrage de Poses en amont - premier barrage Seirla, et limite d’'influence de la marée dynamique,
situé a 160 km en amont du Havre - jusqu’a la pastientale de la baie de Seine. Trois zones sont
distinguées (Figure 32) : I'estuaire amont ou estuéuvial, I'estuaire moyen (zone de variationlde
salinité) et I'estuaire aval ou estuaire marin tenfleur a la partie orientale de la baie de Seine
limitée au nord par le parallele du Cap d’Antiférdel’ouest par le méridien de I'Orne). Le débit du
fleuve & Poses est relativement faible (4806sm moyenne des 30 derniéres années) avec des crues
automnales ou hivernales qui dépassent 2208' et des étiages avec des débits inférieurs & £80 m
! Situé en Manche, I'estuaire de la Seine est tumige dont le fonctionnement hydrodynamique est
fortement influencé par la marée. Ce régime matabiinduit dans la zone de mélange des eaux
marines et des eaux douces (estuaire moyen) laafiinmd’'un bouchon vaseux ou zone de turbidité

maximale qui joue le réle de piége de matieresuspension, de régulateur physico-chimique pour
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bon nombre d’éléments naturels (oligoéléments) ollugnts notamment les métaux par
phénomenes de désorption, adsorption.qui entraineune décroissance de la teneur en oxygene
a l'oxydation de la matiere organique piégée dagtteczone. Lesrincipales caractéristiques

pressions sont réesumées daAstexelV).
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Figure31l : Présentation de I'estuaire de Seine

b) Les principaux affluen
Les 9 principaux affluents de I'estuaire de Seimsiajue leurs principalecaractéristiques

sont présentés dans I’Annexe. IV

c) Campagnes d’échantillonné

> Campagnes 2004
Quatre campagnes ont été réalisées en : le 16 mai (SA ZOOTOX1)le 15 juin (SA
ZOOTOX 2), du 20 a3 septembre (MEDOC1) le 30 novembre (RNO). Leprélévements ont
concerné des eaux de l'estuaire et de la baie tee $phase dissoute et phase particulaire).
sédiments ont également été prélevés. Les difiésetampagnes de prélévements ont concern
points fixes (Pont de Normandie) avec duivis de cycles de marées et des transects duur
dulcaquicole vers le milieu marin. Les prélevemeamtisété réalisés puis deshavire.
» Campagnes 2005
Une campagne a été realisée du 7 au 12 mai 2005.pBdevements d’eaux ont «
effectués, marellement depuis les berges et les ponts, au nigdesayrincipaux affluents de I'estua

aval, au niveau de 3 stations d’épuration de laeSainsi qu'a Poses (Barrage) considéré comr
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limite amont de I'estuaire. Des prélévements oétsiiultanément réalisés tout au long de I'estuaire
de maniére a obtenir un état global & un instannéale I'état de contamination de I'estuaire de la
Seine.
> Campagnes 2006

Deux campagnes ont été réalisées en 2006 : undépeedu 26 au 27 février 2006 (SA
AFFLUENTS 2) et la deuxiéeme du 4 au 5 juillet 20@A AFFLUENTS 3). Ces 2 campagnes de
préléevements ont fait suite a une premiére campagmnevait eu lieu en mai 2005. La premiére
campagne s’est déroulée dans des conditions hieerneempérature basse, fort débit de la Seine (la
campagne succéede a un épisode de crue). Au centetie deuxiéme campagne s’est déroulée dans
des conditions estivales : température élevéet diéitiage. L’ensemble des campagnes est résumé
dans le Tableau 37.

Tableau 37 : Tableau récapitulatif des campagradiséés en Estuaire et Baie de Seine.

Année Année Année
2004 2005 2006
16-mai 15-juin 20 / 23-septembre 30- 7 /12 -mai 26/ 27- février 4/5- juillet
novembre
Affluents (10) v v v
Transect dans l'estuaire (Poses v v v
Point fixe (Honfleur) v v v
Transect en estuaire marin v v

P5 P25 P4 P44 P2
A A A A A" TN A 5
Hnrr:lj:r \s

Figure 32 : Localisation des points d’échantillopesien baie de Seine dans le cadre du programme de
surveillance RNO (IFREMER).
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Figure 33 : Localisation des points d’échantillopesidans le cadre du suivi de I'estuaire de Seine e
des 9 principaux affluents (Seine aval).

[.2.2 Le continuum Garonne -Estuaire de la Gironde (Fe&n

a) Généralités sur le systeme

Exutoire des vastes bassins de la Garonne et dertiogne, le systeme fluvio-estuarien de
la Gironde est le plus vaste estuaire macrotidalpgen avec ses 635 ke superficie & marée haute
et une influence s’exercant a plus de 150 km deda(Figure 34). Il est formé de la confluenceale |
Dordogne et de la Garonne qui drainent un basssaméde 71 000 kinL’embouchure se situe a une
distance de 76 km du point de rencontre des dedsres et de I'estuaire. Situé dans le Golfe de
Gascogne, l'estuaire de la Gironde se caractéasaup fonctionnement hydrodynamique fortement
influencé par la marée avec un marnage pouvanh@tée5 m au niveau de 'embouchure. Le temps
moyen de résidence des eaux varie entre 20 et @8 gt les vitesses de courant, tres variables,
peuvent atteindre 3 nsLes concentrations en matiéres en suspension \M&ponsables de la
turbidité dépassent fréquemment 400 thegn surface ; 10 ¢tlest une valeur courante a proximité du
fond. Ce systeme est caractérisé par une forteuptioth biologique et une biodiversité considérée
comme proche de I'état naturel qui se traduisentepaaintien de l'intégralité du cortéege de poisso
migrateurs fréquentant I'estuaire et une explatatie la ressource biologique importante (pécheries

Les principales caractéristiques et pressions giéBye sont résumées dans I’Annexe V.
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Figure 34 : Présentation de 'estuaire de la Gieond

b) Campagnes d’échantillonnage

Une campagne d’échantillonnage s’est déroulée gamibre 2005 et a couvert I'ensemble

du systeme depuis I'aval de Toulouse jusqu’a I'endhoire au Verdon. Afin de pouvoir effectuer des

comparaisons ; les prélevements des points sougite de la marée ont été réalisés a marée basse.

Les prélevements d’eaux ont été effectués manuefiedepuis les berges et les ponts (Figure 35).
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Figure 35 : Localisation des points d’échantillog@auivis sur la Garonne.

1.2.3 Le continuum Adour-Estuaire de I'Adour (France)

a) Généralités sur le systeme

L’Adour, riviere d’une longueur de 309 km draine hassin versant de prés de 16 88G km
divisé en 4 sous bassins hydrographiques (FiguyeL®8 caractéristiques remarquables du systéme
sont présentées dans I'’Annexe VI.

EHD' !l ?;ﬁ iy
s

Figure 36 : Bassin hydrographique de I’Adour.
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b) Campagnes d’échantillonnage

Une campagne d’échantillonnage s’est déroulée gambre 2005 et a couvert I'ensemble
du systéme depuis Saint-Mont jusqu’'a I'embouchurBagonne. Afin de pouvoir effectuer des
comparaisons les prélévements des points souemtifude la marée ont été réalisés a marée basse.

Les prélevements d’eaux ont été effectués manuetiedepuis les berges et les ponts (Figure 37).

Pontonx/Adour

Saubu

.
Saint—S;:\\_,

Bayonne (aval)
Port-de-Lanne Saint-Mont

estuaire

P4

Bayonne (Amont) 3
@ Points lcm
d’échantillonnage ==

15 km

Figure 37 : Localisation des points d'échantillog@auivis sur I'’Adour.

[.2.4 L'Estuaire de la Vilaine

a) Généralités
La Vilaine est le fleuve le plus important du Nd@ddiest de la France (225 km de long). Son
estuaire est I'exutoire naturel des eaux d'un Maassin versant essentiellement agricole (envifbn 1
400 km?, soit le tiers de la surface de la Bretagbe Baie de Vilaine est un écosysteme abrité, les

courants de marée y sont faibles et le temps dderé&se des eaux supérieur a 50 jours (Figure 38).
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Figure 38 : Présentation du bassin versant deldanéiet des principales pressions anthropiques.

b) Campagnes d’échantillonnages

Des campagnes d’échantillonnages ont été réaksédgpoints (Figure 39):
- le site du barrage d'Arzal, point d’entrée de Leste de la Vilaine, a fait I'objet d’échantillornges
moyennés hebdomadaires asservis au débit durpétitade du 18/04/06 au 24/07/06 (12 semaines).
- les sites du Halguen (47°30.05 N 2°29.63 W) et cduddclé (47°27.83 N 2°29.75 W) situés dans la
zone d’'influence du panache de la Vilaine ont faibjet d’échantillonnages ponctuels bimensuels
durant la période du 18/04/06 au 24/07/06.

Ly

e

Le Halguen ~8 '

5 5 5 Penestin, «
Le Maresclé—  \JRE:%

-anba]ld

Figure 39 : Localisation des points d’échantillop@aans le cadre du suivi de I'estuaire de la Ndai
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[.2.5 La baie d’'Authie

a) Présentation générale
L’Authie est un petit fleuve cotier de 103 km quiaithe un bassin versant de 1 305°km
dominante agricole (80% des surfaces a usagesobgic Son bassin versant présente une faible
anthropisation : 75 000 habitants soit une demfitpopulation de 57 habitants au’kille se jette en

Manche (Figure 40).

Forfa
s

Figure 40 : Présentation de I'estuaire de I'Authie.

b) Campagnes d’échantillonnages
Des campagnes d’échantillonnages se sont dératdédssla zone intertidale au niveau de la
vasiere nord (50-22.2170 N ; 1-36.4840 E) en féyvmeai, septembre et novembre 2004. Afin de
pouvoir assurer la comparaison des données, lE&s/pndents d’eaux ont été réalisés, manuellement, a

I’étal de basse mer.

[.2.6 La méditerranée orientale : la rade de Marseiltdaecalanque de Cortiou

(Erance)
a) Généralités

Le littoral marseillais est fortement urbanisé etdustrialisé, diverses sources de
contaminations chimiques ont été identifiées ett geprésentées dans la Figure 41. La rade de
Marseille est concernée par les rejets de plusigsesaux d'assainissement : Marseille, lles duuFrio
le Rove, Ensues la Rodonne, Sausset les Pins,sCé@sss zone mais a proximité. Avec 17 000
hectares desservis concernant 16 communes et pgs willion d’habitants, le réseau
d’assainissement de I'agglomération marseillaigel’es des plus importants de France. Le réseau
d’assainissement collecte les eaux usées des ydanrtic mais aussi celles des centres hospitaliers,

laboratoires, établissements scolaires et autaddigtements industriels.
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Figure 41 : Schéma de principe des différents dp@or contaminants chimiques au milieu marin de

I'agglomération marseillaise.

La station dispose d’'un procédé de traitement ghyshimique d’'une capacité de 1 600 000
équivalents-habitants. Cet ouvrage posséede uBeefitle traitement qui permet de retenir les élésnent

grossiers et d’éliminer une grande partie des qaets en suspension, répondant ainsi aux normes
réglementaires en vigueur. Les eaux traitées spettes vers I'’Anse de Cortiou.

b) Campagnes d’échantillonnage

Méditerranée
A .
= W Chantie Marseille
Moy aa B i STEP
‘Huveaun A &
R Cortiou
Cortiou ensat - e =
Lv; *’A- Planie s
7% 5u M-';:s = Localisation Prof long-dmd-w
(m)
CORTIOU 38 5.23.961708
HUVEAUNE 30 5.20.442114
CHANTIER 46 5.20.346198
PLANIER 76 5.13.14897

lat-dmd-w

43.12.4278618
43.14.8476432
43.19.2707136
43.12.592335

Figure 42 : Localisation des points d’échantillog@auivis au niveau du littoral marseillais.
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Deux campagnes de préléevements embarquées (nagiaaique coétier Europe, IFREMER)
ont été réalisées. La premiere campagne s’est lééramn novembre 2004. Son but était d'étudier
l'influence locale du rejet de la station d’épuvatide Marseille dans un milieu semi fermé : la
calanque de Cortiou. Des prélevements d’eaux @ntéatlisés en sub-surface (profondeur 0.1m) dans
le panache de dilution du rejet, paralléelementpté®vements de sédiments de surface ont étéagalis
a I'aide d'une benne Reineck. La seconde campagsedgroulée en novembre 2006 et visait d’'une
part a compléter les résultats et tendances obtersisle la premiere campagne dans la calanque de
Cortiou et d’'autre part & caractériser le profiladatamination de la rade marseillaise en 3 poilgs
Planier (site marin sans influences anthropiquescthis), les sites d’Huveaune et du Chantier (sites
sous impacts anthropiques directs). Des prélévamedigaux ont été réalisés en sub-surface
(profondeur 0,1m) dans le panache de dilution det r@insi qu'en chacun des points de la rade
marseillaise, parallelement des prélevements dienséts de surface ont été réalisés a I'aide d'une

benne Reineck sur chacun des sites (Figure 42).

¢) Campagnes d’échantillonnage biologique

Figure 43 : Le merliMerluccius merluccius.

Appelé merlan en Méditerranée, le merlu du golfeLéhn est présent sur I'ensemble du
bassin méditerranéen (mais plus abondant danst'etien Adriatique) (Figure 43). Espéce démersale
a tres large répartition dans le golfe du Lion depeisecteur cotier (30 m) jusqu'a 800 métres, et
tres fréquente entre 80 et 150 métres de profonetecmmmune sur les bords du talus continental. Si
pendant la vie larvaire, l'alimentation est constt de crustacés copépodes planctoniques, a son
arrivée sur le fond, le merlu mange des crustaegshusiacés et mysidacés) ainsi que des poissons
benthiques (gobies). Les adultes se nourrissetgule poissons (plus de 90% des proies), jeunes
merluccidés, chinchards, gobies, maquereaux, angsntanchois, sardines, sprats, cépoles. Le merlu
se nourrit beaucoup plus au printemps qu'en &é automne. La croissance présente une tres grande
variabilité individuelle fortement liée a la durde la période de reproduction qui peut s'étaler sur
toute l'année. Le merlu se reproduit toute 'amméis surtout d'octobre a janvier, sur les fond4 @@

a 300 metres. Dans le golfe du Lion, la premiérdunté sexuelle est atteinte vers 3-4 ans
(IFREMER).
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Figure 44 : Localisation des campagnes d’'échantihges biologiques dans le Golf du Lion. (a)
Campagne mai 2005, (b) Campagne octobre 2006.

La premiéere campagne d’échantillonnages s’est ti#&a@n mai 2005 au niveau de 4 sites du
Golf du Lion (Figure 44a) : site TECPEC, site keslill et site 1V, situés sue la marge continental
(profondeur de 30 a 100m). La deuxieme campagnehdidillonnage s’'est déroulée en octobre 2006
au niveau de 3 sites du golfe du Lion : site \& 8t et site XVII (Figure 44b), situés dans la part
centrale du Golf du Lion (profondeur de 200 & 400 m

|.3 Développement des nouveaux outils d’échantillonnagetégratifs

Le développement et la validation des outils d'étilanneurs intégratifs Polar Organic
Compound Integrative sampler POCIS reposent stiaf®8é. La premiere étape consiste a déterminer
expérimentalement les taux d'échantillonnages (R3)r chacune des molécules d'intérét. La
deuxiéme étape consiste en une validation desaésekpérimentaux par des déploiemémtsitu des
POCIS

[.3.1Expérimentation en laboratoire

Deux expérimentations en laboratoire, complémesgaont été conduites. Leur principe est

exposé ci-dessous.
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a) Expérimentation 1 :
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Figure 45: Schéma du dispositif d’expérimentatioraguarium.

Afin de réaliser des expérimentations en milieuatgigue un dispositif expérimental a été
réalisé (Figure 45). Son intérét est de permetticcés a des réplicats exposés dans des conditions
identiques (I'exposition par bécher ne permet pagbsition simultanée de plusieurs POCIS dans
une méme unité expérimentale). Il permet égalerdentester les effets cinétiques (vitesse) sur les
taux d’échantillonnage des POCIS, avec ses 2 nive@axposition (intérieur/extérieur).

L'unité expérimentale est un aquarium en verre ieedsion 80x40x30cm contenant 70
litres d’eau du robinet (dont le bruit de fond eplécules d'intérét a été vérifié auparavant). Deux
systémes d’exposition ont été placés en son seirariDI'ensemble de I'expérimentation les systemes
sont placés dans une piece thermostatée, a I'alta ldimiére naturelle. Pour prévenir les phénoméne
de dégradation induits par la lumiere artificiejld peut étre présente dans la piéce, les aquasants
recouverts de carton. Durant 'ensemble de I'expéntation la température et le pH sont suivis
guotidiennement. Pour déterminer les Rs le plaixental présenté dans la Figure 46 a été mis en

ceuvre.
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Figure 46 : Plan expérimental de I'expérience djjuet
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b) Expérimentation 2:

Afin de compléter les résultats de I'expérience s APEO et le BPA, une seconde
expérience en bécher a été réalisée. Les POCIE&®ekposeées, individuellement dans des béchers de
2 litres, a un milieu supplémenté en analytes éigtf agité par agitation magnétique avec un
renouvellement du milieu quotidien (changementsuaie concentration nominale de 1 {fjy.Le plan

d’expérimentation est présenté dans la Figure 47.

TO T3 T7

C C C+E C C+E C

Retrait POCIS T7 (n=3)
L»{ - 2POCIS extraites
--1 POCIS congelée

Retrait POCIS T3 (n=3)
|_,{ Déploiement —) - 2POCIS extraites

des systemes )
--1 POCIS congelée

E Echantillonnages ponctuels

C Changementd’eau

Figure 47 : Plan expérimental de I'expérience oijuét 2.

[.3.2_ Expérimentations sur le terrain

Afin de valider les outils, plusieurs sites ont flaobjet de déploiements et d’investigation,
plus ou moins poussée. Un site d’étude princigalldlle d’Eysines, et des sites d’études secorsdaire

sont présentés ci-dessous.
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a) La Jalle d’Eysines

De par sa proximité du laboratoire et sa faible mlexité, le site d’étude de la Jalle
d’Eysines a été choisi comme site principal dedaionin situ des outils d’échantillonnages. Une
approche combinant des échantillonnages intégrattitbes échantillonnages ponctuels a été mise en
ceuvre selon le protocole exposé dans la Figuréré& points d’études ont été sélectionnés au nivea
de la Jalle : un point Amont et un point Aval papport au rejet de la station d’épuration de
Cantinolles et le rejet de la station d’épuratibig(re 49).

T, T, Tia

Retrait des systéemes
-Effluent canal T7 (n =3)
- Effluent Bache T7 (n =3)

Retrait des systémes

< Déploiement L L»<{-Amont T14 (n=3)
des systéemes -Amont zone calme T7 (n=3)
-Aval T14 (n =3)
-Amont T7 (n=3)
--Aval T7 (n =3)

E Echantillonnages ponctuels

Figure 48 : Plan d’échantillonnage de la manipafatie validationn situdes POCIS au niveau du
site de la Jalle d’'Eysines.

Figure 49 : Localisation des points de suivi alteaivdu site de la Jalle d’Eysines.
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b) L'Alsace : le systéme de la riviere Lauch

La riviere Lauch est une petite riviere alsacieguieappartient au bassin collecteur du Rhin,
d’une longueur de 50 km et dont le bassin versadgminante agricole (forte activité viticole), meu
superficie de 390 kinUne campagne de déploiement s’est déroulée dé juai 2006 sur 4 sites : un
piézomeétre d’eaux souterraines servant a satigfaieeoffre d'eau potable (ESQO7), la riviere Lauch e
amont de l'usine de traitement des eaux résidufa®t 3), la riviere Lauch en aval de l'usine de
traitement des eaux résiduaires (ESU 4), l'effldmntia station d’épuration de Merxheim (RESO7)
(Figure 50, Figure 51).

TO T6 T21
23/05/06 29/05/06 13/06/06
E

Retrait des systémes
-Effluent RESO7 T21 (n =1)
—>\ - AEP ESO 7 T21 (n =1)
-Amont ESU 3 T21 (n=1)
-Aval ESU 4 T21 (n=1)

Retrait des systémes
Déploiement L, -Effluent RESO7 T6 (n =1)
des systéemes Amont ESU 3 T6 (n=1)
-Aval ESU 4 T6 (n=1)

L

E Echantillonnages ponctuels

Figure 50 : Plan d’échantillonnage conduit lorsdéploiement au niveau du systeme de la Lauch.

1cm/ 300m
Figure 51 : Localisation des points d’échantillog@siau niveau du systéme de la Lauch (SWIFT).
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Il Les méthodologies analytiques mises en ceuvre

.1 Remargues générales

Toute la verrerie utilisée au cours de I'analyggpesalablement lavée a I'eau et au détergent
puis chauffée a 450°C pendant 6 heures afin d'ébmitoute trace organique. Pour éviter les
contaminations croisées, il existe différents jelexverrerie dédiés selon le niveau de contamination
des matrices (matrices naturelles, matrices déostat'épuration). Afin d’assurer la validité des
analyses effectuées, les solvants et réactifs dmmtaute qualité et testés pour leur bruit de femd
composés d'intérét, notamment en ce qui concernerglphénol et le bisphénol A :

- 'acétone et l'acétate éthyle (Multisolvent, HPh&de, Sharlau),
- I'acétonitrile (Ultra Gradient HLPC grade, JT Rak

- le méthanol (Gradient grade for Liquid Chromasgdty, Merck),
- I'acide chlorhydrique (37-38 %, Baker analyzetl Bhker),

- I'eau ultrapure (JT Baker),

- 'nydroxyde d’ammonium (ACS Reagent, Sigma altic

- 'eau d’Eviarf en bouteille de verre.

[I.2 Dosage des alkylphénol-polyéthoxylés
Les alkylphénol-polyéthoxylés (APEO) et le bispHeAdBPA) dosés dans cette étude sont

représentés dans le Tableau 38. La méthodologie emsoeuvre au cours de cette étude est résumée

dans la Figure 52 .

Méthodologies analytiques Méthodologies analytiques
pour I'analyse des phases solides pour I'analyse des phases liquides
Pesée de la matrice solide Acidification de I'échantillon liquides
0.1 g boues 0.2-0.3 | entrées de station d'épuration
0.1g sédiments 0.5 | sorties de station d'épuration
| 0.5-1 | eaux naturelles
Ajout des étalons internes | |
200 2 400 ng, individuel Ajout des étalons internes
I 100 a 200 ng, individuel
. . | |
Extraction Micro-Ondes (MAE) Extraction sur Phase solide (SPE) phase C18
30mL mélange MeOH/DCM (75:25; v:) Rincage Méthanol/ Eau pH2 (50/50,v/v)
I Elution Méthanol/ Dichlorométhane (50/50,v/v)
’ Filtration sur coton purifié ‘ I
’ Reconcentration Rapidvap ® ‘ Purification par SPE phase HF-PSA
I Elution Méthanol/ Dichlorométhane (80/20, v/v)

Méthanol/ Dichlorométhane/acide trifluoroacétique
’ Reprise dans 60 mL eau pH2 ® ‘ (7911912, viviv)

Protocoles SPE *
PURIFICATION C18 puis HF-PSA ’ Analyse LC-ESI-MS ‘

’ Analyse LC-ESI-MS ‘

Figure 52 : Méthodologies pour I'analyse des APEBRA dans les matrices environnementales.
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Tableau 38 : Récapitulatif des agents industrigldsdans cette étude.

Nom de la molécule Abréviations CAS Pureté Nature du produit
OH
4-nonylphénol technique /©/ 84852-15-3 Liquide visqueux
CoHag 4-NP
OH
4-tert-octylphénol O 140-66-9 99.1% Solide
Cfh7 4-t-OP
OH
O'CHZ/KO
Acide nonylphénoxyacétique o 3115-49-9 * | >98% Liquide visqueux
orl19
4-NP1EC
O._ CH,
CH, “OH
Nonylphénol monoéthoxylé Cothrs 26027-38-3 | 99% Liquide visqueux
1
4-NP1EO
O._ CH, CH Oh
CH, 20 CHp
Nonylphénol diéthoxylé 26027-38-2 99% Liquide visqueux
CdHig
4-NP2EO
Solution dans le nonane
p-n-nonylphénol p-n-NP 104-40-5* >98 % N
(100pg.mt)
3 3 Solution dans le nonane
p-n-Nonylphénol monoéthoxylé p-n-NP1EO 104-35-8* >95 %
(100pug.mt)
T
OO
Bisphénol A | 80-05-7 Solide
CHs
BPA
Bisphénol A-d16 BPA-d16 Solide

[1.2.1 Préparation des échantillons

a) Préparation des échantillons d’eaux

Afin de subir le protocole d’extraction, les diffdites phases doivent étre séparées. Les

eaux, conservées dans des bouteilles en verre aipitdr@&ablement chauffées a 450°C pendant 6
heures) a 4°C, sont filtrées par passage au traVars filtre en fibre de verre GF/F Whatman

(préalablement chauffé a 450°C, pendant 6 heuresliamétre de pores 0,7 um (VWR, Strasbourg,
France). Lorsque la matrice aqueuse présente wgeciparticulaire importante (entrée de station
d’épuration) une étape de pré-filtration est réalipar passage sur un filtre en fibre de verre GF/A
Whatman (préalablement chauffés a 450°C, penddmgtuées) de diametre de pores 1,2 um (VWR,

Strasbourg, France). Cette étape permet un dosdgpendant des APEO dissous et particulaires.
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b) Préparation des échantillons de boues

Les échantillons de boues solides (volume totaEsepr & 500 ml) sont homogénéisés a
'aide de spatules, un sous échantillon d'envirdh b est prélevé et congelé (-20°C) dans une
barquette en aluminium jusqu’a I'étape de lyophtiisn.

Les échantillons de boues liquides sont homogés@iaéagitation manuelle et répartis dans
des falcons de 50 ml pour subir une étape de tegdtion (2 étapes de 10 min, 3000 g). Le
surnageant est 6té a l'aide d’'une pipette pastearculots sont récupérés a l'aide d'une spatule,

rassemblés dans une barquette en aluminium etést@ck20°C jusqu’a I'étape de lyophilisation.

c) Lyophilisation
Les phases solides : matiéres en suspension, sédin®ues, tissus biologiques subissent

une premiere étape de lyophilisation qui conduéui déshydratation par sublimation (Lyophilisateur
RP2V, CIRP, Argenteuil, France). Les sédiments sm#uite tamisés a 2 mm puis homogénéisés.
Apres lyophilisation, les matrices sont pesées difibtenir leur masse séche puis stockées a Ithbri

la lumiere et de 'humidité (afin d’éviter une regar en eau) jusqu’a I'analyse.

11.2.2 Protocole d'extraction des matrices liguides

a) Extraction (Publication n°2)

Les matrices liquides, stockées en chambre froitle @4-48 heures), sont mises a
température et acidifiees a pH 2 (1,9<pH<2,0) @é¢ad’'une solution diluée d’acide chlorhydrique
(solution 3,5 mM). Le volume d’échantillon est mesa I'aide d’'une éprouvette : 0,2 a 0,3 litre pour
les eaux d’entrées de stations d’épuration, O® fiour les eaux de sorties de station d’épurafidna
1 litre pour les eaux naturelles. Entre 50 et 201 la solution contenant les étalons internes
(solution mélange a 1-2 ug-gour chaque composé, méthanol) sont pesés dafiactass en verre et
ajoutés aux échantillons.

Les cartouches octadécyle (BondEI@g, 200 mg, 3 cc, Varian) sont conditionnées avec du
méthanol (5 ml) puis de 'eau pH2 (5 ml). Les édhiams sont déposés sur la cartouche a un débit de
100 ml.10mift. La cartouche est alors rincée par de I'eau (3puig par un mélange méthanol/eau pH
2 (50/50 ; viv; 3 ml). Les cartouches sont ensséighées sous vide (10 mm Hg) pendant 60 minutes.

Enfin, les composés sont élués par un mélange matdachlorométhane (50/50 ; viv ; 5 ml).

b) Purification (Publication n°3)

Les extraits précédemment obtenus sont reconcestrés flux d’azote jusqu’a un volume
final de 100 pl. Des cartouches SPE de type HF-PB@ndElut’, 500 mg, 3 cc, Varian) sont
conditionnées par du méthanol (3 ml) puis par urange méthanol/dichlorométhane (80/20 ; viv ; 3
ml). Les extraits sont déposés sur les cartoucars 8 ml mélange méthanol/dichlorométhane (80/20

; VIV) et les flacons sont rincés avec 2 fois 508yumélange. Les cartouches sont ensuite rincaées p
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6 ml du mélange méthanol/dichlorométhane (80/20 /y) vpuis par 6 ml mélange
méthanol/dichlorométhane/acide trifluoroacétiqued/19/2 ; v/v/v). Les extraits obtenus sont

reconcentrés sous flux d’azote jusqu’a un volumal ftcompris entre 100-200 pl.

11.2.3 Protocole d'extraction des matrices solides

a) Extraction (Publication n°3)

Les APEO et les métabolites contenus dans lesamatsolides sont extraits par application
d'un champ micro-ondes en présence du mélange n@ttihlorométhane (75/25 ; viv ; 30 ml).
Une rotation des molécules de solvants va aloggaduire afin de s’aligner suivant le champ micro-
ondes provoquant une agitation et un chauffage’aldrdit. L'extracteur micro-ondes (Prolabo,
Fontenay sous bois, France) est programmé pouupeodn champ d’une intensité de 30 W pendant
10 min. Les APEO sont alors transférés de la matrers I'extrait organique. Les extraits sont alors
filtrés sur coton de verre (préalablement lavé Parincages successifs au dichlorométhane).Les
extraits filtrés sont ensuite reconcentrés a l'aitien reconcentrateur automatique, sous vide par

chauffage (Rapidvap, 80°C, 15 miBjoblock, Fontenay-sous-Bois, France).

b) Purification (Publication n°3)

Les extraits préecédemment obtenus sont repris @ansl d'eau pH 2 et vont subir les
mémes étapes de préparation/extraction que lesntires aqueux : une premiere étape de
purification sur cartouche ;¢ puis une seconde étape de purification sur camoudF-PSA. Les

extraits finaux obtenus sont alors conservés &C20isqu’a I'analyse chromatographique.

11.2.4 Protocole d’extraction des biles

L’analyse des métabolites d’APEO dans les matiiel®giques de type bile nécessite une
étape de déconjugaison enzymatique. 1 ml de tarapétate (acétate de sodium trihydrate 99%) et
d’'acide acétique (100% Normapur) a pH 5 est ajaut®0 pl de bile. 20l d’'un mélange composé de
B-glucuronidase et d’aryl-sulfatase (100000 et 7&0is.mi' respectivement, extraits de I'organisme
Haelix pomatia,Sigma Aldrich) sont également ajoutés. Le mélange emsuite placé dans un
incubateur a une température de 40°C pendant 2&iefipres incubation, I'extrait est acidifié & pH 2

afin subir le protocole d’extraction (§/purification (HF-PSA) précédemment expose.

[1.2.5 Quantification des APEO et de leurs métabolitegal#se par CL-SM

(Publication n°)
La caractérisation et la quantification des APEQdetleurs métabolites s’effectuent par

chromatographie en phase liquide haute performamgplée a la spectrométrie de masse CL-SM. Les
caractéristiques de cette technique sont préseatéaanexe VIl. L'analyse des APEO s’effectue en 2

temps. En effet, la caractérisation d'un échamtilloécessite deux injections: une en mode
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d’ionisation négatif et l'autre en mode d’ionisatigositif. Les conditions de séparation et les
parametres de détection de ces analyses sont gesam Annexe VII. La Figure 53 présente les

chromatogrammes obtenus dans chacun des modessation.

14000~
Mode ESI+
12000 9000 Mode ESI-
1+2 3 3 4
8000 1+2
10000
7000
@ 5
£ 8000 6000
e ¢ s000
c c 5 b
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< S 40004
<
4000 3000
2000
2000+
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0 T T T T T T T T 1 0 — T T T T ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 4 0 5 10 15 20 25 30
Temps (minutes) Temps (minutes)
: Bisphénol A (BPA); 2 : Bisphénoly; 3 : Acide nonylphénoxyacétique;
1 : Nonylphénol-monoéthoxylé (4-NP1EO); 6: NonylpbEdiéthoxylé (4—NP2EO}; P ( ) P ofs yip y 9
4 : 4-tert-octylphénol (4-t-OP); 5: Nonylphénol tedtue (4-NP);
3 : Nonylphénol-monoéthoxylé linéaire (p-n-NP1EO) P ( ) i e ( )
6: Nonylphénol linéaire (p-n-NP)

35

Figure 53 : Chromatogrammes des APEO et BPA en SL-SM.

11.2.6 Méthode de guantification des APEOQO et de leurs budites

La méthode de quantification retenue ici est caédid’étalonnage interne. Elle procéde par
comparaison de l'aire du pic du composé étudié aedle du pic de I'étalon interne rajouté au début
de la manipulation en quantité connue. Les compolséssis doivent répondre a plusieurs conditions
pour étre utilisés comme étalons internes. lIs eltivprésenter des propriétés physico-chimiques
proches des composés a doser afin de compensereay las pertes absolues intervenant lors des
différentes étapes de traitement des échantillbesplus, ces composés doivent étre chimiquement
stables, avoir sensiblement les mémes temps deticgteque les composés a doser et ne pas étre
présents naturellement dans les échantillons §seralLe composé a doser et I'étalon interne sérvan
a le quantifier ne répondant pas de la méme fagende la détection par spectrométrie de masse, il
est nécessaire de déterminer un coefficient densgproefficient correctif) entre ces deux composés
Cette détermination est réalisée par l'injectiovara et apres chaque série d’'analyse d’environ 10
échantillons, d'un mélange constitué d'une solutiin composés non deutérés en concentrations

connues et de la solution d’étalons internes @étli@e concentrations connues).
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I1.3 Dosage des substances pharmaceutigues
Vingt et une substances pharmaceutiques appartén&ntlasses thérapeutiqgues ont été

retenues pour leurs usages en France (usage@\&ns prescriptions), leurs représentativités en
terme de modes d'actions, de persistance et detpbetoxiques pour I'environnement. Leur liste et

leur structure sont présentées dans le Tableatul8Fgure 54.

Stimulants Hypolipidémiant / Imipramine \

. — . (Tofranil0d) KL .O
AL o ; - O

po i orlibe e 0

Anti dépresseurs o
NWe, Amitriptylline

Doxépine (imipraniques) (LaroxylO)

o« |buproféne (Quitaxoril) /
4 (Nuroferil) 4 N
CHy . Anti dépresseur /@fg\/"“’“ Fluoxétine
non imipranique Re Prozad]
COOH Anti-inflammatoires non QIW ( pranique) ( )
HiCO - J

. Lo Gemfibrozil (Lipurfd)
Caféine Théophylline

stéroidiens o G/Ym
N . 5
Naproxéne | ) ° Ve 0
(Naprox) . ~ o A
s Diclofénac Bromazepam N
. i (Voltarénd) / (Lexomil O0) ”
Kétoprofene Ph I
(Ketum) cl —
Diazépam Anxiolytique Me,@ (‘
HO. 0 (Valium) L N)\
’ Analgésiques, NHCOCH, (Benzodiazépines) p
P ¢ N -
Y X Antipyrétiques /©/ , e
Aspirine L, o pyretiq HO Paracétamol r&\‘I'/ NS L
(Aspegic) (Dolipranel) o cl
] Nordiazépam ?g,?;g?;ﬂ
M Antiasthmatiques, B-stimulants (Nordaz[d)
= I ] ' 2 o, = T
i d o Antiépileptique,
Terbutaline N Normothymique
o T e
" : Carbamazépine

(Tegretoll)

Figure 54 : Structure des molécules pharmaceutiggiestionnées dans cette étude.
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Tableau 39 : Substances pharmaceutiques séleatioaiaés cette étude.

Matériel et Méthodes

5 . Nom de la . ) .
Classe thérapeutique ) Abréviations Pureté Nature du produit
molécule
) Caféine Caf - Solide
Stimulants
Théophylline Théo >99% Solide
B-stimulants Salbutamol Salbu - Solide
Bronchodilatateurs B-stimulants Clenbutérol Clenbu -1 >95% Solide
B-stimulants Terbutaline Terbu - Solide
Ibuproféene Ibu - Solide
Naproxéne Naprox - Solide
Anti-inflammatoires Non Stéroidien . . _ -
Kétoproféne Kéto 1 - Solide
Diclofénac Diclo - Solide
L Aspirine Asp >99,5% Solide
Analgésiques _ _
Paracétamol Para - Solide
Hypolipémiants Gemfibrozil Gemf - Solide
Normothymique Carbamazépine Cbz - Solide
L Imipramine Imi - Solide
Antidépresseurs
. " Amitriptyline Ami - Solide
imipraminiques
o Doxépine Dox - Solide
Antidépresseurs/
o Antidépresseurs Fluoxétine Fluox - d#oli
Anxiolytiques
Diazépam Dzp - Solide
Anxiolytiques Nordiazépam Ndzp - Solide
(Benzodiazépines) Alprazolam Alpra - Solide
Bromazépam Broma Solide
Diazé D20-d5 99 0% Solution dans le
iazépamys zp- ,0%
P P méthanol (100ug.r)
o Solution dans le
Nordiazépamas Ndzp-d5 99% )
méthanol (100pg.m)
A i Amid6 98 0% Solution dans le
mytriptyline- mi- ,0%
YIrpLyline-as méthanol (100ug.r)
P ot " Para-d4 98.0% Solution dans le
: aracétamol ara- ,0%
Etalons internes 4 méthanol (100ug.r)
. Solution dans le
Caféine-cis Caf-C13 99%
méthanol (100pg.m)
. . . Solution dans le
Imipramine-q4 Imi-d4 >98%
méthanol (100pg.r)
Solution dans le
Salbutamol-; Salbu-d3 99,0%
méthanol (100ug.r)
Gemfibrozil-ge Gemf-d6 Solide
Ibuprofénes Ibu-d3 99,0% Solide

11.3.1 Préparation des échantillons

a) Préparation des échantillons d’eaux
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Afin de subir le protocole d’extraction, les diffdites phases doivent étre séparées. Les
eaux, conservées dans des bouteilles en verre gpitd@ablement chauffées a 450°C pendant 6
heures) a 4°C, sont filtrées par passage au tralars filtre en fibre de verre GF/F Whatman
(préalablement chauffé & 450°C, pendant 6 heures)ametre de pores 0,7 um (VWR, Strasbourg,
France). Lorsque la matrice aqueuse présente wuargeciparticulaire importante (entrée de station
d’épuration) une étape de pré-filtration est réalipar passage sur un filtre en fibre de verre GF/A
Whatman (préalablement chauffés & 450°C, pendduées) de diamétre de pores 1,2 um (VWR,
Strasbourg, France). Cette étape permet un dosaigfgendant des substances pharmaceutiques

dissoutes et particulaires.

b) Préparation des échantillons de boues
Les échantillons de boues solides (volume totaBgeapr & 500 ml) sont homogénéisés a
'aide de spatules, un sous échantillon denvirdh ¢ est prélevé et congelé (-20°C) dans une
barquette en aluminium jusqu’a I'étape de lyophtiin.
Les échantillons de boues liquides sont homogés@iaéagitation manuelle et répartis dans
des falcons de 50 ml pour subir une étape de tegdtion (2 séries de 10 min, 3000 g). Le
surnageant est 6té a l'aide d’'une pipette pastearculots sont récupérés a l'aide d'une spatule,

rassemblés dans une barquette en aluminium etést@ck20°C jusqu’a I'étape de lyophilisation.

c) Lyophilisation
Les phases solides : matiéres en suspension, s@dinb@ues, tissus biologiques subissent

une premiere étape de lyophilisation qui conduéua déshydratation par sublimation (Lyophilisateur
RP2V, CIRP, Argenteuil, France). Les sédiments smsuite tamisés a 2 mm puis homogénéisés.
Apres lyophilisation, les matrices sont pesées difibtenir leur masse séche puis stockées a Ithbri

la lumiere et de I'hnumidité (afin d’éviter une rég@r en eau) jusqu’a I'analyse.

11.3.2 Protocole d'extraction des matrices liquides

a) Protocole d’extraction pour I'analyse CPG-$Mgola et Budzinski,

2008)

Les matrices liquides, stockées en chambre froi@e dont mises a température et acidifiees
a pH 2 (2,0<pH<2,1) a l'aide d'une solution diludacide chlorhydrique (solution 3,5 mM). Le
volume d’échantillon est mesuré a I'aide d’'une épadte : 0,5 litre pour les eaux d’entrées demtati
d’épuration, 0,5 litre pour les eaux de sortiesstitions d’épuration, 0,5-1 litre pour les eaux
naturelles. Entre 50 et 200 pl de la solution cuaté les étalons internes (solution a 1-2 figaur
chaque composé, méthanol) sont pesés dans dessflecoserre et ajoutés aux échantillons.

Les cartouches MCX (mode mixte échangeurs de catiase inverse) (OASI®MCX, 60

mg, 3 cc, Waters) sont rincées et conditionnées ded’acétate d’éthyle (3 ml) puis de I'eau pH32 (
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ml). Les échantillons sont déposés sur la cartodche débit de 100 ml.10minLa cartouche est
ensuite rincée par de I'eau pH 2 (3 ml). Les caftes sont alors séchées sous vide (10 mm Hg),
pendant 60 minutes. Enfin, les composés sont élugsessivement par 3 ml d’acétate d’éthyle puis 3
ml de mélange acétate d'éthyle/acétone (50/50 ) ¥ enfin 3 ml de mélange acétate
d'éthyle/acétone/ hydroxyde d’ammonium (49/49//jw).

b) Protocole d’extraction pour I'analyse CL-SM-SM

Les cartouches MCX (mode mixte échangeurs de catiase inverse) (OASISMCX, 60

mg, 3 cc) sont conditionnées avec de l'acétatehgdét(3 ml) puis de lI'eau pH2 (3 ml). Les
échantillons, 100 ml d’échantillon quelque soitiatrice sont déposés sur la cartouche a un débit de
100 ml.10mift. La cartouche est ensuite rincée par de I'eau gB @l). Les cartouches sont alors
séchées sous vide (10 mm Hg) pendant 60 minutsschmposés sont ensuite élués successivement
par 3 ml d’acétate d’éthyle puis 3 ml de mélang&ate d’'éthyle/acétone (50/50 ; v/v) et enfin el
meélange méthanol/dichlorométhane/hydroxyde d’amomar(47,5/47,5/5 ; viviv).

11.3.3 Protocole d’extraction des matrices solides

a) Extraction (Togola et Budzinski, soumis)

Les substances pharmaceutiques contenues dansateses solides sont extraites par
application d’'un champ micro-ondes en présence élamge acétonitrile/eau pH2 (70/30 ; viv; 30
ml). Une rotation des molécules de solvants vasater produire afin de s’aligner suivant le champ
micro-ondes provoquant une agitation et un chaeffisgyl'extrait. L'extracteur micro-ondes (Prolabo,
Fontenay sous bois, France) est programmé pouuipeodn champ d’une intensité de 30 W pendant
10 min. Les substances pharmaceutiques sont adorsférées de la matrice vers I'extrait organique.
Les extraits sont alors filtrés sur coton de vdpeéalablement lavé par 3 rincages successifs au
dichlorométhane). Les extraits filtrés sont ensuiezoncentrés a l'aide d'un reconcentrateur
automatique, sous vide par chauffage (Rapidy&@®°C, 20 min)(Bioblock, Fontenay-sous-Bois,

France).

11.3.4 Protocole de purification des matrices solides

Les extraits précédemment obtenus sont alors rdaris 30 ml d’eau pH2 et vont subir les
mémes étapes de préparation/extraction que lesntthieas aqueux : étape de purification sur
cartouche MCX. Les extraits finaux obtenus sontrsaloonservés a -20°C jusqu'a l'analyse

chromatographique.
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Méthodologies analytiques
pour I'analyse des phases solides

Acidification de I'échantillon liquides pH2
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Elution :- Acétate d'éthyle
- Acétate d’éthyle/Acétone (50/50; v/v)

- Acétate d'éthyle/Acétone/hydroxyde d’ammoniu
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| |

Extraction Micro-Ondes (MAE)

30 mL mélange Acétonitrile/Eau pH2|
(70/30:v/v)
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’ Reconcentration RapidVap ® ‘
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l Analyse LC-ESI-MS-MS ‘

Figure 55 : Méthodologies générales pour I'analle® substances pharmaceutiques.

11.3.5 Quantification des substances pharmaceutigues lapapar CPG-SM

L’'analyse s’effectue en 2 étapes. Une premiereeépagymet I'analyse des composés dits

neutres et une seconde permet I'analyse des comgiisé@cides et nécessite une étape de préparation

supplémentaire. Préalablement a leur injection,ebetsaits subissent une étape de dérivation afin

d'améliorer la séparation et la détection des cam@épo Pour cela, 3@l de N-Méthyl-N-

(triméthylsilyl) trifluoroacétamide, est ajouté ‘aXtrait. La réaction de dérivation est accélérée e

placant les échantillons dans une étape a 65°Cape3& minutes. Les conditions d’analyse ainsi que

les parametres de détection sont présentées enxénkéll. La Figure 56 présente les

chromatogrammes obtenus pour chacun des modedydana
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Figure 56: Chromatogrammes présentant la sépam@i®substances pharmaceutiques par CG-SM.

Comme se sont attachés a le montrer les paragrapdesdents, la technique de choix pour
'analyse des substances pharmaceutiques est jgageude la chromatographie en phase liquide a la
spectrométrie de masse. Il est apparu, au coucesiéravaux, que les meéthodologies reposant sur
l'utilisation de techniques de chromatographie Base gazeuse pouvaient souffrir d’'un manque de
robustesse, dés lors que l'analyse portait surnesices environnementales complexes : les eaux
d’entrée et de sortie de stations d’épuration,bl@ges de stations d'épuration. En conséquence, un
transfert de méthodologies vers des techniques qidiaptées comme la chromatographie en phase
liquide couplée a la spectrométrie de masse eretargdest avéré indispensable a la conduite de ces

travaux.

11.3.6 Quantification des substances pharmaceutiques lyaagar CL-SM-SM

L'analyse des substances pharmaceutiques s'effeeaiuehromatographie en phase liquide

ultrarapide couplée a de la spectrométrie de masgandem (RRLESM-SM). Elle nécessite deux
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séries d'injection : une en mode d’ionisation nagaet I'autre en mode d’ionisation positive. Les
conditions de séparation et les parametres deta#tete ces analyses sont présentés en Annexe IX.

La Figure 57 présente les chromatogrammes obtenurschacun des modes d’analyse.

20000

18000 | 15+16 Mode ES+
16000
14000
4+5 13+14
12000
10000 11+12
17+18+19
8000 -
3 h 9
6000 - 20
4000 1+2 7+8 21+22
1 6 I 10
2000 a)
0 " ! T " " " v

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
1 Paracétamol; 2 Paracétamoly,; 3 Terbutaline; 4 Salbutamol; 5 Salbutamol d3; 6 Théophylline; 7 Caféine; 8 Caféines;

9 Clenbutérol; 10 Bromazépam ; 11Carbamazépine; 12 Doxépine; 13 Nordiazépam; 14Nordiazepamys; 15 Imipramine;
16 Imipramineg,; 17 Amitryptiline; 18 Amitryptiliney,; 19 Alprazolam; 20 Fluoxétine; 21 Diazépam ; 22 Diazépamg,

6000

748 Mode ES
5000
2
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3
3000 4
2000
5+6
1000
1 b)
0 A -
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1 Aspirine; 2 Kétoproféne; 3 Naproxene; 4 Diclofénac; 5 Ifgne; 6 Ibuprofeng 7 Gemfibrozil; 8 Gemfibrozil,

Figure 57 : Chromatogrammes présentant la sépard¢i® substances pharmaceutiques par CL-SM-

SM. a) séparation en mode ESb) séparation en mode ESI

11.3.7 Méthode de quantification des substances pharmagces

La méthode de quantification retenue ici est caédid’étalonnage interne. Elle procéde par
comparaison de l'aire du pic du composé étudié aedle du pic de I'étalon interne rajouté au début
de la manipulation en quantité connue. Les compolséssis doivent répondre a plusieurs conditions

pour étre utilisés comme étalons internes. lIs eltivprésenter des propriétés physico-chimiques
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proches des composés a doser afin de compenseieay las pertes absolues intervenant lors des
différentes étapes de traitement des échantillbesplus, ces composés doivent étre chimiquement
stables, avoir sensiblement les mémes temps deticgteque les composés a doser et ne pas étre
présents naturellement dans les échantillons §seralLe composé a doser et I'étalon interne sérvan

a le quantifier ne répondant pas de la méme fagende la détection par spectrométrie de masse, il
est nécessaire de déterminer un coefficient deng&p(coefficient correctif) entre ces deux composés

Cette détermination est réalisée par l'injectiovard et aprés chaque série d’analyse d’environ 10
échantillons, d’'un mélange constitué d’'une solutten composés non deutérés en concentrations

connues et de la solution d’étalons internes @églige concentrations connues).

1.4 Méthodologies d’analyse des POCIS

11.4.1 Protocole d'extraction de la phase HLB

Afin d'extraire I'ensemble des molécules ciblées @v), un protocole d’extraction multi-
résidus a été développé et mis en ceuvre. Apreatrdir milieu, la POCIS est désassemblée: les
anneaux en inox sont retirés, les membranes spatéss, la phase HLB est récupérée a l'aide d’eau
Eviar® et collectée dans un bécher en verre. La phasenssite déposée dans une pipette pasteur
dont I'extrémité est obstruée a I'aide de cotonvdere purifié. Aprés dép6t, la phase est séchée
pendant 60 a 90 minutes, sous vide. L’élution estaite par dépots successifs de 10 ml de méthanol
puis 10 ml d’'un mélange méthanol/dichlorométhar®5® ; v/v). Les extraits obtenus sont ensuite

aliquotés et évaporés pour un transfert dans wausbdl’'injection approprié.

11.4.2 Protocole d'extraction de membranes

Aprés désassemblage, les membranes (2 membranesr&OCIS) sont collectées dans
un flacon en verre pour subir une extraction paasbnication, en 2 étapes : 2 fois 10 min dansitLO
d’hexane puis 2 fois 10 min dans 10 ml de méthabnes. extraits sont ensuite évapores, sous flux
d'azote, puis répartis en différents sous échansll et transférés dans un solvant d’injection

approprié.
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| Meéthodologies analytiques pour I'étude des alkylph#ol-polyéthoxylés dans les
matrices environnementales

Ce paragraphe est consacré a la présentation dheduldgies analytiques développées et
optimisées dans le cadre de ces travaux de reeheisant a étudier les alkylphénol-polyéthoxylés
dans les systemes aquatiques. Elle s'articule adtod publications. La premiére a permis, au tave
d'une revue des méthodologies analytiques courameraployées pour I'analyse des APEO et de
leurs métabolites dans des matrices environnenesntee présenter le contexte général dans lequel
s'insérent ces travaux de recherche d'un point de wméthodologique et de mettre en avant les
carences. Les 2 publications suivantes ont pouectif§ de présenter les méthodologies analytiques
développées au sein du laboratoire pour I'analgsendétabolites d’APEO dans les matrices aqueuses
(Publication 2) et les matrices solides (Publicati®). Enfin une 4™ publication rapporte les

démarches de validation qui ont été mises en oafired’assurer la validité des données générées,

notamment dans un contexte réglementaire.
La plupart des études réalisées sur les métabdlikd¥=O (AP, APEO, APEC) souffrent de

manque de validation et de manque de robustesseddweloppements et les optimisations conduits

au cours de ces travaux de thése ont permis d'areela fiabilité et la robustesse des méthodokgie

analytiques pour I'étude des matrices environneabesit

I.1 Méthodologies analytiques pour I'analyse des APEQaths les matrices environnementales

’ ECHANTILLONNAGE/ FILTRATION
|
Ringage/Conditionnement 1
E 5 mL MeOH \
X 5 mL H20 pH2 \
T I \
R Dépot de I'échantillon \ —
A \ Lyophilisation
Dépbt de I'échantillon Supplémenté par EI (MeOH) \ X

C 0.5-1 L eaux de surface - - ‘ BroyaQE/.Tamlsage
T| 03051camdester Rincage ) : )
I 3mL MeOH/H20 pH2 \ Pesée de la matrice solide
(o) w \ 0.1 g boues
N Séchage 1 heure sous vide \\ 0.1g sédiments

|

; I

Elution “ Ajout des EI
5 mL MeOH/ DCM \ (200 4400 ng, individuel)

| |
P Ringage/Conditionnement ‘\ Extraction Micro-Ondes (MAE)
U 3 mL MeOH \ 30mL MeOH/DCM
R 3 mL MeOH/DCM \ — . —
| I \ ’ Filtration sur coton purifié ‘

| |

:: Dépbt de I.echamlllon \\ ’ Reconcentration RapidVap ® ‘

i | |
C Elution \ ’ Reprise dans 60 mL eau pH2 ® ‘
A 6mL MeOH/DCM v X
A 6mL MeOH/DCM/ TFA Protocoles SPE
T | EXTRACTION/ PURIFICATION
| Reconcentration PR
(0] PR <
N -7

’ Analyse CL-ESI-SM ‘
Figure 58 : Méthodologies globales pour I'analyse APEO dans les matrices environnementales.
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La Figure 58 présente la méthodologie globale raiseeuvre dans cette étude. Elle repose
sur la mise en ceuvre de méthodologies adaptéescavelles exigences de I'analyse. Ces méthodes
d’'analyse : extraction en phase solide, extracsmistée par micro-ondes sont économiques en
solvants et permettent I'analyse simultanée d'.andrnombre d’échantillons (n=24 échantillons) en

un temps compatible avec le respect de l'intégit&échantillon.

I.2 Démarches de validation des méthodes (Publicatior?4)

|.2.1Capacité du laboratoire a conduire des analysesdm
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Figure 59 : Une année de suivie des blancs dequieten 4-NP (ng) (n=28, 2 opérateurs).

Les alkylphénols sont des contaminants ubiquistekedvironnement et par conséquent de
nos laboratoires. Comme cela a été mis en évideraaddemment, les alkylphénols entrent dans la
composition de nombreux produits (détergents, iplass, peintures etc....) qui peuvent entrer en
contact du matériel analytique et des échantilletngui sont susceptibles d’en altérer l'intégritée
année de suivi des blancs manipulation en 4-NRraip@&e mettre en évidence et de confirmer que le
bruit de fond du laboratoire était compatible alvacalyse de traces de métabolites d’APEO dans des
matrices environnementales (concentrations moyeimféseures a 30 ng dans la piéce dédiée a
'analyse des matrices les plus contaminées, Fi§aye Néanmoins, des contaminations ponctuelles
de I'environnement, indépendantes de la filierecoetréle de nos échantillons, ont pu étre mises en
évidence. Outre le fait qu'elles confirment I'hypése d'une imprégnation des environnements
intérieurs par le 4-NP, elles soutiennent la négestaccompagner chaque série d’analyse par des
blancs méthodologiques. L'absence de validatiort penduire & une surestimation des niveaux de

contamination environnementaux (Loos et al., 2008).
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[.2.2 Validation des méthodologies de préparation deh&illon

La problématique de la validation et de la compiiit@lsles données concernant la présence

des substances émergentes dans I'environnemea estur des préoccupations de notre communauté

depuis la mise en ceuvre de la DCE a I'échelle égmpe

1.2.2.1 Validation du protocole de traitement des échlansl d’eaux (Publications n°2 et

4)

La Figure 60 présente les taux de récupérationnabtpar la méthodologie d’analyse des
échantillons d’eaux appliquée aux 4 types de megriestées. Afin de progresser dans la validaton d
la méthode, des eaux «complexes» ont été fabrigeeessipplémentées en analytes d'intérét. Le
viandox est couramment utilisé par les épurateuceraines équipes de recherche afin de mimer les
charges organiques des eaux de stations d'épur@ticsseau et al., 2002 ; Gourlay et al., 2005). Les
substances humiques Aldrich sont quant a ellesacoment utilisées pour mimer les charges des eaux
naturelles (Lowe et Hissain, 2008). A I'exceptian&4NP1EC qui présente un taux de récupération de
50% dans la matrice simulant les eaux du miliewnedt 'ensemble des autres molécules étudiées
présente des taux de récupération compris entre &0%30% selon la molécule considérée. Les
écarts-type mesurés sont inférieurs a 20% et mettergvidence que la méthodologie répond a des

critéres de répétabilité et de reproductibilitéy(FFe 60.

180 -
R(%)

160 | EAU lab. & Mil mim
IEFFminr & INFmim

: il L]
' il | | 1 g

20 -

4-NP/pnNP 4-t-OP/pnNP 4-NP1EC/pnNP 4-NP1EO/pnNP1EO 2B@pnNP1EO BPA/BPAd16

Figure 60 : Résultats de la démarche de validatesmatrices aqueuses.

Eau lab. : rendements moyens du protocole comgatétaction + purification) (n=28, 7 mois) pour deaix Evian supplémentées,
Mil mim : eau supplémentée par 10 mgitacides humiques (extraction + purification) (J=3
Eff mim : eau supplémentée par 2 rigle ViandoX (extraction + purification) (n=3),

Inf mim : eau supplémentée par 10 mgle ViandoR (extraction + purification) (n=3).
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[.2.2.2 Validation du protocole de traitement des échamislsolides
(Publications n°3 et 4)

La Figure 61 présente les rendements globaux obtawec la méthodologie d’analyse des
échantillons solides appliquée aux 3 types de oestiestés. Des sédiments du bassin d’Arcachon ont
été utilisés pour d'une part leur faible niveauadatamination en APEO et d’autre part par leurs
caractéristiques (granulométrie, taux de carbogaroque). A I'exception du 4-NP1EC qui présente
un taux de récupération de 50 % dans le sédimeilé@menté a 1 pgly 'ensemble des autres
molécules étudiées présente des taux de récupécatiopris entre 60 % et 130 % selon la molécule
considérée. Les écarts-type mesurés sont inférgeR8% et mettent en évidence que la méthodologie
répond a des critéres de répétabilité et de reptiulité.

160 1 R (%)

= Lab. Solv.
140 1 Sed1
= Sed 2

120

100

80 -

60 -

40 -

20

4-NP 4-t-OP 4-NP1EC 4-NP1EO 4-NP2EO BPA

Figure 61 : Résultats de la démarche de validatonm les matrices solides.
Lab solv : solvant supplémenté (n=4, indépendants)

Sed 1 : sédiment supplémenté a 100 h(ng3),
Sed 2 : sédiment supplémenté a 1 f(g3),

[.2.3 _Validation de I'analyse par couplage CL-ESI-SM i§keations n°2 et 4)

Le Tableau 40 présente les effets matriciels meguoér les 3 matrices étudiées (une eau de
surface, une eau de sortie de station d’épuratiome eau d’entrée de station d’épuration) et pesir
2 conditions testées (avec ou sans étape de @diofg. Les observations mettent en évidence teffe
positif de la mise en ceuvre de I'étape de purificesur HF-PSA. Ceci est illustré par la Figure B2.
effet, elle conduit a une amélioration de la s@l@ét notamment dans les matrices complexes de typ
entrée de station d’épuration, par la diminutios oieerférences matricielles (la Figure 5 a-b pnése
le profil chromatographique d’une entrée de STE€cat sans I'étape de purification). De plus, elle
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conduit également a une diminution des phénomeaesippression de signal et a une augmentation
de la sensibilité. La figure 62c présente les frafhromatographiques d’'une eau de surface avec et
sans la mise en ceuvre de I'étape de purificatitenjeet en évidence un gain d’abondance de pres de

50 % pour I'ensemble des molécules.

450000 Eau d’entrée de STEP, SPE C18 90000 Eau d’entrée de STEP, SPE C18+HF-PSA
400000 800001
300000 60000 -
250000 i
219°0000 219
200000 - 4-NP1EC, 27740000 277
150000 interféré 30000 -
1000007 200007 4-NP1EC
50000 4-NP 10000 \ 42\‘F’
) ‘ ‘ ‘ A ‘ ) S S ‘
a o 5 10 ™s 20 25 30, 350 5 10 15 20 25 p 3
6000 -
4-NP1EC
5000 -
219 nonpur
277 nonpur
4000 1 219 pur
4-NP 277 pur
3000 -
p-n-NP
2000 -
1000 - fo
0 T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Figure 62 : Mise en évidence de I'effet positifldenise en ceuvre d’'une étape de purification pour
'analyse des APEO dans les matrices complexes.

Les phénoménes matriciels apparaissent comme éerr&l la charge matricielle de
I'échantillon (Tableau 44 : sortie de STEP> enttée&STEP> milieu naturel) (Jahnke et al., 2004 ; Koh
et al., 2008 ). En mode d’ionisation négative, hémomeéne semble affecter 'ensemble des composés
de maniere homogene (les étalons de quantificaiomme les composés a quantifier). La
guantification par étalonnage interne apparait cerefficace pour controler I'effet matriciel et dins
permettre la génération de données quantitativable. En mode d’ionisation positive, les
phénomeénes affectent de maniére homogéne les gi@ddoquantification et les composés a quantifier
dans les milieux naturels et les eaux de sortieSGEP. En revanche un important phénoméne
d’extinction de signal est observé pour le 4-NP1E@ 4-NP2EO dans les eaux d’entrée de stations
d’épuration. L’hypothése d’'une compétition pouotiisation entre 'ensemble des NPEO qui sont
présents en grandes concentrations dans les eauraitées, puisque ce sont les formes utiliséas da
les mélanges commerciaux, peut étre avancée. Ef eff chromatographie liquide en phase inverse,
les molécules sont séparées par leur caractéreftyalbe ce qui a pour conséquence la non séparation

des NPEO. La forte dégradation que subissent c&&cnies au cours des processus de traitement mis
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en ceuvre dans les stations d’épuration pourraticeigy que ces phénomenes d'extinction de signal
soient prépondérants dans les eaux brutes par caispa aux eaux traitées. L’hypothése d’'une
interaction entre les NPEO et des matiéres orgasigyant le potentiel d’étre fortement dégradées au

cours du processus de traitement des eaux us@esiheependant pas étre écartée.

Tableau 40 : Effets matriciels en LC-ESI-MS.

Eaux de surface Sortie de STEP Entrée de STEP
SPE C18+HF-PSA SPE C18 SPE C18+HF-PSA SPE C18 SPE C18+HF-PSA SPE C18
4-NP -18% 38% 29% 39% 36% 54%
4-t-OP 7% 39% -8% 17% 20% 46%
4-NP1EC 9% | 69% | 39% ‘ 22% ‘ 42% | [
p-n-NP 6% 55% 45% 42% 56% 62%
4-NP1EO 4% | 9% | 24% \ 16% \ 96% | 78%
4-NP2EO 21% 23% 38% 32% 79% 78%
p-n-NP1EO 7% | 10% | 12% ‘ 12% ‘ 34% | 29%
BPA -13% 39% 30% -40% 18% 46%
BPA-d16 2% | 35% | 24% ‘ -39% ‘ -28% | [

| : interféré
Les méthodologies analytiques développées poualyaa quantitative des APEO et de leurs
métabolites ainsi que le bisphénol A dans les medraqueuses et les matrices solides répondest a de

criteres de validation de maniere satisfaisante semt applicables a la conduite d’études

environnementales.

Il Nouvelles méthodologies d’échantillonnages : dévelpements et applications pour
I'étude des écosystémes aquatiques

II.1 Problématigue- Contexte (Publication n°5)

Le précédent paragraphe a posé le probleme destesfe et de la fiabilité des données
générées dans les études de monitoring environriameette section pose le probleme de la
représentativité¢ des données générées par les chpgroclassiques dans le cadre d'études
environnementales descriptives ou dans un cadlemégtaire, ce qui revient a poser le probleme de
la variabilité dans I'environnement.

La Figure 63 présente ce que peut étre la vati@hilans I'environnement, au travers de
mesures de métabolites d’APEO dans 2 écosystemeatiques (la baie de Vilaine et le site
d’'Honfleur en estuaire de Seine). Quelque soithisfle de temps considérée, les variations sont
importantes et peuvent atteindre un facteur 10 peutaines molécules (notamment le 4-NP1EC).
Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces tenddertesgue la variabilité des usages, I'efficacité de
processus de traitements mis en ceuvre dans lésnstatépuration, la variabilité des conditions

hydriques, la variabilité des conditions climatiguBexistence d’apports ponctuels, ... Au regard de
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ces tendances, il apparait plus que jamais évigeatl’acquisition de données environnementales
représentatives repose sur l'obtention d’'un nomiuéfisant de données. Ce qui en raison de
contraintes logistiques, techniques et financiamsarait comme un véritable obstacle. La nécedsité

développer de nouveaux outils capables de généeiddnnées environnementales intégratives est

plus que jamais primordiale.

90,0 | ng.l-1 ——4-NP1EO =——4-NP2EO
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Figure 63 : La variabilité dans I'environnement.
A) Variabilité observée dans la distribution et éemcentrations de métabolites d’APEO au niveala @aie de

Vilaine (prélévements ponctuels, bimensuelles |quitlet 2006), B) Variabilité observée dans |atlibution et
les concentrations de métabolites d’APEQO au nivBdonfleur, estuaire de Seine (prélévements potstueai-
02 a mai-05).

La démarche globale de développement des outilshdéillonnage sélectionnés Polar
Organic Compound Integrative Sampler (POCIS) repgosda mise en ceuvre d’étapes successives : la
validation d'une méthode de récupération des mddéciciblées, la détermination des taux

d’échantillonnage pour chacune des molécules @ldét validationn situ.
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1.2 Validation d'un protocole d’'extraction combinée

La Figure 64 présente les rendements moyens obfer@3% pour le protocole d’extraction
combinée développé et validé pour I'extraction mésabolites d’APEO, du bisphénol A (BPA) et des
substances pharmaceutiques (n=28 molécules). diseepur une élution successive avec 10 ml de
méthanol puis 10 ml d’'un mélange méthanol/dichlatirane (50/50 ; v/v). Les taux de récupération
pour la majorité des molécules sont supérieurs &6® I'exception de la terbutaline (20 %) et de
I'aspirine (35 %). Les écarts-types sont inférier0 %. Ce protocole, considéré comme satisfaisant

et validé, a été appliqué a I'analyse des phas&OdaS.

120 -
R (%)

100 - T = 1 T

s & &O@QQV’%Q@O@& %‘5 é\\~\~ @%“0“(“@0@0@
AR 0 x» \o S NP R
S B & & F s I S S S

Figure 64 : Rendements d’extraction du protocoéxiaction combinée pour I'analyse des 28

molécules sélectionnées dans les phases HLB detSR@0Gyenne +/-RSD (n=3)).

11.3 Détermination des taux d’échantillonnage des POCIS

Les POCIS sont des outils destinés a I'échantibgende composés polaires, dont le log
Kow est inférieur a 3, dans les systémes aquatiduess métabolites d’APEO considérés dans cette
étude, a I'exception du 4-NP1EC, sont considérésno® des molécules semi-polaires. En effet, elles
présentent des valeurs de log Kow comprises enZret44,5. La question de leur distribution dans

I'échantillonneur (partition entre la phase et lamirane) est donc particuliérement intéressante.

[1.3.1 Distribution des métabolites au niveau des POCIS

Concernant la répartition des métabolites d’APE@@urs de I'expérience cinétique (T14),
il peut-étre remarqué qu’'a T3, a I'exception duBiAEC, la majorité des métabolites est associée a la
membrane et qu'une minorité a réussi a franchinéanbrane. Au cours du temps, cette proportion
augmente mais reste néanmoins faible (inférieuts0 &6). Il apparait donc que la sorption des
métabolites d’APEO les plus hydrophobes se faileax étapes. Une premiére étape au cours de
laguelle les métabolites sont sorbés sur la membeanpolyethersulfone et une deuxiéme étape au

cours de laquelle, par un phénoméne de désorpiiptisn, les molécules parviennent a se fixer a la
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phase réceptric&Cela aura pouconséquence un faible taux d’échantillonnpg&que la membrane
n'est pas considérée pour lael@nination d cette valeurEn effet, la membrane apres exposition
le milieu naturel est recouverte de dépdiofilm, algues, matiéres en suspen) qui, d’'une part,
rendent I'analyse complexet d’autre part, entraine un biais par la constd@rade substances n

dissoutes mais sorbées sur les composantes p(matiéresen suspension, algueetc. ...).

4-NP2EC
—
4-NP1EC
o T3
1 T7
4-NP =T10
— =T14
A-NP L EC s
—
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 65: Distribution des métabolites d’APEO dans les PR@®art des métabolites d’APkHixée

dans la phase réceptrice (%).

I1.4 Détermination des taux d'échantillonnag

Les études cini&tues conduites lors des exjmentations en laboratoire ont permis
détermination des taux d'échantillonn pour I'ensemble des molécules sélectionnées.
importante hétérogénéité des valeurs de Rs estvéle. Concernantes APEO, a I'exception du-
NP1EC qui présente une valeur de Rs élévée 07, les autres mécules présdent des valeurs
extrément peu élévéeke I'ordre de 0,01 I, ce que laissait présager I'étude de la distrituties
molécules entre la phaset la membrane. Concernant Isubstances pharmacewes, la
carbamazépine ées antidépresseurs présent les valeurs de Rs les plus importantes, sup@sges
0,3 Ij*en dépit de Ig Kow>3. Au contraire, des molécules polaires setiee lathéophylline ou le
paracétamoprésentent des valeurs de extrémement faibles 0,01 1j Ainsi, il apparait que s
valeurs de Rs ne sont pas uniquement 6lées par le caractere hydrophobe des molé Si les
valeurs de Rs obtenues pdeis substances pharmaceutiglont comparéeplus précisémera celles
de MacLeod et al. (2007) €bgola et Budzinski (200, une bonne adéquation est obse: 0,325 1.
' 0,3 1j% 0,398 Ij* pour lacarbamaépine, 0,136 I], 0,1 Ij* et 0,149 |} pour le dclofénac, 0,165
1j% 0,1 Lj* 0,144 |j* pour lenaproxene, respectivemen€ependant, pour certaines écules une
importante variabilité peut étre obsée notamment pour la fluoxétine dont ledrété déterminé dans
4 expériences: 0,2471j1,4 1j*, 0,56 Lj', 0,086 |.j*. Ces disparités peuvent étre expliquées pe

conditions expérimentalesta turbulence, la température et le ppeuvent affecter le tat
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d’échantillonnage dans des proportions importafgeon que le Rs est plus ou moins contrélé par la
couche limite).

Concernant les APEO, Harman et al. (2008) n’ont ngassi a déterminer de Rs pour le
nonylphénol (isomére linéaire), 0,058 Ijour I'octylphénol. Ardistoglou et Voutsa (2008pportent
des valeurs de Rs: 0,12'pour le 4-t-OP, 0,11 IYjpour le 4-NP, 0,09 I]jpour le 4-NP1EO.

Des taux d’échantillonnages ont été déterminés pmeg poignée de molécules, les
comparaisons sont difficiles. Alvarez (2007) rappates valeurs de Rs de 0,112 pour l'ioxynil,

0,22 Lj* pour le déisopropylatrazine (DIA), 0,26 pour la déethylatrazine. Mazzella et al. (2007)
rapportent des valeurs de Rs de 0,176dqur l'ioxynil, 0,063 I pour la déisopropylatrazine, 0,121
"t pour la déethylatrazine. De méme Zhang et al.§P@0 Arditsoglou et Voutsa (2008) ont étudié
les taux d’échantillonnages pour différentes horesostéroidiennes, ils obtiennent des valeurs de Rs
égales &4 0,1 I'et 0,119 | pour I'estrone et 0,045 1j0,115 1.j* pour I'estradiol, respectivement.

Bien que les conditions expérimentales puisseniiqgigr une partie de cette variabilité, ce
facteur n'apparait pas comme suffisant pour explidas variations observées. Il est intéressant de
noter qu'excepté Mazzella et al. (2007) et TogolBwzinski (2007) qui mentionnent l'uage de I'eau
comme solvant de récupération, toutes les autrblcptions indiquent l'usage du méthanol comme
solvant de récupération de la phase adsorbantmétleanol est un solvant possédant un fort pouvoir
éluant. Comme cela a pu étre mis en évidence, ariesignificative des composés peut étre adsorbée
sur la membrane. Par conséquence, I'hypothése dlutien des composés adsorbés sur la membrane
conduisant a une augmentation de la valeur de ®£pe avancée.

Si dans le cadre de cette étude, I'ensemble d®©RIL (membrane+ phase) est considéré
pour la détermination du Rs des APEO, une bonneardance (60 % pour le 4-NP, 85 % pour le
BPA, 145 % pour le 4-NP2EQO) peut alors étre obseaxéec les données de Arditsoglou et Vousta
(2008).

Comme le met en évidence le Tableau 41, cette iexpér en laboratoire n'a pas permis de
mettre en évidence un effet de la vitesse surales d’échantillonnage, ce qui ne signifie pas gele ¢
parametre ne puisse pas avoir un effet dans lésuxihaturels (Publication n°5, Togola et Budzinski
2007). En effet, les conditions de I'expérimentativont permis de tester qu’une différence de sites

égale a un facteur 2.
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Tableau 41 : Valeurs de Rs {)jobtenues expérimentalement pour les 28 molésélestionnées.

Rs (i) POCIS in POCIS ex
Cbz 0,3240,0¢ 0,3:40,05
Dzp 0,3t40,0¢ 0,3€+0,0¢
Alpra 0,4440,04 0,44+0,0¢
Brome 0,1€+0,04 0,17+0,04
Ndzg 0,3¢40,01 0,41+0,04
Fluox 0,2440,0¢ 0,25+0,0¢
Ami 0,4(40,0¢ 0,3¢+0,0¢

Imi 0,4:40,0¢ 0,41+0,0¢
Doxé 0,4140,0¢ 0,3€+0,0¢
Terbt 0,2540,04 0,2€+0,07
SalbL 0,0540,01 0,0€+0,02

Clenbt 0,4€40,07 0,5(+0,0¢
Caf 0,1€40,0: 0,1€+0,04
Théo 0,0240,01 0,02+0,01
Pare 0,01+0,01 0,0z40,01
Ibu 0,2:40,01 0,2740,03

Naprex 0,1€+0,0¢ 0,1740,01
Diclo 0,1¢40,01 0,14+0,02
Kéto 0,1€4+0,0: 0,17+0,01

Genf 0,3:40,0¢ 0,32+0,0z
4-NP1EC 0,2¢40,0¢ 0,2€+0,0¢
4-NP 0,0240,01 0,02+0,0C
4-t-OF 0,0¢4+0,01 0,0¢+0,01

NP1EC 0,0140,002 0,0140,002

NP2EC 0,014+0,002 0,014+0,002

4-BPA 0,0240,002 0,0240,002

I1.5 Validation in situ

[1.5.1 Les POCIS comme outils intégratifs (PublicatioB)n®
Les POCIS ont été exposées dans un réseau de gitea@n Alsace (21 jours). En parallele

une caractérisation de I'eau par une approcheiglesgprélevement ponctuel) a été réalisée. Les
résultats obtenus sont présentés dans la Figuigiét.qu'une contamination de la phase dissoute ait
pu étre mise en évidence par le prélevement pan@ligrire 66), certaines classes de moléculesstelle

que les antidéprésseurs et les hypolipémiants rpast pu étre détéctées en dépit de limites de
détection inférieures au ng.IAu contraire, certaines de ces molécules (I'ayptttine, le gemfibrozil,

le diclofénac) ont pla étre détectées et quantifidss la phase des POCIS (révélant ainsi leur
présence dans les eaux de captage). Ainsi, les®@gHaraissent comme de trés bons outils de preé-
diagnostics pour les études de monitoring, d'une, par leur capacité a concentrer les substances
dissoutes et d'autre part par leur capacité a idiecrles zones fortement impactées des zones

«pristines».

Page 155



Synthése

70 1 ng.l-1 Dosage ponctuel

60 ] [ ]
50 A
40 -
30 A

20 4
10 A
0 ‘ /. B B s /| . , e

ASP IBU PARA  GEM NAPRO DICLO SALBU KETO DzP CAF CBz AMI IMI DOX NDZP  4-NP 4-NP1EO4-NP2E(Q

1000+ 7 ] ] 7 7 7 7 ] 7 7 ] ] 7 7
900 - |:| |:|

800 -
700 -
600 - —
500 -
400 -
300 -
200 A

100+ L L ]
i Dogge phase POCIS R

Figure 66 : Données de présence en substancesaitartigues et en métabolites d’APEO dans

I'environnement. Cas d'un piézometre dans la régeMerxheim.

A) Données de présence dans la phase dissoute, egprimégt

B) Données de présence dans la phase de POCIS expeséesit 21 jours, exprimées en flg.g

11.5.2 Les POCIS comme outils quantitatifs

Les POCIS ont été exposées dans la jalles d’'Eygthege de 14 jours). En paralléle, une
caractérisation de I'eau par une approche clasqioéevements ponctuels a TO, T2, T7, T9, T12,
T14) a été réalisée. Les taux d’échantillonnagerdénés en laboratoire ont été appliqués aux POCIS
exposés dans le milieu afin d’estimer une conceatrantégrée dans le milieu.

Que ce soit pour les métabolites d’APEO (le 4-NP4INP1EC) ou pour les substances
pharmaceutiques (la carbamazépine, la fluoxétineg bonne adéquation est notable entre la
concentration moyenne estimée a partir des 6 @@lents ponctuels et celle déterminée par les
POCIS exposées dans le milieu, indépendament denleentration dans le milieu (fluoxétine : 1-2
ng.I', 4-NP1EC : 79-740 ng") (Figure 67). Les observations confirment que GCIFS est un outil

intégratif, ayant la capacité d’intégrer les vaoia$ du milieu, et un outil quantitatif.
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Figure 67 : Comparaison des données obtenues @avements ponctuels et échantillonnages
intégratifs lors d’'une étude de 14 jours au nivéala Jalles d’Eysines.
La figure présente les valeurs obtenues lors déshéntillonnages ponctuels (histogrammes) ; la eatnation
moyenne estimée dans le milieu en se basant si6 mesures ponctuelles (e.g. CBZ moy.) ; la coma&oh
moyenne estimée a partir de la POCIS exposée peledaly jours de I'expérimentation (e.g. CBZ POZLIS

[1.5.3 Les POCIS comme outils quantitatifs, les limitagigRublication n°5)

Les études ont montré certaines limites comme geoge de le mettre en évidence la Figure
68 qui présente les valeurs obtenues par les Depgs : classique (3 prélevements moyennés 24
heures) et intégrative (POCIS exposée dans le ungiendant 7 jours) au niveau d’'un effluent de
station d’épuration. Si les concentrations moyerotgenues par les 2 mesures présentent une bonne
adéquation dans le cas de la carbamazépine, ilasepas de méme pour le 4-NP1EC pour lequel on
observe une sous-estimation des concentratiomaéesipar la POCIS ou bien alors pour la fluoxétine
et le 4-NP pour lesquels on observe une surestmates concentrations estimées par la POCIS.
Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées, lagpecétant celle d’'une altération de l'intégritélde
membrane de la POCIS qui pourrait d’'une part adfetds taux d'échantillonnage et d’autre part
permettre que certains phénomenes de dégradatiqurosiiisent (conduisant ainsi & une sous-
estimation des concentrations dans le milieu). tt&auhypothése réside dans la mauvaise
détermination des taux d’échantillonnage lors deséementations en laboratoire. En effet, les
mésocosmes d’expérimentation sont des systemesopgulexes et stabilisés durant I'expérience: peu
de turbulences, pas de matiéres en suspensiomcabde composantes biologiques. Ces composantes,
présentes dans les systemes naturels, sont autarfaateurs qui peuvent affecter les taux

d’échantillonnage.
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Figure 68 : Comparaison des données obtenues gégvements ponctuels et échantillonnages
intégratifs lors d’'une étude de 7 jours au niveaulal station d’épuration de Cantinolles (jalle

d’Eysines) .La figure présente les valeurs obtenues lors daghéntillonnages ponctuels (histogrammes); la agrason
moyenne estimée a partir de la POCIS exposée peledalt jours de I'expérimentation (e.g. CBZ POCIS.)

A titre d'exemple, la Figure 69 illustre l'effet ddun de ces parametres sur
I'échantillonnage. Cette figure présente les cotrainns en métabolites d’APEO et en substances
pharmaceutiques mesurées, apres 7 jours d’expositione eau traitée de station d’épuration, dans
des POCIS exposées d’'une part dans une zone shoketce (bache) et d'autre part dans une zone de
forte turbulence (canal). Bien que les POCIS addtexposées au méme milieu (méme concentration
de substances dans la phase aqueuse), il appagdésgconcentrations en composés d'intérét differe
significativement d’'un facteur 2 a 3 entre lestessid’exposition, avec des concentrations plugsort
pour le site le plus turbulent. Ainsi, les taux ahiantilonnage de chague molécule apparaissent
affectés par les facteurs de turbulence de I'eétes@e, agitation) (Togola et Budzinski, 2007, Mac
Leod et al, 2006 ; Arditsoglou et Vousta, 2008).
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Figure 69 : Concentrations en métabolites d’APE@resubstances pharmaceutiques dans les POCIS

exposées a une eau traitée (pendant une périotigdes, n=3).
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A ce stade, les POCIS, par leur capacité a fouwsr données intégratives et a discriminer
les écosystémes selon les pressions gu'ils subjsseparaissent comme d’excellents outils de pré-
monitoring capables d’évaluer I'évolution de I'étl contamination chimique d’un milieu. Méme si
certaines limites demeurent quant a leur capadaitgnaer des mesures quantitatives, il est a ooker
'amplitude des variations n’excede pas un facteet que les ordres de grandeurs de contamination
sont respectés. Leur facilité de déploiement, daetion et d’analyse en font un outil de choix pour

les organismes de surveillance.

Il Présence et devenir des alkylphénol-polyéthoxylés t e des substances
pharmaceutiques dans les stations d’épuration (Puldation n°4)

I11.1 Caractérisation des eaux brutes

[11.1.1Remarques générales

Tableau 42 : Données de présence des 25 molédutiées dans la phase dissoute des eaux brutes,
au niveau de 7 stations d’'épuration.

Min Max Fréquence de détection
(ug.r (ug.r

lbu 1,68 16,6 100%

AINS, Analgésiques Para 54,77 324,95 100%
Asp 1,46 382,28 100%
Diclo 0,062 2,59 100%
Stimulants Caf 2,8 6,1 100%
Théo 6,97 19,66 100%
Chz 0,17 1,27 100%
Dzp 0,001 0,07 100%
Ndzp 0,007 0,035 100%

Alpra nd 0,002 6%
Antidépresseurs, Anxiolytiques Broma 0,004 0,29 100%
Fluox 0,001 0,046 100%
Ami 0,027 0,65 100%

Doxe nd 0,03 82%

Imi nd 0,023 88%
Hypolipémiants Gemf 0,36 3,36 100%
Clenbu nd 0,01 41%

Bronchodilatateurs Salbu nd 0,032 38%
Terbu nd 0,019 82%
4-NP 0,685 15,784 100%

4-t-OP nd 16,057 71%
APEO 4-NP,EO 0,285 12,716 100%
4-NP,EO 0,139 2,323 100%

4-NP,EC 0 10,102 82%

Fréquence de détection

[ i i f

A

Abondance
De maniere générale, une généralisation de la mwométion des eaux d’entrées de station

d’épuration a été mise en évidence (Tableau 42)exception de quelgues molécules qui sont

présentes a des fréquences inférieures a 50 Yprédallam et le clenbutérol), I'ensemble des autres
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molécules étudiées sont présentes a des fréequenpésieures a 50 %. 16 d’entre elles ont été
détectées et quantifiees dans I'ensemble des STiEéés. Selon les molécules, les données de
présence sont extrémement variables : du™ngdur l'alprazolam ou la fluoxétine a plusieurs
centaines de pd.pour I'aspirine ou le paracétamol. De méme, poerm@me molécule, la variabilité
intersites apparait comme significative. Ainsijteetd’exemple, il est notable que les concentratio
mesurées varient de 1,5 igd plus de 382 pgpour l'aspirine, de 0,6 ug-la 15,8 pg:t pour le 4-

NP.

[11.1.2Tendances concernant la présence des métabolidD dans les eaux

brutes
Comme cela a pu étre évoqué dans le paragraphéderiic une importante variabilité des

apports entre STEP a pu étre observée. Les eané@bedes STEP SE-1, SE-2 et SE-3 apparaissent
significativement plus contaminées que celles dex eles STEP CA-1, CA-2, CA-3 et SE-4 (Figure
70). Bien que SE-1 soit localisée en zone périnhatlle traite les rejets d'une raffinerie dord le
processus mettent en ceuvre l'usage d’APEO. LemrstaBE-2 et SE-3, pour leur part, traitent de
nombreux rejets industriels qui mettent en jewsdge d’APEO (les industries agro-alimentaires,
I'industrie chimique) et des lixiviats. Les statio@A-1 et CA-2 sont des petites stations d’épunatio
localisées dans des zones périurbaines qui trajfemsi exclusivement des eaux domestiques. Les
stations CA-3 et SE-4, bien qu’étant localiséessdades zones fortement urbanisées auxquelles est
associé un tissu industriel diffus, traitent quasilusivement des eaux domestiques et quelquds reje
industriels (RSDE, 2007).

180007 ng.l-1
16000 -
14000 1 [
12000 1
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® 4-1-0P

4-NP1EO
= 4-NP2EO
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Figure 70 : Données de présence des métabolitd3xAdans la phase dissoute des eaux brutes
(phase dissoute, ng)l

Pour résumer, il apparait que les usages domestigoat responsables d'un apport

chronique d’APEO aux stations d’épuration, la coagrtie majoritaire et discriminante apparaissant
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étre les usages industriels. En France, les usd@d2EO dans les applications industrielles et
domestiques semblent courants bien qu’une resinictiusages et de mise sur le marché soit entrée en
application depuis le 17 janvier 2005 (restrictidnsages pour un certain nombre d’applications,
moins de 0,1 % en masse du produit). Les démamdesibstitution de ces produits semblent étre

encore inachevées.

[11.1.3Tendances concernant la présence des substancesadeutiqgues dans les

eaux brutes

Une importante discrimination et variabilité daas hpports de substances pharmaceutiques
a pu étre mise en évidence (Figure 71). Le parax#ial’aspirine, les anti-inflammatoires non
stéroidiens (I'ibuprofene), la caféine et la thédline sont quantifiés dans des concentrations trés
largement supérieures au |fg{Figure 71a). Ces molécules sont les composantégescde
meédicaments ne nécessitant pas de prescriptiongcatesi et qui sont parmi les plus vendus (en
quantité) en France. Par opposition, les composaattives de médicaments nécessitant des
prescriptions médicales tels que les antidépressgaurfluoxétine, le nordiazépam, I'amitryptiline),
certains anti-inflammatoires non stéroidiens (t#adénac) et les hypolipémiants (le gemfibrozilhto
quantifiés & des concentrations inférieures a taagee de ngl (Figure 71b). Les molécules suivies
dans cette étude sont d’'usages courants et n'enpganis de discriminer les STEP qui traitent des

effluents hospitaliers.
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Figure 71 : Données de présence des substancesgueatiques dans la phase dissoute des eaux
brutes (phase dissoute, |19.!

I11.2 Caractérisation des eaux traitées de station d’épation

Tout d’'abord, il a pu étre observé une contamimagjénéralisée des eaux traitées par les 2
classes de molécules sélectionnées (Tableau 48)c®soit en termes de fréquence de détection ou
d’'abondance, les effluents sont dominés par lesaloites de NPEO qui sont quantifiés a des
concentrations pouvant étre supérieures au'jaipisi que par la carbamazépine, le gemfibrozie et
diclofénac qui sont également quantifiés a deseumations de I'ordre du pg.(Togola et al., 2008 ;
Baugros et al., 2008) . Bien gqu’elles soient quigets a des concentrations inférieures a la cemtign
ng.l*, la présence généralisée de molécules de typaEprsseurs et anxiolytiques dans les eaux
traitées est notable (concentration moyenne de @8' pour l'amitryptiline, 19 ngl pour le
nordiazépam). A la différence des eaux brutesatabilité des abondances mise en évidence dans les
rejets de STEP, de moindre amplitude, semble dondiée par I'efficacité des processus d’épuration
des eaux mis en jeu en leur sein et non pas pypdéogie des eaux traitées. Ainsi, les deux clasiee
molécules étudiées : les détergents et les sulestapliarmaceutiques apparaissent comme deux
classes de contaminants prioritaires pour I'enviesnent au regard de leur ubiquité dans les eaux

traitées, a I'échelle du territoire francais.
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Tableau 43 : Données de présence des 25 molédutiéas dans la phase dissoute des eaux traitées,

au niveau de 7 stations d’épuration.

Min Max Moyenne Médiane| Frgquence de détection
(ug.r (ug.r (ug.r (ug.r

AINS, lbu nd 0,9 0,183 0,124 83%
analgésiques Para 0,014 2,1 0,181 0,077 100%
Asp nd 0,78 0,242 0,13 89%

Diclo 0,06 1,51 0,823 0,92 100%

Stimulants Caf 0,009 0,8 0,201 0,089 100%
Théo 0,026 0,81 0,23 0,125 100%

Cbz 0,16 1,73 0,857 0,9 100%

Dzp 0,001 0,09 0,014 0,004 100%

Antidépresseurs, |—NdZp 0,001 0,036 0,019 0,019 100%
o Alpra nd 0,024 0,004 0,003 72%
anxiolytiques Broma nd 0,065 0,014 0,012 94%
Fluox 0,002 0,034 0,012 0,009 100%

Ami 0,015 0,058 0,028 0,028 100%

Doxe nd 0,015 0,004 0,003 78%

Imi nd 0,002 0,001 0 44%

Hypolipémiants Gemf 0,015 0,52 0,202 0,154 100%
Clenbu nd 0,002 0,001 0 39%
Bronchodilatateurs| ™ salpuy nd 0,024 0,013 0,013 94%
Terbu nd 0,017 0,006 0,004 89%

Fréquence de détection

A

A

Abondance

111.3 Devenir des APEO et des substances pharmaceutiqugens les stations d’épuration

[11.3.1 Bilan d’abattement global

Les 7 stations d’épuration ont pour point communnugtre en ceuvre un processus de
traitement biologique des eaux usées par bouesastiDeux tendances ont pu étre observées dans le
devenir des molécules au cours des processusitdeneat des eaux usées.

Un certain nombre de molécules sont éliminées areledements élevés quelque soit la
configuration mise en ceuvre (rendements d'abattesmsmpérieurs a 99 % pour le paracétamol,
compris entre 92 % et 99 % pour I'aspirine, enBé®et 99 % pour I'ibuprofene, entre 87 % et 99 %
pour la caféine et la théophylline ; Figure 72)emiqu’elles soient dégradées dans les STEP, les
rendements d’abattements pour les molécules gliede gemfibrozil, le bromazépam, le 4-NP ou le
4-NP1EO sont plus variables compris entre 65 %9e%®pour le 4-NP, 65 % et 99 % pour le 4-
NP1EO, 55 % et 98 % pour le gemfibrozil. Les phé@oes qui concourent a cette variabilité ne sont
pas encore connus et nécessiteront de plus ammplestigations, notamment par modélisation (Teske
et al., 2008 ; Miege et al., 2008).

En opposition a ces molécules qui sont dégradéenans des processus de dégradation, il
est notable qu'un certain nombre d’entre ellesersent les processus sans étre affectées par les

traitements mettant en jeu des boues activées r@-ig3) Ainsi des molécules telles que la
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carbamazeépine, le nordiazépam, le diclofénac présedes taux d’abattement inférieurs & 10 % voir
méme négatifs ce qui implique qu'une partie desémdes est générée au cours du processus de
traitement des eaux usées. Ces molécules appatass@me étant réfractaires aux processus de
traitement par boues activées. Elles présentent gaactéristique d’étre excrétées en partie sous
formes métabolisées conjuguées. Les phénomends/agecinitiés durant 'acheminement des eaux
brutes se poursuivent au cours du processus denteit des eaux et conduisent & la libération de
formes libres des substances considérées. D'aunécules telles que le 4-NP1EC sont générées au
cours du processus de dégradation. Les APEC et BodeNP1EC, sont les métabolites de la
biodégradation aérobie des APEO dont le siége esstbbues activées (Figure 73). Ces résultats
renforcent l'idée de la nécessité de considérermésabolites de dégradation des APEO pour
comprendre et évaluer les processus de traiterdesteaux usées et que la considération seule du 4-

NP conduit a une sous évaluation des risquesdigesejets de ces composés vers les milieux.

Ces tendances globales, qui sont parmi les premigrexposer le devenir de molécules
émergentes dans les stations d’épuration en Frasmet, cohérentes avec les données de la
bibliographie (Revue par Soares, 2008 ; revue memkd et Arnold, 2008 ; revue par Miege et al.,
2008) et permettent d'affirmer I'inégalité des presus de traitements des eaux usées quant a leur

efficacité a abattre les molécules organiques éemteg.
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Figure 72 : Efficacité des STEP quant a I'abattend&®PEQO et des substances pharmaceutiques Canalésules abattues.

La figure présente les concentrations entral_] () et sortantesT_] ) en molécules diéttéans la phase dissoute (jip.|
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Figure 73 : Efficacité des STEP quant a I'abattend&hPEO et des substances pharmaceutiques. Canalésules réfractaires.
La figure présente les concentrations entraf] () et sortanted"_] ) en molécules @liét dans la phase dissoute (f)g.|
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[11.3.2 Description du devenir des métabolites d’APEOe=t slibstances

pharmaceutiques au cours des processus

[11.3.2.1 Efficacité des traitements primaires et secondaire

Les traitements primaires consistent en un abatterdes matieres en suspension par
décantation. A I'exception de l'aspirine et du 4-N&ur lesquels un abattement respectif de 80 % et
58 % est observe, ce type de traitement apparaitneopeu efficace (R < 30 %) pour abattre les
substances organiques polaires ou semi-polairexcaitbamazépine, le diclofénac, le 4-NP1EO)
présentes dans la phase aqueuse (Figure 74). &lestin de la phase de traitement biologique
(secondaire) que les processus concourant a kabattt des substances se déroulent (Figure 74). Si
les taux d’abattement sont supérieurs a 90 % paucentain nombre de molécules (I'aspirine, le
paracétamol, I'ibuprofene, le 4-NP, le 4-NP1EO)gKeset al., 2008), un certain nombre de molécules
apparaissent comme réfractaires aux processusgtaddd¢ion mis en jeu au cours des traitements par
boues activées (10 % pour la carbamazépine, 36Wd@dliclofénac) (Leclercq et al., 2008 ; Zhang et
al., 2008).
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Figure 74 : Devenir de substances pharmaceutigussemétabolites ’APEO au cours de processus

de traitements"’“fe et ”aire_ Données de présence dans la phase dissouté)(gigrendements d’abattement pour chaque étape de |

filiere de traitement des eaux. (Rendement de és@le traitement'f= ([entrée]-[T #"¢]/[entrée]) ; Rendement de la phase de traitement
”aire: ([T |aire-|_[-|- 1l aire]/[-l- |aire-|).

[11.3.2.2 Efficacité des traitements tertiaires

L'ajout de traitements tertiaires se généralisesdan processus de traitement des eaux, ce
sont des traitements complémentaires qui permedtebtenir une qualité supérieure des eaux rejetées

(diminution des matiéres en suspension, abattedeitiazote et du carbone) dans le milieu naturel
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dans un but de protection du milieu naturel ouéldilisation pour des applications industrielles ou
agricoles. Pour les molécules les plus dégradabédmttement initié dans les processus de boues
activées se poursuivent au cours des traitemeniairies comme c'est le cas pour le paracétamol, la
caféine ou libuproféne (Figure 75). Concernané4&lP ou le 4-NP1EO, il n'est pas surprenant
d’'observer une augmentation des concentrationsnéesentre I'effluent biologique et I'effluent fina
(92 % pour le 4-NP). En effet, ces molécules seatdroduits de biodégradation finaux des NPEO
commerciaux. Le fait que leurs concentrations augerg dans les effluents tertiaires dénote, de
maniere indirecte, un abattement global des APE® abouti. Comme le met en évidence la Figure
75, les molécules qui apparaissent comme réfrastaiux traitements biologiques par boues activées
ne semblent pas significativement abattues patrétements tertiaires étudiés (décanteur rapide)

comme ceci est notable pour I'amitryptiline, leldfénac ou la carbamazépine (R<30 %).

250,01 pg.--1 16,0 | ug.-1
14,0 99%
12,0 -
100% 10,0 -
200,0
8,0 -
6,0 |
407 93%
150,0 - 34% 100% 20 - 2202% -35% 10% 94% 4% 27% 24% 13%
0,0 . : . .
4-NP1EO Chz Ami Diclo Gemf
100,0 -
Entrée
T bio
50,0 T Illaire
99% 99%
it ; 100% . -92%
0,0 T )
Para Asp Ibu 4-NP

Figure 75 : Devenir de substances pharmaceutiguissemétabolites d’APEO au cours de processus

de traitements des eaux usé@snées de présence dans la phase dissoutd)(gigrendements d’abattement pour chaque étape

de la filiere de traitement des eaux. (Rendemerid gdvase de traitement Biologigud[entrée]-[T Bio)/[entrée]) ; Rendement de la phase
de traitement IA™= ([T Bio]-[T Il #¢}/[T Bio]).

Pour résumer, ces tendances semblent confirmgrdthgse les traitements tertiaires, dont le
principe est d’appliquer un traitement agissantd/eutres mécanismes d’'élimination, conduisent a
I'amélioration de la qualité des effluents rejed@ss les milieux naturels pour les molécules d’APEO
et les substances pharmaceutiques étudiées (MRughet al., 2008 ; Teske et al., 2008 ; programme
POSEIDON).
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L'un des axes fort de ces travaux de rechercheé lataionsidération des phases solide:

suspension et I'évaluation de leur role dans latamomation des phases aqueuses. Concerna

métabolites d’APEO, les observations ont pu m en évidencedes valeurs de contaminati

comprises entre la dizaine de g* et plusieurs dizaines de pg.gelon le métabolite considéré.

regle générale, une diminution de la contaminatienla phase particulaire au fur et & mesde

'avancement dans le processus de traiten est notable. Bns les eaux brutes, la part des ph

solides dans la contamination des phases aqueleut atteindrede 20 a 8 % de la charge

contaminante selon le métabolite consi (Figure 76) (Koh et al., 2008Pans les eaux traitées le

part est extrémement variablaférieure & 10% pour le-NP1EC qui est le métabolite le ¢ polaire,

mais peut atteindre 9% pour le -NP (composé hydrophobe) dans le cas d-1. Néanmoins, il

peut-étre considér@u’en regle générale, la charge contaminante &abuolites d’APEO portée p

les phases solides est abattue au cours des pre de traitements des eaux. L’essentiel de «

dégradation semble se dérouler au cours du pracesstiaitement biologique des e (Figure 76 a),

les processus de décantation primaire apparaissame modérément effices (Figure 76 b) (Koh et

al., 2008).

Méme si certaines moléculpharmaceutiques (la caféine, I'aspiriteekétoprofene) peuvent

étre quantifiées dans des concentrations supésieare pug." dans lesentrées de STEP, |

concentrations mesurées sont dans la plupart desnférieures a la centaine de r'. Certaines

molécules telles que le salbutamol, le clenbutéadierbutaline sont syémdiquement en dessous ¢

limites de détectionA I'exception de certains antidépresst ('amitryptiline, la fluoxétine, le

nordiazépam) dont prés de %0 de la charge corminante peut étre amenée par les phases s

dans les eaux brutes dess eauxtraitées, il apparait que pour la grande majoriéé dubstance

pharmaceutiques, les phases solides en suspengjmrassent comme de faibles vecteurs

contamination (<1%) par comparaison aux phases diss¢ (Figure 76).
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Figure 76 Part de chacune des phases (solides et dissoates)adcontamination des pha
agueuses, évolution au cours des processtraitements des ea.
a) Part de chacune des phases dans les eaux brui&@itéess au niveu de SE-1 ; blPart de chacune des pha
dans les eaux brutes, eaux décantées et eaursraiiéniveau de ‘-2,

I11.5 Données de présence des métabolites d’APEOdes substances pharmaceutiques dans

boues issues des processus de traitement des easget
Les dosages qui ont été conduits au niveau deseiliboues ont permis de mettre en évid

une contamination chronique des boues issues desgaus de titement des eaux usées a la fois
les métabolites d’APEO epar les substances pharmaceutiqu@sgure 77). lne importante
discrimination entre la contamination des boues lpar métabolites d’APEO et les substar
pharmaceutiques est mise en évide Les métabolites d’APEO sont présents a des coratemts
moyennes de 1 md.Iselon le composé consid : le 4NP1EO apparaissant le plus abondant
une concentration moyenne mesurée égale a 19C*, devant le NP (concentration moyenne
896 pg.1) et le 4ANP1EC (concentration moyenne de 1842™) (Ghanem et al., 2007 ; Balleste!
et al., 2006) Ces résultats semblent également suggérer kexist de différents mécanismes
sorption : desinteractions de type hydrophobe pour I-NP1EO ¢ le 4-NP, d'autres types
d’interactions pour le NP1EC notamment des interactions de type électipséaentre la molécu
et la paroi bactérienne (bactéries présentes desddues activées). Une grande variabilité
concentrations mesurées a égent été observée et semble liée au profil de cdnttimn des eau
d’entrée. En effet, les STEP 9E SE-2, SE3 qui présentaient les niveaux de contaminatiorples
importants dans les eaux d’entrée sont égalemdéas cpii montrent les niveaux de tamination les

plus importants dans les boues fin¢
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Figure 77 : Données de présence des métabolitd3EAet des substances pharmaceutiques dans les
boues de station d’épuration (7 stations d’épunationcentrations moyennes+/-RSD jig.|

A l'exception de l'aspirine et du kétoproféne quins quantifiés dans des concentrations
supérieures a la centaine de Pigles autres molécules pharmaceutiques sont pesselains des
concentrations nettement inférieures : de I'orduepdy.I* pour les antidépresseurs, de la dizaine de
ng.I* pour la caféine ou bien la carbamazépine. Cesatere$ sont cohérentes avec le caractére
polaire des molécules étudiées (Beausse et al4)2D@ plus, comme cela a été montré pour le 4-
NP1EC, la présence de certaines molécules phartigeoes dans des concentrations significatives
pourraient étre induite par d’autres types d'intéams que les interactions hydrophobes, comme par
exemple des interactions de type électrostatiqge#sMAG). De plus, on ne peut exclure que la
présence des tensioactifs, notamment des APEO, dassconcentrations importantes, puissent
favoriser les phénomeénes de sorption via leur tar@amphiphile.

Au regard des usages des boues issues des prodessagements des eaux en France, avec
plus de 60% d’entre elles valorisées par des usagesoles (IFEN), la contamination des boues
ultimes par les métabolites d’APEO et les substpbarmaceutiques pose la question de I'impact de
cette valorisation pour I'environnement, notammantravers des apports vers les eaux de surface par
les phénomeénes de ruissellement et de lessivageees agricoles, au travers des risques assaciés
la contamination de la ressource en eiaes processus de percolation des eaux, et enfiraaers
des risques liés aux transferts sols-plantes.

L’ensemble des résultats et tendances observeés Ipsualkylphénol-polyéthoxylés a fait

I'objet d’'une publication (publication n°4).

Page 171



Synthése

IV L’estuaire de Seine : un écosysteme sous pressitenbilan de 6 années d’étude
Les principaux objectifs de ce paragraphe sontrdsemter les résultats obtenus dans le cadre
du programme de recherche Seine-Aval, de 2002 &, 200 travers d’'une synthése des principaux

faits et conclusions acquis durant ces 5 annéesoaétoring.

IV.1 Programme de recherche : le Programme SEINE AVAL

Le programme Seine aval est un programme de rduhaaentifique intégrée mis en place
en 1995 pour comprendre l'origine des principaleblpmatiques de I'estuaire de Seine : I'évolution
géomorphologique du systeme, la contamination dasx €chimique, (micro)biologique,...), les
dysfonctionnements aquatiques (conditions physigotcjues,...) ainsi que leurs évolutions et leurs
impacts écologiques et socio-économique.

Les travaux de recherche conduits dans le cadreetie thése portaient sur I'étude de la
contamination chimique des eaux de I'estuaire deeSear les détergents alkylphénol-polyéthoxylés
et leurs métabolites de dégradation. Cing annéesatdtoring de I'estuaire de Seine ont permis
l'acquisition de données concernant les sourceqrdagence et le devenir des APEO et de leurs

métabolites dans le systeme estuarien.

IV.2 Les Sources d’APEOQO en estuaire de Seine

Au niveau de l'estuaire de Seine, les efforts deheeche se sont cantonnés a 3 sources
principales : les STEP au travers de I'étude d#ésesits de 3 stations d’épuration, les 9 principaux

tributaires et la Seine a son point d’entrée dassuaire.

IV.2.1Les Stations d’'épuration (Publication n°6, Publioatn®7)

IV.2.1.1 Données de présence dans les effluents
Cing années de monitoring ont permis de mettréveence une contamination chronique des

effluents de stations d’épuration de I'estuaireSeéne par les métabolites d’APEO (Tableau 44). Les
phases dissoutes présentent une distribution désboliges caractéristique des effluents de STEP
utilisant des traitements secondaires biologiques & NP1EC composé majoritaire devant le 4-NP
et les formes éthoxylées 4-NJEO. Les concentrations mesurées sont comprises kenttizaine de
ng.I* et la dizaine de pg:1(39-627 ng:t pour le 4-NP, 307-11637 ng.lpour le 4-NPEC, 16-1168
ng.I* pour les 4-NR,EO) quels que soient le composé et la STEP cossidéu contraire, dans les
phases solides, une distribution radicalement idiffée est remarquable. Les formes éthoxylées4t le
NP sont plus abondantes que les acides NP1EC. tareendes concentrations importantes en
métabolites sont mesurées dans les phases solidEsgye soient le composé et la STEP considérés.
Elles sont comprises entre la centaine de hgtgplusieurs dizaines de pg.&08-23047 ng.4 pour

le 4-NP, 1134-30751 ng'gpour le 4-NR,EO, 570-19556 ngy pour le 4-NREC). Dans le cas des
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métabolites d’APEO Ipartde la phase solide dans la contamination des effygeut atteindre 70 %
de la pollution rejetée dans le milieu. Pour unenméstation d’épuration, il peut étre observé des
variations des concentrations en meétabolites, qeesat dans la phase dissoute ou la phase

particulaire, qui peuvent atteindre un facteur 10.

Tableau 44 : Données de présence en métabolité¥DAdans les effluents de station d’épuration

dans les phases dissoutes et les phases solid&sZ206).

Phases dissoutes
ng.I" C° max C° min C° moyenne RS
4-NP,,EO 1168 47 364 361
STP ELBEUF 4-NP1EC 11637 580 2848 3531
4-NP 576 81 255 171
4-NP,,EO 1121 200 519 263
STP EMERAUDE 4-NP1EC 6138 800 3352 1840
4-NP 627 39 301 173
4-NP,,EO 497 16 134 165
STP TANCARVILLE 4-NP,EC 7384 307 2078 2304
4-NP 480 59 200 140
Phases solides
ng.g* C° max C° min C° moyenne RSD
4-NP,,EO 30751 1134 11979 9410
STP ELBEUF 4-NP,EC 19556 1370 7010 5936
4-NP 20599 2070 8686 5850
4-NP,,EO 25745 1197 10946 7874
STP EMERAUDE 4-NP,EC 18014 570 7542 6078
4-NP 15041 508 6009 4633
4-NP,,EO 15518 1723 7456 4018
STP TANCARVILLE 4-NP,EC 10902 3793 7172 2479
4-NP 23047 2100 9084 5870

Concentrations minimales, maximales, moyennes réesutans les effluents au cours des 6 années '@t les phases dissoutes (g.|
et solides (ng9

IV.2.1.2 Tendances dans la présence des métabolites d ABEOIek effluents

Les tendances observées au cours des 5 annéesniterimg ont mis en évidence des
dynamiques saisonnieres de fonctionnement des $ibEffnment pour le 4-NP1EC (Tableau 44 et
Figure 78) avec des concentrations maximales eptélés concentrations minimales en hiver. Deux
parameétres clés semblent pouvoir expliquer ces rodsens : l'efficacité des phénoménes
d’abattement est dépendante, d’'une part, de laésanpe (en effet les phénoménes de biodégradation
sont thermo-dépendants (augmentation des condenwatn APEO a courte chaine éthoxy et des
APEC pour les mois les plus chauds)) et, d’autm, gl temps de résidence hydraulique dans les
STEP qui conditionne les phénomenes de dégradeattide sorption. Cette étude permet également de
mettre en évidence que, bien qu’une restrictiosatyes soit entrée en application depuis le 17ganvi

2005, elle ne semble pas pour autant se traduirergadiminution des rejets en APEO dans le milieu.
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Figure 78 : Tendances saisonniéres dans la digtibet la présence les principaux métabolites

d’APEO au niveau de I'effluent de la station d’éuion de Rouen (2002-2006).

IV.2.2Les principaux tributaires (Publication n°7)

IV.2.2.1 Données de présence dans les phases dissoutes
On note tout d’abord une contamination chroniqueg@téralisée du bassin versant de

I'estuaire de Seine par les alkylphénol-polyéthégyét leurs métabolites de biodégradation (Figure
79). Les mesures réalisées permettent de cladsii¢ributaires en 2 classes.
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Figure 79 : Données de présence des métabolitd3eDAdans les affluents au cours des 3
campagnes.
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Mai05

Andelle ‘ Rancor Rober ‘

Sainte Gertruc

Le Callly, le Commerce, L'Eure, L'Austreberthe et IRisle présentent des profils de
contamination élevés a modérés avec des concensatn composés alkylphénoliques de I'ordre de
la centaine de ngHl La distribution est caractéristique avec le 4-B€Ilcomposé majoritaire dans la
phase dissoute quelle que soit la saison ; cedteldition est caractéristique des effluents deosta
d’épuration présentant des traitements secondhiodésgiques qui sont généralisées sur les bassins
versants des tributaires susnommés. Une importaatiabilité des concentrations mesurées est

également mise en évidence avec des amplitudesndengination qui peuvent atteindre un facteur 10
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(Austreberthe, février-juillet 2006). Les tendancelsservées semblent corrélées au fort degré

d’anthropisation et d’industrialisation des bassiessants.

L’Andelle, Le Rancon, La Sainte-Gertrude et le Robgrésentent des profils de
contamination faibles & modérées avec des contiensaen composés alkylphénoliques comprises
entre quelques dizaines et centaines de'ngar opposition au groupe précédemment exposé, les
phases dissoutes sont dominées par le 4-NP desahHEO. Ces tributaires collectent les eaux de
bassins versants plus ruraux présentant une arghtiom et industrialisation de leurs bassins véssa
plus faible. L'existence de sources de contaminasituées en amont (et distantes) du point
échantillonné ainsi que I'existence de phénomeeedildtion et/ou dégradation sont deux hypotheses
qgui peuvent étre avancées. L’hypothése de rejdtasdiiés a des phénoménes de ruissellement

(apports via les épandages agricoles de bouestitanstd’épuration) pet également étre émise.

L'évaluation du risque écotoxicologique induit par présence d'une substance sur les
organismes aquatiques peut étre conduite par caispardes valeurs mesurées dans le milieu a une
valeur prédite sans effet (PNEC). Si le rapportsegtérieur & 1 des effets sont susceptibles de se
dérouler dans les milieux. En se basant sur lauvalle PNECaqua du 4-NP égale a 3307hg.l
(INERIS, 2005) et celle du 4-NP1EC égale a 2000'n@enner et al2002).

Pour I'ensemble des tributaires, les concentratiotesles mesurées sont inférieures d’'une
part au valeur de PNECaqua du 4-NP et d’autreqaactEQS (300 ng’l pour le 4-NP) fixés dans la
cadre de la DCE, ce qui semblerait laisser pensedeap risques environnementaux liés a la présence
d’APEOQ dans les tributaires sont faibles. Néanmainsen demeurre pas moins qu’en certains points
(proximité des rejets de STEP) et en certainesitiond (débit d'étiage) ; un risque chimique lidad

présence d’APEO seuls ou en mélange persiste.

IV.2.2.2 Flux en métabolites d’APEO amenés par les tribegair

Au cours des 3 campagnes réalisées sur les triesitdes flux de métabolites d’APEO ont
pu étre estimés (Figure 80). Les affluents qui gméent les profils de contamination des phases
aqueuses les plus marqués ne sont pas ceux queakdée maximum de pression sur I'écosysteme
estuarien. Force est de constater I'importanceodsidérer les flux en contaminants dans la conduite
d’études de monitoring. Ainsi, L'Eure et la Rislpparaissent comme étant responsables de la plus
forte pression exercée par les tributaires suydteme estuarien avec des apports en métabolites qu
peuvent atteindre la dizaine de grammes par jas.Mariations en flux sont importantes pour les plu
grands systémes mais ne semblent pas liées a i@soves saisonniéres (maximum en mai-2005 pour
I'Eure, en février- 2006 pour I'Andelle). L’hypotké d’une relation avec les variations dans lesassag

et dans l'efficacité des processus d’abattemens@gi®ns d’épuration peut étre avanceée.
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Figure 80 : Flux en métabolites d’APEO amenés &maee de Seine par les 9 principaux tributaires.
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Figure 81 : Concentrations en métabolites d’APEGun&es a Poses dans les phases dissoutes (clair)
et solides (foncé) au cours des 5 années de mioigitor
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IV.2.3 L'influence de la zone amont : la région parisierfReblication n°7)

Une importante variabilité des concentrations m&ssia Poses a pu étre mise en évidence
aussi bien dans la phase dissoute que dans la phaseulaire (en ng:ftout comme en ng')
(Figure81). A titre d’exemple les concentrations mesuréed-8iiP1EC varient entre 146 et 2913 ng.!

! dans la phase dissoute et entre 18 et 232 pgur le 4-NP dans la phase particulaire. Selon les
saisons, la part de la phase solide dans la camddiom globale apparait également variable et peut

atteindre des valeurs égales a 50 % de la contéiotin@our le 4-NP (mars-2003).
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Figure 82 : Flux en métabolites d’APEO entrantssdasstuaire durant la période d’étude 2002-2006.

Une part importante des variations mesurées danphases aqueuses peut étre expliquée
par les variations naturelles du débit de la Selesi, si I'on raisonne en termes de flux d’APEO
arrivant au niveau de I'estuaire, une amplitude imale des quantités égales a 3,5 (Figure 82) peut
étre notée. D’autres phénomeénes semblent s’ajaugr facteurs de dilution pour expliquer les
variations observées : l'influence de la varia@ilites rejets des effluents situés en amont, notatme
la station d’épuration d’Achéres qui traite la gtarmajorité des eaux domestiques et/ou indussielle
de la région parisienne, l'influence de rejets selaires diffus liés aux ruissellements (épandages d

boues), les variations des capacités épuratoitésseéques du milieu.

IV.2.4Bilan des apports en Seine (Publication n°7)

Bien que les nonylphénol-polyéthoxylés fassentjébld’une restriction d’usages depuis le
17 janvier 2005, il semble que les processus dstisufion ne soient pas encore établis comme le
montrent les données acquises depuis I'année 205 eonfirment une contamination chronique de

'ensemble du systéme hydrologique de I'estuairedgeine.
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A Poses, les quantités apportées en 2006 sonfghles que celles apportées, en général,
durant les années antérieures, bien qu’elles resianmoins importantes. De nouvelles études
devront étre conduites pour confirmer les tendanbssrvées.

La zone amont apparait comme étant principalemespansable de I'état de contamination
de I'estuaire de la Seine. Par comparaison, ladesristations d’épuration de I'estuaire et desiefis
apparait comme mineure mais non négligeable etatiylus importantes en conditions estivales.

Ces 2 sources participent a la contamination chtende I'estuaire (Figure 83).

Printemps 2005 Hiver 2006 Eté 2006

. Tributaires; .
_STEP; 487 Tributaires; 38 | g1Ep- 429 33 _STEP;515

Tributaires; 71

Figure 83 : Part des différentes sources d’APEG ¢eigontamination de I'estuaire de Seine en

fonction des saisons (kg.jobr

IV.3 Le devenir des métabolites d’APEQO en estuaire deehie (Publication n°6)

IV.3.1 Le devenir des métabolites d’APEO dans I'estuthingal

Les données obtenues entre 2002 et 2006 ont nésiéance une contamination chronique
de l'estuaire de Seine par les alkylphénol-polygytés et leurs métabolites de biodégradation. Les
concentrations observées sont fonction de la stadi@ la saison et de la structure des composés. Le
NP1EC est le composé majoritaire de la phase dissdbevant le 4-NP et les NP1EO et NP2EO
(Figure 84). De I'amont vers I'aval la distributicen composés reste identique avec le 4-NP1EC
majoritaire dans la phase dissoute. Le 4-NP esieptéen concentrations importantes (quelques
centaines de ngX dans la phase particulaire devant les compodésxyés a courte chaine: 4-
NP1EO et 4-NP2EO (quelques dizaines j.gn régle générale, peu de phénoménes de dilstion
observés dans la phase dissoute tout au long stadiee a I'exception des mois estivaux (caradéris
par une dégradation (biodégradation et photodéticedaplus importante et des temps de résidence
des eaux dans I'estuaire plus importants.

Au contraire au fur et a mesure que la concentragio MES (bouchon vaseux) augmente
dans I'estuaire la concentration en composés @gapbdse particulaire, exprimée en fig.diminue.

Si I'on regarde, en paralléle, la part des phaséides dans la contamination globale des eaux de
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Seine, elle apparait comme extrémement variablenstd composé et la localisation spatio-
temporelle : minoritaire pour le 4-NP1EC, pouvattéiadre plus de 50 % pour le 4-NP1EO et le 4-
NP. Une tendance a l'augmentation de la part dédesoen suspension au fur et a mesure de
'avancement dans I'estuaire a pu étre observé&ec#e a I'augmentation des teneurs en matieres en
suspension, mettant en évidence le rble joué paodehon vaseux dans le cycle biogéochimique des
APEO en estuaire de Seine. Peu de données renseiméda part des phases particulaires dans la
contamination (Isobe et al., 2001 ; Wang et al0&20Xu et al., 2006 ; Li et al., 2008) et spéaiadat

dans les estuaires (Jonkers et al., 2005 ; Lar&rMgtral., 2008).
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Figure 84 : Devenir des métabolites d’APEO darstliaire de Seine au cours de 2 campagnes a) mai

2005 ; b) juillet 2006. Part de la phase solidesdarcontamination de la phase agueuse.
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IV.3.2 Risque chimique | a la présence de métabolites d’APEO dans I'estt

fluvial
Au cours de la période d’'étude, dans le cas-NP, des rapportSIEC/PNEC supérieurs a

ont été observé®ut au long de I'estuairel’exception de la campagne de Juillet 2 (Figure 85) ;
des effets liés a la présence ¢-NP dans l'estuaire de Seine sont susceptibles ddésmuler.
Concernant le 4-NP1EC, depporis supérieurs a 1 ont été messidans les périodes estivaleien
gue ce composé soitajoritaire en estuaire de Sei les risques induits semblent étre moiis que
pour le 4NP. Néanmoins il est & noter que peu de donnédexit#té chronique existe pour ce
compose. Br conséquent la représentativité de la vale PNEC du 4NP1EC peut étre remise

question. De plus, les métabolites d’APEO sontgmtssen mélange, associés a de nombreux
contaminants chimiquesdes effets synergiquesont susceptibles dee dérouler dans les milie

naturels. Ainsi, un rigue chimique lié a la présence des APEO en estdaif®eine a pu étre mis

évidence.

4000 g |1
3500 - 4-NP POSES
3000 CAUDEBEC
2500 -| == HONFLEUR
2000 - —PNEC AQUA
1500 -
1000 -

500 -|

Y e e e e e B a——
mars-02 mai-02 juil-02 sep-02 nov-02 mars03 juil-03 ma-05 fev-06 juil-06

3300 4

ngl1 4-NP1EC POSTS
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O_Illlll T
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Figure 85 Evaluation du risque lié a la présence de métasoitAPEO en estuaire de Se.
(Concentrationotale exprimée en ngf)l

Les tendances mesurées lors de la derniere campmhbgoeantillonnage de juillet 20(
semblant mettre en évidence wdiminution de I'état de contamination de I'estuaire din&epar les

APEO devront étre confirmées.
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IV.4 Présence et devenir des métabolites d’APEO dangs$tuaire de Seine marin (Publication®7)

Deux campagnes ont permis de mettre en évidengehtssoménes de transferts d’APEO de

I'estuaire fluvial vers I'estuaire marin (Figure 88&t b). Quelle que soit la saison (hiver/été), le

principal phénoméne qui se déroule est un

phénomeérailution trés marqué pour le 4-NP1EC (R

supérieurs a 0,9) et moins net pour les autreshoiiss notamment le 4-NP (Figure 86c¢). Ce qui

dénote que des phénoménes de dégradation (an3évolies phénoménes de sorption/désorption se

déroulent. Ce qui conduit & la mesure de concémsaiinférieures a la centaine de Hgour les

points les plus marins.
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Figure 86 Devenir des métabolites d’APEO dans I'estuaire eil@eSmarin a) Juillet 2003 ; b)
Novembre 2004 ; ¢) corrélation entre salinité etcamtrations en 4-NP1EC et 4-NP mesurées danakeph
aqueuse (phase dissoute + particulaire).

Dans l'estuaire marin et par extension dans la baieSeine, les concentrations totales

(dissoutes et particulaires) mesurées sont infé@ew’'une part, aux valeurs de PNECaqua du 4-NP

et, d’autre part, aux EQS (300 ngpour le 4-

NP) fixés dans la cadre de la DCE, desgmblerait

laisser penser que les risques environnementasia lig@ présence d’APEO dans la baie de Seine sont

faibles. Néanmoins un risque chimique lié a lagmés d’APEO seuls ou en mélange persiste.
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V Les APEO et les substances pharmaceutiques : contarants ubiquistes du littoral
francais
Les principaux objectifs de ce paragraphe sont résepter les résultats obtenus dans le
cadre des programmes de recherche Seine-Aval, AMIE@E et le programme MEDICIS/METROC
au travers d'une synthése des principaux faitsoetlasions acquis au cours de ces 3 études de

monitoring.

V.1 Les sources de métabolites d’APEO et de substangasarmaceutiques en milieumarin

V.1.1 Etude de cas : La calanque de Cortiou, Impact d&jat en milieu marin
(Publications 9et 10)

V.1.1.1 Données de présence dans la calanque de Cortiou
Deux campagnes d’échantillonnages se sont déroaitéaevembre 2004 et novembre 2006.

Tableau 45 : Données de présence en métabolitéEDlet substances pharmaceutiques dans la

phase dissoute et les sédiments de la calanquertielC

Phase aqueuse (n§.| Sédiments (ug.kH
Min Max | % det. Min Max| 9% det

Stimulants Stimulants
CARBA <Lod | 36 40
L L AMI <Lod 3 20
Antidépresseurs, Antidépresseurs, I <Lod | <Lod 0
anxiolytiques DOX <Lod 1,0 67 anxiolytiques DOX <Lod | <Lod 0
DZP <Lod 1,1 17 DzP <Lod | <Lod 0
NDZP <Lod 43 20

Analgésiques, AINS Analgésiques, AINS

KETO <Lod 40

DICLO <Lod | <Lod 0

Bronchodilatateurs Bronchodilatateurs |__TERBU | <lod | 7 40

SALBU SALBU |<lod| 3 20

Hypolipémiants Hypolipémiants GEMF <Lod | 12 60

__4-  |<lod| <lod | 0 | 4-NP1EC | <Lod | <Lod [ 0

Détergents APEO et Détergents APEO el 4-NP 585 | 4114 80

. . 4-NP1EO | 449 | 3528 40
métabolites

métabolites

4-t-OP 524 | 524 20

Fréauence de détecti

v ‘V

Abondance

a) Présence dans la phase dissoute

Concernant les substances pharmaceutiques, lesrtositons mesurées dans la calanque de
Cortiou sont globalement trés élevées, avec cepenoee gamme de variation trés importante selon

les composés (Tableau 45). Les anti-inflammatoires stéroidiens (I'aspirine, le diclofénac, le
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naproxene, l'ibuproféne et le kétoprofene), le paramol et la caféine sont présents a de tréssforte
concentrations, supérieures ou égales au'|{fdgola et Budzinski, 2008). Pour les antidépresseu
('amitriptyline, le diazépam, le nordiazépam) @lypolipémiant (le gemfibrozil) les concentrations
sont plus faibles, de l'ordre de la dizaine de n@kes niveaux de concentrations sont représentitifs

la consommation de chaque composé. La caféine garownajoritairement de la consommation de
boissons, les anti-inflammatoires et autres angfigmes sont des composés fortement utilisés sans
prescription médicale. Par opposition, les antidépeurs et les hypolipémiants sont des composés
moins consommés quantitativement car ils nécessitee prescription médicale et des prises
beaucoup moins importantes.

La station d’épuration de Marseille présente uapetle traitement physicochimique des eaux
usées et est dépourvue de traitement biologiqueditaibution et les abondances des différentes
substances pharmaceutiques dans la calanque deuCzonht similaires a celles des eaux entrant dans
les stations d’épuration ou issues des traitemehigsicochimiques comme cela a été discuté
précédemment.

Les métabolites d’APEO sont quantifiés a des canatons comprises entre la dizaine et la
centaine de ng'l L'absence de 4-NP1EC est notable. La encores déttribution est la conséquence
de la typologie des traitements mis en ceuvre dastation d’épuration de Marseille. Le 4-NP1EC et
les autres APEC sont les métabolites issus deot#ébradation aérobie des APEO, or ce phénomene
se déroule durant certains processus de traitelni@opgique des eaux (boues activées, comme cela a

été discuté).

b) Présence dans la phase sédimentaire

Une contamination chronique des sédiments par Udstances pharmaceutiques et les
métabolites d’APEO (Tableau 45) est notable. Segledques substances pharmaceutiques ont été
détectées dans les sédiments : la caféine, l'agpile naproxene et le kétoprofene. Ce sont les
composés qui présentent la plus forte teneur da&asi Iqui sont les composés majoritairement
retrouvés dans les phases solides (concentratipeésisures a la centaine de pgkd.es métabolites
d’APEO sont également quantifiés & des concentstimportantes, supérieures au mg.pgur les
points les plus impactés, ce qui est consistant dears caractéres hydrophobe et persistant
notamment pour le 4-NP et le 4-NP1EO.

V.1.1.2 Devenir dans la calanque de Cortiou

a) Devenir dans la phase aqueuse

Une diminution des concentrations mesurées dapbdae aqueuse des eaux de la calanque
de Cortiou est observée au fur et & mesure dedi@ment du point de rejet. Pour les moléculesgell
que l'aspirine, la caféine, I'ibuprofene ou le 4-N&ur devenir semble étre principalement dicté par

les phénoménes de dilution qui se produisent danalanque (coefficients de corrélation supériaurs
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0,9) (Figure 87). Pour les autres molécules ledficamnts de corrélation sont moins bons ce qui
dénote que d’autres phénomenes contribuent a kexenit dans la calanque. Des phénoménes de
dégradation semblent s’ajouter & ce phénomenelatgodi: des phénomeénes de biodégradation dans
le cas du 4-NP1EO et 4-NP2EO (qui sont des molécuennues pour étre extrémement
biodégradables), des phénomenes de photodégradatisrie cas du naproxene (Lin et al., 2006 ; Lin
and Reinhard, 2005).
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Figure 87 : Devenir des substances pharmaceutejudes métabolites d’APEO dans la phase aqueuse

de la calanque de Cortiou, sous influence du dgjda station d’épuration de Marseille.

Bien que ces résultats ne soient pas présentékesciphases solides en suspension sont
apparues comme, d'une part, d'importants réservqiies ce soit pour les métabolites d’APEO ou
certaines molécules pharmaceutiques telles qupiri@as ou bien encore la caféine et, d’autre part,

comme d’importants vecteurs de contamination vergilieu marin.

b) Devenir dans la phase sédimentaire

Comme dans le cas de la phase aqueuse, on démtendance a la décroissance de la
contamination que ce soit en termes de distribuffmmbre de molécules détectées) ou en termes
d'abondance au fur et a mesure que I'éloignementladealanque. Cependant, les tendances
apparaissent moins marquées que celles observaedadphase aqueuse. Elles peuvent s’expliquer
par d'une part des phénoménes de biodégradatiopeyient se dérouler au sein des sédiments et

d’'autre part par I'hétérogénéité de la nature dossat (la granulométrie, la richesse en substances

Page 184



Synthése

organiques ; Delle Site et al., 2001 ; Lorphensalg 2006 Suntisukaseam et al., 2007) offrant ainsi

des capacités de sorption pour les molécules argesivariables (Figure 88).
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Figure 88 : Devenir des substances pharmaceut&jues métabolites d’APEO dans la phase

sédimentaire de la calanque de Cortiou, sous inflei€lu rejet de la station d’épuration de Marseille

Comme cette étude de cas le met en évidence, pestaplirects et chroniques via les rejets
de stations d'épuration en milieu marin sont d’imaots vecteurs de contamination. Bien que leurs
impacts semblent cantonnés a une zone a proximitéejgt (<1 km) au sein de laquelle ils sont
susceptibles d’engendrer des risques toxicologiguésotoxicologiques, ils apparaissent néanmoins
comme d’importants points d’entrée des substanoesidérées pour les écosystémes marins cotiers

notammenvia leurs apports en matieres en suspension.

V.1.2 Les systemes dulcaquicoles

Comme cela a pu étre mis en évidence au traverseld®ons précédentes V et VI, les
stations d’épuration sont le vecteur dapports plywes et significatifs de substances
pharmaceutiques et d’APEO pour les milieux récapteltAinsi, I'ensemble des systemes
dulcaquicoles étudiés (la Garonne, I'Adour, la 8eia Vilaine, la Jalle d’Eysines ou bien encore la
Lauch) ont montré une contamination de leurs phasgguses (dissoutes et particulaires lorsque
gu’'une analyse a pu étre conduite) par les métalsalie biodégradation des APEO dans des gammes

de concentrations variables selon le métabolitesidéné, la distance des points de rejets, lesdecte
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de dilution du milieu. Cela nous permet de congldigne part, en une contamination chronique des
systémes dulgaquicoles par les métabolites d’APEOd'autre part, en I'existence d'un risque
chimique lié & la présence de métabolites a I'éehali territoire frangais (Figure 89). Ainsi, les
fleuves et rivieres francgais apparaissent commesonece d’apports en substances d’'intérét pour les
systémes littoraux de la fagade ouest (Atlantigudanche). Parce qu’a I'échelle du littoral atlauoi

ces apports se font via des systemes estuariemsesdion du réle de ces écosystéemes dans ledransf

des contaminants apparait comme majeure.

V.2 Présence et devenir des métabolites d’APEO dans lestuaires macrotidaux (Publication

n°g)

V.2.1 Données de présence dans la phase dissoute

Tableau 46 : Données de présence des métabolP&ED dans les phases dissoutes des principaux

estuaires macrotidaux francais.

Phase Dissoute ngl 4-NP1EO 4-NP2EO 4-NP1EC 4-NP 4-t-OP
Min 6 3 7 5 2
Baie de Vilaine Max 248 38 74 50 7
% détection 100% 82% 82% 100% 32%
. . Min 12 3 <2 14 NR
Baie d’Authie Max 64 49 47 76 NR
% détection 100% 100% 50% 100% NR
Min 14 12 5 21 NR
Estuaire de Gironde Max 39 33 38 125 NR
% détection 100% 100% 100% 100% NR
Min 12 6 57 11 NR
Estuaire d’Adour Max 53 36 99 35 NR
% détection 100% 100% 100% 100% NR
_ _ Min 87 59 685 161 NR
Estuaire de Seine Max 136 116 1128 221 NR
% détection 100% 100% 100% 100% NR

Une contamination généralisée de chacun des esfuatudiés par les métabolites de
biodégradation d’APEO (Tableau 46) est observéestlaire de Seine est de loin le plus impacté avec
des concentrations de plusieurs centaines dé sgldn les composés. Ce qui met en avant I'intdgét
I'estuaire de Seine en tant que site modéle patude du devenir des APEO dans les systemes
estuariens. Les estuaires de [I'Authie, la Girontladour et la Vilaine apparaissent comme
significativement moins contaminés méme si des eainations comprises entre le fget plusieurs
centaines de ngilont pu étre mesurées. Ces contaminations modénésisqae la distribution des
composés (bien que le 4-NP1EC soit dosé dans deartesignificatives, il n’est pas nécessairement
le composé majoritaire dans la phase dissoute) camérentes avec les pressions auxquelles sont
soumises les différents systemes : bassins vergaadtsninantes agricoles, présentant des zones de
pressions urbaines localisées (Bordeaux pour |l@an@é& ; Bayonne pour I'Adour) et des tissus

industriels diffus.
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V.2.2 Réle des phases particulaires dans |la contaminales estuaires

Tableau 47 : Données de présence et réle des asméarsuspension dans la contamination des phases

aqueuses des principaux estuaires macrotidauxafiang

Estuaire de la Seine Estuaire de la Seine
a1 . Part des MES dans .
C°ng.g MES Min  Max Moy Min  Max Moy
contamination (%)
4-NP1EO 35 396 211 4-NP1EO 26% 82% 46%
Honfleur 4-NP2EO 32 449 194 Honfleur 4-NP2EO  33% 65% 49%
4-NP 177 2510 906 4-NP 25% 85% 65%
4-NP1EO 173 519 398 4-NP1EO 5% 97% 36%
Caudebec  4-NP2EO 986 1040 1013 Caudebec 4-NP2EO 4%  93% 38%
4-NP 832 5182 2703 4-NP 20% 99% 57%
4-NP1EO 28 2367 917 4-NP1EO 0% 94% 33%
Poses 4-NP2EC 18C 168t  76¢ Poses 4NP2EC 0% 94%  28%
4-NP 201t  545: 379¢ 4-NP 4%  99% 34%
Estuaire de ' Adour Estuaire de ' Adour
C° ng.g' MES Min  Max Moy Part des MES dans Min  Max Moy
contamination (%)
4-NP1EO 114 179 135 4-NP1EO 22% 26% 24%
Transect 4-NP2EC  3C 86 66 Transect 4-NP2EC 4% 27%  15%
4-NP 211 357 304 4-NP 33%  52% 43%
Estuaire dela Gironde Estuaire de la Gironde
C° ng.g* MES Min  Max Moy Part des MES dans Min  Max Moy
contamination (%
4-NP1EO 11 139 62 4-NP1EO 16% 26% 21%
Transect 4-NP2EC 9 11f 6C Transect 4-NP2EC  13% 21%  19%
4-NP 37 567 222 4-NP 30%  56% 40%
Baie de I' Authie Baiede I'Authie
C° ng.g* MES Min  Max Moy Part des MES dans Min  Max Moy
contamination (%)
Variations 4-NP1EO 21 177 102,6 Variations 4-NP1EO 0% 37% 15%
intersaison 4-NP2EO 25 89 66,8 intersaison 4-NP2EO 0% 67% 20%
4-NP 51 1337 517 4-NP 7% 92% 46%

Une fois encore une contamination généralisée Hlesgs solides en suspension par les

métabolites d’APEO a pu étre mise en évidence €eab#i7). Comme pour la phase dissoute, c’est en

estuaire de Seine que les plus fortes concentsasiont mises en évidence avec des valeurs comprises

entre la centaine de ng.@t plusieurs pg:y notamment pour le 4-NP et le 4-NP1EO (5453 'hg.g

pour le 4-NP, 2367 ng.g pour le 4-NP1EO). Les valeurs mesurées dans hebisedes autres

estuaires étant significativement inférieures ades valeurs maximales généralement inférieures au

1g.g". Quelque soit le systéme considéré, la part dasgshsolides dans la contamination globale des

phases aqueuses est loin d’étre négligeable avemganne 50 % de la contamination apportée par

les phases solides dans le cas du 4-NP dans l@snggsconsidérés (Isobe et al., 2001 ; Wang et al.,

2006 ; Xu et al., 2006 ; Li et al., 2008). Quelpoit le systéme considéré, les variations observées

semblent étre liées a des remises en suspensinctupties, liées a des phénomenes climatiques ou

encore a des dragages (fréquents en estuaire de &ede Gironde) comme en Aolt 2004 dans la
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Baie de I'Authie, ou la contribution de la partidel dans la contamination totale en 4-NP attei@s pr

de 90 % lors d’'une campagne d’échantillonnage fidisaite & une tempéte (Figure 89).
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Figure 89 : Tendances dans la contribution desgshealides a la contamination de la Baie de

I’Authie par les APEO (% de la contamination aqus

V.3 Présence et devenir des métabolites dAPEQO et deghstances pharmaceutiques dans les

écosystemes marins cotiers

En conséquence d’apports contivies d’'une part, les rejets directs des stations damn

et dautre part les apports chroniques des écamgstédulcaquicoles au milieu marin, une

contamination des écosystémes marins coétiers argumése en évidence a la fois par les métabolites
de dégradation des APEO (Figure 91) et par lestantss pharmaceutiques (Figure 92). Les données

mesurées démontrent un bruit de fond environnerhentmétabolites d’APEO équivalent & la dizaine

de ng.I', compris entre le ngtlet la dizaine de ngtlpour les substances pharmaceutiques (Heemken

et al., 2001 ; Weigel et al., 2002 ; Weigel et2004 ; Comeau et al., 2008 ; Kasprzyk-Horderal.et

2008 ; Togola et Budzinski, 2008). Lorsque desysea des phases solides en suspension ont pu étre
conduites (Rade de Marseille), les valeurs obteimgiguent que, bien que les teneurs en matieres en

suspension soient faibles, ces phases sont, damedes réservoirs pour ces 2 classes de molécules

et, d'autre part, qu’elles participent a leur dispen dans I'environnement.
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Figure 90 : Les APEO et leurs métabolites de dégiaal. Contaminants ubiquistes des systémes duitgzlgs Francais.
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Figure 91 : LES APEO et leurs métabolites de dégrad. Contaminants ubiquistes des systemes mediiess Francais.
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Figure 92 Les substances pharmaceutiques : Contaminargsistis des systémes marins cotiers Francais.
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V.4 Transferts aux organismes biologiques (Publication®9)

Hg.g-1

i 4-NP conjugué
3 - H 4-NP libre

1 I I
0 . :
station | Station Ill stationlV TEC PEC Station VI Stat VIl Station XVII

Figure 93 : Présence de 4-NP dans les biles degr@dVerluccius merluccius dans le Golfe du Lion
(concentrations exprimées en pglgje).

Les résultats démontrent une contamination sigtifie des biles par le 4-NP avec les
concentrations totales mesurées (somme des foilnes &t conjuguées) entre la centaine de’netg
plus de 5 pg:g Une exposition chronique des espéces aquatiques ldaBolf du Lion est ainsi
observée. Prés de 75 % du 4-NP est présent some foonjuguée, ce qui est cohérent avec les
données obtenues par Arukwe et al. (2000) sur bensa atlantique. Une importante variabilité
interindividuelle est observée. L'hypothese d'uadabilité dans I'exposition et dans I'efficacie ld
métabolisation peut étre avancée (Martin-Skiltoralet 2006). En outre, une importante variabilité
intersites est mise en évidence. Les concentratiesmales sont mesurées dans les sites Ill, XVIl e
| (concentration maximale supérieure au [{jj.ges sites sont situés prés de 'embouchure dn&h
et sont sous pressions anthropiques directes.nddgdus des sites localisés dans la partie cemtral
profonde, du golf du Lion présentent des niveaugatgamination plus faibles.
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Les principaux objectifs de ces travaux de theaeét, d’'une part, de développer et valider
des outils méthodologiques pour I'analyse de 3selsgle substances émergentes (les alkylphénol-
polyéthoxylés, le bisphénol A et les substances rrpaeeutiques) dans les matrices
environnementales, d’autre part, d'appliquer cethowblogies a I'étude des sources, de la présdance e
du devenir de ces molécules dans les systemesigepsatBien que ces travaux de these aient porté
sur 3 classes de substances émergentes, I'étuddPEE3 en représente I'axe fort.

Ce travail de these a permis de poursuivre le d@pelment et la validation de
méthodologies analytiqgues pour I'analyse des APBRPA et substances pharmaceutiques dans les
matrices environnementales complexes. Afin defaiiisaux exigences liées a la mise en place de la
Directive Loi Cadre sur I'Eau et la prise en comgéela Directive 2002-81-CE comme référence pour
'analyse des contaminants émergents dans lesnsgstaquatiques, des démarches méthodologiques
ont été entreprises.

Tout d'abord, 'amélioration des techniques d’'édilmmnages afin d’acquérir une meilleure
représentativité par, en outre, le développemennalereaux outils d'échantillonnages intégratifs
POCIS a été conduite. Les développements en lali@abnt permis de déterminer les taux
d’échantillonnage des 27 molécules sélectionnérs dette étude. Les différentes expositionsitu
ont conduit & la validation de ces outils en tanbgtils de screening et de pré-monitoring capables
d’'apporter des informations semi-quantitatives lsuprésence des contaminants dans les systemes
étudiées. Pour I'heure, les POCIS apparaissent eomen puissants outils de diagnostics et de
prioritarisation.

D’'importants efforts méthodologiques visant a aoréli 'assurance et le contréle qualité des
données générées dans le cadre de I'étude desrbageturs endocriniens et les substances
pharmaceutiques dans les systémes aquatiques @nto@tuits afin de lever certains verrous.
Concernant les APEO, la mise en place d'une éteppudfication supplémentaire ainsi que d’'une
méthode de quantification par étalonnage interne pgmmis d’'améliorer I'analyse en terme de
sensibilité, sélectivité et robustesse. Concerlemnsubstances pharmaceutiques, la transposititen de
méthode d’analyse de la CG-SM-SM vers la (RR)CL-SM-a permis d’améliorer I'analyse en terme
de sensibilité, de sélectivité et de robustesseplDe ces travaux ont permis d’apporter des élénen
de réflexion d'importance notamment dans un coetegglementaire. Les méthodologies répondent a
des criteres de validation et sont applicables f@aonduite d’études de monitoring dans les sysgem
aquatiques.

Les méthodologies analytiques développées ontpjtiqaées a I'étude des APEO dans les
stations d'épuration. Les études menées, en Fraee2002 a 2008, permettent de conclure a
l'ubiquité des métabolites d’APEO dans les sitasdiés. Les observations conduites permettent
d’affirmer que les formes linéaires d’APEO ne sprésentes ni dans les entrées de STEP (preuve

gu’elles ne sont pas présentes dans les mélangiesnihy ni dans les sorties de STEP, ni dans les
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boues. Au travers des processus mis en ceuvre danSTIEP, on observe une diminution des
concentrations de NPEO et la génération, au coeireedtains processus, de nouveaux métabolites
NPEC qui peuvent étre majoritaires dans les effaiele station d’épuration. Les phases solides en
suspension, bien que fortement diminuées duramtHases de traitement (que I'on s’intéresse a leur
charge contaminante ou bien a leur concentratiors ¢ phase aqueuse), peuvent apporter plus de
50% de la charge contaminante finale pour les ceégmdes plus hydrophobes, le 4-NP et le 4-
NP1EO, et apparaissent comme des stocks secondsfi@staires a la dégradation et susceptibles de
participer a la dispersion des APEO vers les sysséamquatiques récepteurs.

La considération seule du 4-NP pour estimer legugs induits par la présence des APEO
dans les systemes aquatiques apparait comme gasuéfi Par comparaison a d’autres pays européens,
notamment I’Allemagne, les données générées nelspnhpas mettre en évidence de diminution de la
contamination des systemes par les APEO en conség|de leurs restrictions d'usages.

Cing années de monitoring, de 2002 a 2006, deubdérst de la Seine permettent de conclure
en une contamination chronique de I'estuaire parABEO et leurs métabolites de dégradation. La
phase dissoute apparait dominée par les NPEC hkesep particulaires par le NP et le NP1EO. La
distribution relative apparait similaire dans liegte a celles des effluents de stations d'épuratio
Dans la phase dissoute, des phénomeénes de diktimnmis en évidence des lors que linfluence
marine est présente ; au contraire des phasesyaitteés pour lesquelles des phénoménes de dilution
(en pg.g) apparaissent tout au long de I'estuaire en caresée du bouchon vaseux. Ces derniéres
apparaissent comme des stocks secondaires, réfacéala dégradation, participant a la dispersion
des APEO vers le milieu marin. L’étude des soueceermis de mettre en évidence que la mégapole
parisienne, via ses constants apports industrielslognestiques, est la source principale de
contamination de l'estuaire. Une étude du bassirsave (Seine aval) montre également une
contamination chronique des principaux affluent$estuaire aval. La distribution et 'abondances de
métabolites semblent liées au degré d’anthropisat®leurs bassins versants. Les études entreprises
permettent de conclure que le systeme présentelymamique propre et que la considération seule
des concentrations pour évaluer son état de coméimn chimique peut conduire a des interprétations
erronées. Ainsi, la prise en compte des flux ddupots entrants dans I'estuaire semble mettre en
évidence gqu'’il n’existe pas de dynamique saisoenikans la distribution et 'abondance des APEO.

L'estuaire de la Seine apparait significativemduns pmpacté par comparaison a I'ensemble
des autres sites étudiés que ce soit les estuamemtidaux de la facade ouest: les estuaires de la
Gironde et de I'Adour, les Baies de la Vilaine et |tAuthie ou la Rade de Marseille. Ainsi, une
contamination généralisée des systémes dulcagsjcelgtuariens et marins par les métabolites
d’APEOQO est mise en évidence. Quel que soit le Bystéonsidéré, les phases en suspension semblent
jouer un role important, de puits et de vecteuassde cycle biogéochimique des substances étudiées
De plus, lorsque des organismes biologiques (passeb mollusques) ont pu étre échantillonnés et

analysés, des phénoménes de transferts ont éténndéigidence. Ils confirment un faible potentiel de
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bioaccumulation et de bioamplification dans lesiiba trophiques ainsi qu'un fort potentiel de
métabolisation comme suggéré par les fortes corat@nts en métabolites d’APEO, a I'exception du
NP1EC, mesurées dans la bile (siege de la métabofi} des poissons échantillonnés.

La présence des métabolites d’APEO, notamment ledsli’s des concentrations susceptibles
d’engendrer des effets toxiques dans les systemestigues confirme le risque posé par cette classe
de molécules. Et ce d’autant plus si 'on considgue, comme ont pu le mettre en évidence ces
travaux et d’autres publiées antérieurement, leE@Bont présents en mélange, des effets additifs et
synergiques sont ainsi susceptibles de se dérouler.

Concernant les substances pharmaceutiques, lesukrantrepris ont permis de mettre en
évidence une contamination significative des sysgaquatiques, dulgaquicoles et marins par les 21
molécules pharmaceutiques sélectionnées dans étettie en lien avec des rejets chroniques des
stations d’épuration. Ces dernieres présententfiivacité extrémement variable quant a I'abattetmen
des molécules, certaines molécules apparaissamhea#fractaires, notamment la carbamazépine, le
diclofénac et les antidépresseurs (le diazépamfluexétine, le nordiazépam). Méme si les
concentrations mesurées dans les phases solidesiadérées, elles peuvent néanmoins présenter un
réle significatif dans la contamination des phasgseuses et participer a la dispersion des mokecule
dans l'environnement. Méme si les concentrationsumies dans I'environnement sont largement
inférieures aux valeurs susceptibles d’engendrereffets toxiques, il n’en demeure pas moins qu’un

risque chimique lié a leur présence existe.

Les perspectives sont nombreuses :

1) Il conviendra de poursuivre les développementsyigaes afin d’améliorer la fiabilité
des données générées. Pour les APEO et le BPranispbsition vers des méthodologies reposant sur
la spectrométrie de masse en tandem permettra litmeréla spécificité et la sensibilité des
méthodologies analytiques. La participation a desraces d'inter-calibration dans l'attente d’'une
matrice certifiée qui apparait plus que jamais sga@iee, notamment dans un contexte réglementaire,
permettra d’améliorer la robustesse des méthodedagiistantes.

2) Les premiers développements sur les échantillosnguégratifs apparaissent comme
prometteurs. Néanmoins il apparait essentiel despowe les investigations concernant la calibratio
des échantillonneurs, notamment la déterminatianfdeteurs affectant de maniere significative les
taux d'échantillonnage et l'affinage des Rs par déploiements dans des milieux artificiels
(mésocosmes) plus complexes que des unités expdalee de laboratoire afin d’obtenir un outil
guantitatif. Il conviendra également d’étudier &pacité d’autres échantillonneurs intégratifs (SPMD
Chemcatcher®) a échantillonner les 3 classes detaulgls retenues. Enfin si certains verrous
apparaissent comme persistants, il conviendraftécihé a une autre maniére de déployer ces outils,

notamment par des déploiemeesssitu
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3) L'interprétation statistique des données générdams le cadre du programme
AMPERES devra permettre d'évaluer les différentdierés d’'assainissement présentes sur le
territoire quant a leur efficacité a abattre la teomnation par les APEO et les substances
pharmaceutiques, dans un premier temps. De pllespefmettra d’évaluer les futurs processus et
notamment les traitements tertiaires quant a Ifioaeité a abattre les molécules. Dans un plugelar
contexte, un travail d’identification des produissus de la dégradation (formes bromées, formes
chlorées, CAPEC pour les APEO ; formes broméesndsrchlorées, métabolites de biodégradation
pour les substances pharmaceutiques) devra étdritoau regard du risque écotoxicologique gu’ils
peuvent représenter.

4) 1l conviendra également de poursuivre les étudesudeeillance du milieu entreprises au
cours de ces travaux, nhotamment au niveau de digstde Seine et de la Calanque de Cortiou, afin
d’évaluer I'état de contamination chimique des eau¥a suite des évolutions des processus de
traitements des eaux usées entrepris sur les bassinants respectifs (mise en place de Géolide,
évolution de la station d’Acheres).

5) La poursuite de travaux de recherche interdis@pi@s permettant de relier la présence
de ces contaminants seuls ou en mélange a des &ff@jues dans les milieux naturels demeure un
enjeu majeur. Le développement d’approches de ‘fgpaluation Direct Analysisqui repose sur la
combinaison d'un fractionnement associé a des s@despermettant de mettre en évidence les
molécules ou mélanges de molécules responsabliésts’ebservés) et d’une approche analytique par
des techniques de masse de haute résolution @mettre de masse en tandem, temps de vol, trappes

a ions ou association de ces différentes techniggerait comme pertinente.
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Cette partie s'attache a présenter les dix pulidicatissues de ces travaux de thése. Elles
peuvent étre organisées comme suit. La premiérécptibn (publication n°1) est issue d’un travadl d
synthése bibliographique portant sur les méthodetod’'analyse des alkylphénols-polyéthoxylés dans
les matrices environnementales et analyse lesipaux verrous qui demeurent dans les méthodes
analytiques. Les trois publications suivantes stg publications analytiques ayant pour objets les
développements méthodologiques et analytiques misoseivre pour conduire ces travaux de
recherche : analyse des matrices aqueuses (pulidét?), analyse des matrices solides (publication
n°3) et analyse des matrices de stations d'épuargpablication n°4). La cinquieme publication
présente les premiers résultats relatifs au dépelopnt de nouvelles approches d’échantillonnage
POCIS. Les deux publications suivantes résumentdssltats marquants obtenus a l'issue des 5
années de suivi sur I'estuaire de Seine : étuda geesence et devenir des alkylphénol-polyéthexylé
(Publication n°6), étude des sources (publicatiof).reEnfin les trois publications suivantes peremett
de fournir des éléments quant a I'état de contaimimades systémes littoraux par les alkylphénol-

polyéthoxylés (Ppublications n°8 et 9) et les sahsts pharmaceutiques (publication n°10).
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Publication n°1

Analyse des alkylphénol-polyéthoxylés en C8 et C®@e leurs métabolites dans les matrices

environnementales - une revue

Sophie Lardeux-Fontan, Hélene Budzinski*

Université Bordeaux 1, ISM-LPTC UMR 5255 CNRS
351 crs de la libération 33405 Talence Cedex

Auteur Correspondant* : h.budzinski@ism.u-bordeafnx1

Résumé :

Depuis les années 90, un intérét croissant ad#té p I'étude de la présence et du devenir
des alkylphénol-polyéthoxylés et de leurs métabslidans I'environnement, conduisant a la
publication de plusieurs centaines de travaux dberehe. Cet article passe en revue les méthodes
analytigues couramment employées pour surveillsr a@mposés dans les systémes aquatiques et
présente les nouvelles tendances dans les dévateppeanalytiques conduits dans les laboratoires. |
couvre I'ensemble des protocoles analytiques depéihantillonnage jusqu’a l'analyse finale et
souligne les manques dans les démarches de wafidatialytique qui peuvent conduire a la

production de données quantitatives incorrectes.

Mots-clés : alkylphénols, alkylphénol-polyéthoxylés, aciddkyphénoxyacétique, matrices

environnementales, méthodologies analytiques, atidid.

Pour soumission & Trends in Analytical Chemistry
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Analysis of G and Gy alkylphenol-polyethoxylates and metabolites in enkonmental matrices -

A review

Sophie Lardy-Fontan, Héléne Budzinski

Université Bordeaux 1, ISM-LPTC UMR 5255 CNRS
351 crs de la libération 33405 Talence Cedex

"Corresponding author: h.budzinski@ism.u-bordeaux.f

Abstract

A growing interest has been taken in the occurremcefate of APEOs and their metabolites
in the environment since the 9®ading to hundreds of publications. This papeiesgs the state-of-
the-art analytical methods currently used to maniteese compounds in aquatic systems and
highlights some new trends in laboratory developgmé#éncovers all the analytical protocols from
sampling to final analysis and is emphasize fadume analytical validation which can lead to

erroneous quantitative data.

Keywords: alkylphenols, alkylphenol-polyethoxylateslkylphenoxyacetic acid, environmental

matrices, analytical methodologies, validation.

1-Introduction

The occurence and fate of alkylphenol-polyethoxgdatAPEOS) and their metabolites have
been largely documented for the last ten years)wide. It can now be assumed that they are
ubiquitous contaminants of the environment, esfigcitne persistant, ultimate biodegradation
products: shorter chain APEOs, alkylphenols (AR#ylphenoxypolyethoxyacetic acids (APECS),
carboxyalkylphenoxypolyethoxyacetic acids (CAPEQC®Ing et al., 2002; Vazquez-Duhalt et al.,
2006; Soares et al., 2008). Moreover, the mainrenmental concern is that they display oestrogenic
capabilities at measured environmental concentrsiti@ee review by Ying et al., 2002; Vazquez-
Duhalt et al., 2006; Soares et al., 2008). Follgtimeir inscription as priority dangerous substarine
Europe, the nonylphenols (NPs) and the nonylphpalykethoxylates (NPEOS); the octylphenols (OP)
and octylphenol polyethoxylates (OPEQOs) have bherstibject of prohibition of use and marketing
for large fields of uses (Soares et al., 2008). eMoecently, Environmental Quality Standards
expressed as an annual average value (EQS-AA) Rg &hd OPs have been published by the
commission of the European Communities (Loos e2808). The values are as low as 0.3 hgrd
0.1 pg.I', respectively. Some reviews have been publishedrzmy general analytical aspects (Lee,

1999), sample preparation aspects (Petrovic andeRBar 2002) and mass spectrometry aspects
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(Petrovic and Barcelo, 2001; Lopez De Alda et2003). Some raised questions about the validity of
environmental data, due to the absence of striatityuassurance procedures or proficiency testing
Loos et al. (2008). In fact, regarding the hetenaify of published data (Soares et al., 2008), one
needs to be contious that some of these data nftgy fom failures in global analytical strategias
highlighted by the first European intercomparistudyg for the analysis of NPs and OPs in surface
waters (Loos et al., 2008).
Even if APEOs and metabolites in environmental oasr have been studied for a long

time, it is still striking to find such heterogetyenf terms and nomenclatures. By consequence, it

might be necessary to specify what we are talkbayta

Table 1: General chemical structure of the investig compounds

Abbreviations Molecular weight (g.mol?)
o 4-AP
) AP R: CgH17 4-OP (p-OP) 206
P R: CoHy1 4-NP (p-NP) 220
R
para-Alkylphenol
o &
e Ton 4-AP,EO R: GH;; 4-OP1EO (p-OP) 250
: p-AP,EO R: GHy;  4-NP1EO (p-NP) 264
R
para-Alkylphenol-monoethoxylate
0. gz gz OH
o e 4-AP,EO m= 1 ethoxy units CHCH,-O = 44
iz m A, p-AP,EO .
0<m<100, typical 0<m<15

R

para-Alkylphenol-polyethoxylate

| R: GgHy7 4-OREC (p-OP) 264

o. c=="0
RN 4-APEC :
Jij PABEC R GHy  4-NPAEC (P 278

R
para-Nonylphenoxyacetic acid

Hz Hy
0. Cc C OH
EH:/ \‘ﬂ/ Y AAPEC m= 1 ethoxy units CHCH,-O = 44
’ m |l n 0<m<100, typical 0<m<15
R

para-Nonylphenoxypolyethoxyacetic acid

NP is manufactured by the alkylation of phenol witbnene isomers. Therefore, it is
expected that commercial NPs would be a mixtunganh substituted monoalkylphenols with various
isomeric and branched nonyl groups. Technical rgveiol (usually CAS 84852-15-3), which is a
complex mixture of isomers (leda et al., 2005)gatners (Wheeler et al., 1997), chiral nonyl groups
(Zhang and Chen, 2006) and contain traces of dutylpls and decylphenols (leda et al., 2005), is
usually referred to as 4-NP orNP. It can countain theoretically 211 kinds ofnsrs leda et al.

(2005) reported that bidimensional gas chromatdgragpupled to mass spectrometry enabled the
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identification of 102 components o-NP. Among possible isomeric forms, the linear of-n-NP or
p-n-NP), exhibits different physicochemical properteasl toxicological propertiesVazquez-Duhalt
et al., 2006)and is not found in the technical mixturwheeler et al., 199. The same kind of
considerations can be taken for OP which presemidamers: th technical one which is the branck
para-tert-octylphenol (40P, p-t-OP; CAS (140-68)) and the linear one which is the octylphe
(p-n-OP or 4n-OP; CAS 180&264); the linear form should not be found in the eowment (se:
Figurel adapted fromoos et al., 200t

Z Field 4-.OP H 205 > 133
Standard 4-n-OP JI‘. 205 > 106
JAN
" 16 " 20 2 24 26 P 0 &= —~
Freld ’\ 4-NP 219>133
S
Standard p\é\!P 219> 133
e
Standard A 4-n-NPgs 227 > 112
J N\,

Figure 1:Alkylphenol chromatograms from Loos et al. (20

First, this paper aims to describe s-of-the-art techniques commonly used in the anal
of Cs-Co-APEQOs and metabolites in environmental matricesprisiously mentionned, reviews he
been made in the past. As a consequence this papering the last decade will focus on papers 1
the period 2002008. Secondly, this paper will emphasize newnds in environmental surveys a
try to highlight the failures regarding methodokajiaspects and validation processes that stid e

be overcomed to face up to the next challengesgflatory environmental surve)

2-Analytical methodologies

In order to detect, identify and quantify APEOs anetabolites in environmental matric

analytes need to be isolated from the sample matidixconcentrated to some extt

2-1-Aqueous matrix

2-1-1 Sample treatment from sampling to extrac

a) Sampling

As Petrovic and Barcelo (20C noted, sampling and sample preservation are oft

importance in any analytical procedure. Faced tiehubiquity of APs in the environment, one ne
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to keep in mind the respect of the representatigitgl the integrity of the samples throughout
analytical methodologies. Generally, samples afieated in amber glass bottles to prevent sorption
and photodegradation phenomena; a wide range efl@aming procedures exists: heating (450°C),
solvents washings with acetone or methanol (Quanttnal., 2007; Céspedes et al., 2008). Samples
are usually transported in a cooled portable refetpr and stored at 4°C until treatment (Table 2).

b) Filtration

Most studies usually imply a filtration step. Ircfathe consideration of total aqueous phase
can lead to: - a partial extraction of compoundbed to suspended solids; - a filling during thikdso
phase extraction procedure which can affect thieiefifty of extraction. The use of glass fibre fite
is commonly reported but heterogeneity of poresstan be pointed out (1.6 um: Fiedler et al., 2007;
1.2 um: Jahnke et al., 2004; Lagana et al., 2064;4dt al., 2008; 0.7 um: Céspedes et al., 2008; 0.4
pm: Petrovic et al., 2003; Gonzalez et al., 2004etLal., 2008; 0.22 um: Ballesteros et al., 20064a;
Zafra-Gomez et al., 2008). Regarding the occurresfcdPEO metabolites (APs, ABEOS) in
suspended solids (Ying et al., 2002; Vazquez-Duttadd., 2006; Soares et al., 2008), these dispgarit
in procedures make comparisons difficult or implolesi

c) Conservation of samples

As APEOs are readily biodegradable, the questiothefconservation from the sampling
time to the extraction time appears to be cru@atservatives such as formaldehyde (Lara-Martin et
al., 2006), acidification (Baugros et al., 2008vdebeen used, prior or after filtration, to avoid
biodegradation phenomenon. As their use can dlgechemical composition of the sample and need
stronger evaluation (time and cost consuming)ythees are not so common. Consequently, in most
cases, all the analytical procedure is conductdtinvihe 24-48 hours following collection of the
samples (Table 2).

2-1-2 Sample extraction

Since 2005, a standardised protocol (ISO 188576ERfbr the measurement of NPs in non
filtered water has been published and has recomadaetiduid liquid extraction (LLE); a second
methodologie, using solid phase extraction (SPE$, theen developped and is under approval (ISO
18857-2:2005). Classical extraction techniquesiestlsublation, steam distillation, LLE (Lee, 1999)
have been supplanted by SPE which is nowadaysahdard one. HLB and Gg are by far the most
commonly used sorbents for the extraction of bathtral and acidic alkylphenolic compounds (Table
2). Typical extracted volumes are of 100-500 ml Vemstewater treatment plant (WWTP), 500-
1,000ml for natural samples (river water, marindenatap water). Desorption is generally achieved
with methanol, acetone, dichlomethane or their uned (Table 2). Typical ranges of recovery are
higher than 80% (Table 2).
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Quintana et al. (2007) applied stir bar sorptivetraotion (SBSE) coated with
polydimethylsiloxane (PDMS) for the analysis of @&dic and polar organic polluants in river water,
tap water and wastewater; the optimized methodopmgynitted an average recovery of 28% for 4-NP
and 51% for 4-OPTan et al. (2008) reported recoveries of 11094dP and 35% for 4-t-OP for an
optimized SBSE (PDMS) methodology applied to wastew Basheer et al. (2005) designed
polymer-coated hollow fiber microextraction (PC-HEMcoated with hydroxylated polymer. PC-
HFME showed high extraction efficiency, sensitivetygd selectivity and was successfully applied to

the marine waters of Singapore.
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Publications

Reference | Compounds Matrix Sample preparation Volume Extraction methodologie Purification methodologie Aalytical methodologie
investigated Filtration Conservation (ml)
Lietal. MRA . T: 4°C; ) activated Derivatization: BSTFA
(2008) 71.0P river water 0.45um “cidication 1,000ml LLE dichloromethane florisil hexane (7 ml) | GC-MS (SIM (prior to purification)
4-NP 0,01M; (HCI)
MRA inf: glass fiber ) ]
Hor;r:)((e)get al wastewater filter 589/2 <T'14 C‘k 1,000ml BO;S(EIUt methanglé;jsl((:)hlo/romethane af(I:tl\{aFIed hexane (7 ml) GC-MS (Full scan)
(2008) 41-0P inf, eff. fluted wee (50/50; vv) orisi
2-NP filter 597.5
Lee et al. MRA T: 4°C; SepPack ) activated Derivatization:
(2008) 25.0P water 1.2um dark 1,000ml vac, G dichloromethane florisil+ hexane (15 ml)] GC-MS (SIM MSTFA (prior to
4-NP < 72 hours NaSO, purification)
Fiedler et al. MRA T:-20°C; methanol/dichloromethane dichloromethang S
(2007) 24.0P water 1.6pum before filtration JT baker G (50/50; VIv) NaSO, (50 mi) GC-MS (SIM) | Derivatization: BSTFA
4-NP
Tan etal. MRA wastewater NR 10ml SBSE (PDMS) NR TD-GC-MS (SIM)
(2008) 4-t-OP
4-NP
Tanetal. | MRA tewater | CENMugation 1,000ml | OASIS HLB methanol NR GC-MS (SIM) | Derivatization: BSTFA
(2007) 21.0P wastewater 3,000g; 4°C; 30 ,000m - (SIm) erivatization:
4-NP min n-hexane/acetone (50/50; v/v)
Quintana et MRA wastewater, NR LD-GC-MS Derivatization:
al. (2007) 4-t-OP river water SBSE (PDMS) NR (SIM) MTBSTFA
4-NP
Ballesteros 4-t-OP wastewater | centrifugation T: 4°C; dark 500ml | Lichrolut RP| diethylether/methanol (90/10; NR GC-MS (SIM) Derivatization:
et al. (2006) 4-NP 0.22um < 48 hours Cis Viv) BSTFA/ TMCS
Basheer et MRA R
al.(2005) 2.0P sea water NR PC-HFME NR GC-MS (SIM)| Derivatization: BSTF
4-NP
Kawagushi MRA . e TD-GC-MS | Derivatization: In tube
etal. (2005)] atop | "Verwater NR Tac 2ml SBSE NR (SIM) silylation BSTFA
4-NP
MRA idificati hyl
- acidification ethylacetate;
Baugros et 4-NP Millipore YT30 - '
al. (2008) Z-7-NP wastewater 142 HW pH 3 <24 300ml Strata G ethylacetate/acetone Silicg RPLC-ESI-MS-MS (MRM)
hours acetone
4-NP,EO
4-NP,EO
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4t-OP

4-OREO

4-OREO

Zafra-
Gomez et al
(2008)

MRA

4-0P

4+t-OP

4-n-NP

wastewater

centrifugation
4500rpm, 10min

0.22um

T: 4°C;
< 48 hours

Lichrolut RP
C18

diethylether/methanol (90/10;

vIv)

NR

RPLC-APCI-IT-MS

Loos et al.
(2007)

MRA

4-NRP.EO

4-NP,EO

4-NPEO

4-NPEO

4-NP.EC

4-NP,EC

4-NPEC

4-OREO

4-OREO

4-OREC

4-OREC

4-OP

4-NP

wastewater,
marine water|

decantation

T:5°C;
< one week

400ml

OASIS HLB

methanol/acetone/ethylacetg
(2/211;viviv) 0,1 % formic
acid

NR

RPLC-ESI-MS-MS (MRM)

Cespedes e
al. (2007)

4-NPEO

4-NPEO

4-NRP,EO

4-t-OP

4°NP

wastewater,
river water

successive
filtration: 1.0um,

0.7um and 0.45um

0.45um

T: 4°C;
Overnight

influent:
100ml

effluent:
200m

500 ml

Lichrolut RP
Cus

methanol/dichloromethane
(90/10; viv)

NR

RPLC-ESI-MS (SIM)

Lara martin
et al. (2006)

MRA

NP1 EO

OPRPEC

NP.EC

sea water,
river water

NR

addition of
4%
formadehyde
T: 4°C;

100ml

BondElut
Cus

acetone/methanol (50/50;
viv);
dichloromethane/ethylaceta
(50/50; viv)

[¢]

NR

RPLC-ESI-IT-MS

Jahnke et al
(2004)

4-NP.EO

4-NP,EO

4-NPEC

4-OREO

4-OREO

4-OREC

4--OP

wastewater

1.2um

T: 4°C;
Overnight

1,000ml

OASIS HLB

methanol
dichloromethane

NR

RPLC-ESI-MS-MS (MRM)
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4-NP

methanol/dichloromethane

NR

RPLC-ESI-MS-MS (MRM)

Lagana et al

MRA wastewater,

4-NP river water

1.2pum

T: 4°C;
<36hours

Influent:

1,000ml

OASIS HLB

(50/50; viv)

(2004)

Gonzalez et
al (2004)

4-NP.EO

4-NP,EO

4-NRP,EO wastewater,
n:3-15 marine water|

4-NP1EC

4-t-OP

4-NP

0.45um

T: 4°C;
< 48 hours

Influent:
100ml;

Effluent:

200ml

500ml

IST Cig

methanol

NR

RPLC-ESI-MS (SIM)

Petrovic et
al. (2003)

4-NP

4-NPBr

4-NPCI

4-NREC
wastewater

4-NP,ECBr

4-NP,ECCI

4-NP,EC

4-NP,ECBr

4-NPECCI

0.45um

T: 4°C;
< 24 hours

500ml

Accubond
C18

methanol

NR

RPLC-ESI-MS (SIR)

RPLC-ESI-MS-MS (MRM)

MRA Multi Residu Analysis; NR Not Reffered
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2-1-3 Sample purification

Purification of the agueous matrix extracts cancbmplex to achieve depending on the
studied compounds. It did not appear as a limisitegp when considering APs and short chain APEOs
which display similar physichochemical propertiexd gor which purification can be achieved on
silica gel and elution performed with hexane ohtlicomethane (Fiedler et al., 2007; Lee et al. 8200
Li et al., 2008; Hohne and Puttmann, 2008). Orctirgrary, things appear tricky should you consider
both APEOs and APECs; in fact APECs, due to theircfionnal group, are trapped during the
purification step on silica gel or amino propyl peaTo the best of our knowledge, until now no
purification methodologies exist for both APEOs #RECs.

2-1-4 New trends

The monitoring survey displays the objectives adniifying and quantifying numerous
molecules with a wide range of physicochemical proes. Although it provides many environmental
data, it relies on sacrificing specificity, whichrcgenerate numerous erroneous data. To perfoym ver
heavy environmental monitoring surveys and to perfecological risk assessment analysis, a need
for new tools has emerged. In this context, usgsassive sampling techniques should be mentioned
as being a powerful tool. When looking at the stdtthe art occurrence of APEOs in aquatic systems,
worldwide, one should be aware of the heterogeneitypublished data raising the question of
representativeness and reliability of data. To cwere those limitations, at a realistic cost, passiv
sampling devices, able to provide time weightedaye (TWA) concentrations, have been designed
and are commercially available. Polar Organic Cammgis Integrative Sampler (POCIS) have been
designed to trap hydrophilic to mid polar compouragl have been successfully calibrated and
applied to APEO metabolites (Arditsoglou and Vout208). Because they concentrate more or less
specifically pollutants, but not macromoleculesytipeovide cleaner extracts from an analytical point
of view by “on line purification” (steric exclusigraffinity of compounds for the sorbent), they are
quite easy to manage (Facility in terms of storaigeisport, conservation thanks to their compastnes
and their stability); POCIS are under extensivdieatson.

New trends in analyte extraction include less sulveonsumption, improvement of
extraction recovery, reproducibility and speed géaition, automation. The on-line coupled SPE
procedure, using fgcartridges, enables an approximately 300-fold meeantration of analytes, which
could be further enhanced by increasing the volofreample. NP and OP were analysed by on-line
SPE-LC-fluorescence detection (Rodriguez-Mozat €2@07). Three types of on-line cartridgess(C
and the styrene divinylbenzene polymer cartridgese tested, achieving LOD of 20 to 50 AgA
river water sample spiked with these chemicals avedysed and no interference with the peaks of the

selected analytes was observed (Rodriguez-Mozalz, 007).
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Molecular Imprinted Polymers (MIP) are syntheticlypoer materials with specific
recognition sites complementary in shape, size famdtional groups to the template molecule,
involving an interaction mechanism based on mobecuecognition. Because of their stability,
easiness of application and low cost, they appsanaattractive analytical alternative (Pichon and
Chapuis-Hugon, 2008). Guerreiro et al. (2008) rédgaesigned a MISPE technology for NP with
99% efficiency of recovery, it can be a powerfudltior sample pre-concentration and environmental
analysis of this class of compounds. As Pichon @hdpuis-Hugon (2008) reported such tools can

also be powerful for purification purposes.

2-2-Solid matrix
2-2-1 Sample pre treatment

As mentioned previously, care has to be taken soirenthe representativity and integrity of
the samples; Petrovic and Barcelo (2002) higligltethe key points. The common approach is to
freeze-dry samples (in order to remove water) gooextraction (Petrovic and Barcelo, 2002; Liu et
al., 2004) (Table 3). After freeze-drying, solidrgdes are then homogenized, grounded to powder,
sieved (various sizes of exclusion: 100 um Aparétial. (2007), <0.63 um Lara martin et al. (2006),
120 pm Cespedes et al. (2007)) before storaged bl

2-2-2 Sample extraction

Several extraction techniques are currently usadication (Aparicio et al., 2007; Nunez et
al., 2007; Pojana et al.,2007), Soxhlet (Li et2008), Microwave Assisted Extraction (MAE) (Liu et
al., 2004), Pressurized Liquid Extraction (PLE)t(Péc et al., 2003; Gonzalez et al., 2004; Lara-
Martin et al., 2006; Andreu et al., 2007; Céspedesal., 2008). “Old” generation extraction
methodologies, sonication and Soxhlet are timesahent consuming but still largely used nowadays
(Table 3). The extraction step is usually carriatdwith dichloromethane, methanol, hexane, acetone,
methyl tert-butyl etheor their mixtures (Table 3). Generally, recoveaes more variable théor the

liquid phase, comprised between 20 to 120%, depgrmh the compound and the matrix (Table 3).

2-2-3 Sample purification

Suspended solids, sediments, sludge or soils gisgd@ious complexities (presence of
variable levels and kind of organic materials, preg of polymers, biological contents, etc...) ibut
any case need strong purification steps beforenthtmgraphic analysis. As publications usually refer
to both aqueous and solid surveys, purificatioacisieved with the extraction procedure developed fo

the aqueous phase (Table 3).
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Table 3: Global analytical methodologies for thedgtof APEOs, APs and APECSs in solid matrices.

Reference Qompgunds Matrix SarT]pIe preparation . Quantity Extraction methodologie Purification methodologie Aalytical methodologie
investigated Preparation Conservation | extracted
(a)
Tan et al. MRA sludge | centrifugation NR 1 SBSE (PDMS) NR TD-GC-{88V)
(2008) 4-t-OP 9 9 9
4-NP
. MRA copper acetone ) derivatization:
Izlz(e;tozl) 2t.0P sediment freeze drying T:-20°C NR Soxhlet dichipethane | activated+ (ign\';lﬂ)s BSTFA (prior
N&SCs to purification)
4-NP activated hexane
4-NP soil. sonication- water/methanol
Nur;(e);st a2 NPEO sediment. NR 2g assisted DSCas methanol; acetonitrile g';::g';llu ©
( ) 4-NP,,EO compost extraction in (30/70; viv) -Hluo
and sludge small columns
) MRA sludge; sludge: oven . o
Gatidou et al ! dried o T:-18°C sludge: L water/methanol (3/5] Sep-pack dichloromethane/hexane (4:1;; GC-MS derivatization:
(2007) 4-n-NP suspended | dried at40"C. | " S 1 01.0.03g| SOMication VIv) c VIV) (SIM) BSTFA
4-NP1EO solids grinded usinga| 4 D030 18
4-NP2EO mortar and pestlg
Aparicio et MRA freeze drying and shaking.
aT (2007) 4-NP sludge sieve <fOOg m NR 0.5g sonication hexane NR GC-MS (SIM)
: 4-NP1EO H (twice)
4-NP2EO
4-NP,EO ; dnvi
reeze drying. : . )
Cespedesef 4-NPEO 2 . assisted solverjt acetone/methanol | Lichrolut methanol/dichloromethane
al. (2007) [ 4-NREO sludge | homogenized; | T:-20°C; 29 extraction (50/50: viv) RP Gs (90/10; VIv) RPLC-ESI-MS (SIM)
sieve 120pm
4t-0OP
4-NP
4-t-OP
2.NP left to c;ry at room
T°C. during 24 .
Andreu etal| 4-NREO ) ] polyethylene assisted solverit  acetone/hexane Cisglass
(2007) 4-NP,s EO sludge. soil 2mn:lc;liJer\S/’e and| Doxes scaled 59 extraction (50/50; viv) column methanol RPLC-APCIMS (SIM)
4-OP.sEO .
homogenized
4-NPs.1sEO
4-OR,.1sE0
Lara martin MRA dried in a heater assisted solvent methanol in presence BondElut acetone/methanol (50/50; viv)
Leramatn | NPLEO sediment | (75°C); milled T a%c: 4 sisted sol N S& P o dichloromethane/ethylacetate RPLC-ESI-IT-MS
: OPEC and sieved @ 18 (50/50; viv)
NP.EC 0,63um
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MRA
Gibson et al soils; sieved to 25g soll acetone/hexane
’ . N <2.0mm; mixed NR 0.75g Soxhlet ) SPE (CN) hexane/ether (50:50; v/v) GC-MS (SIM)
(2005) biosolids ) . (50/50; viv)+ NaSO,
4-NP with Na&SQy in a sludge
freezer for a
night); grounded
Patrolecco e A suspended o ur)til - | sediment:
al. (2005) 4-NP solids. freeze drying; | Preparation; g, | tweens0 tween 80 She RPLC-Fluo
) 4-NP,EO sediment then stored at 9
4-NP,EO room T°C;
brown alass
Pojana et al. MRA . addition of e sediment: o methanol/acetone
(2006) NP sediment HgCI2; Freeze T:-30°C 20g sonication (80/20: VIv) NR RPLC-ESI-IT-MS
4-NPEC drying
Liu et al. MRA ) drying. oven at microwave Silica gel+ ) GC-MS | derivatization:
(2004) 25.0P sediment 100°C. 4 days NR 59 assisted methanol N&:SQ, ethylacetate/hexane (40/60; v/y) (SIM) BSTFA/
4-NP extraction TMCS
Canteroetall  OR:-1EO sludge freeze drying. T: 4°C 0.1g coacervative SDoS NR RPLC-APCI-IT-MS
(2004) NP:EO ground <0.5 mm extraction
4-NP,EO ; dnvi
reeze drying. .
Gonzalezet| 4-NPEO ) S oo assisted solverjt acetone/methanol
al 2004 2NPLEO sediment h(?mogenlzed, T: -20°C 5¢g extraction (50/50; vIv) IST Cis methanol RPLC-ESI-MS (SIM)
sieve 120pm
4-t-OP
4-NP
4-NP
4-NPBr
4-NPCI ifugati
Petrovic et 4-NP.EC sludae ceArr;(r)lOu?amlon T -20°C 1 assisted solver|t acetone/methanol | Lichrolut RPLC-ESIMS (SIR)
al. (2003) | 4-NPECBr 9 pm. : 9 extraction (50/50; ViIv) RP Gs RPLC-ESI-MS-MS (MRM)
freeze drying
4-NP.ECCI
4-NP,EC
4-NP,ECBr
4-NP,ECCI
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3-Analytical techniques

Among the different analytical techniques used tfer analysis of APEO metabolites in
environmental matrices: liquid chromatography cedplto mass spectrometry (LC-MS), gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-&8)the most widespread ones and have
supplanted other ones. The choice of the technigually depends on the metabolites selected

regarding the ranges of physicochemical propettieg display.

3-1-Gas chromatography

The low volatility of surfactants, APs and APEOs&M) limits the application of GC-MS for
their analyses because a derivatization step isiresty The advantages of better sensitivity (detact
limits lower than ngt or ng.g', Table 4-5) reached by GC-MS are offset by lossiroé due to
sample preparation and possible loss of samplagltine additional manipulation. Nevertheless, GC-
MS is still largely used for monitoring purposemaig at 4-NP and 4-OP; especially because it is
less susceptible to matrix effects than LC-MS (thua stronger ionization process). Furthermore, its
main advantage relies on its application with sphése microextraction (SPME) and stir bar sorptive
extraction (SBSE methodologies) (Table 2-3). Usingrious derivatization agents (N,O-
bis(trimethylsilyltrifluoroacetamide (BSTFA), N-Meyl-N-(trimethylsilytrifluoroacetamide
(MSTFA), pentafluoropyridine) APs, APEOs, APECs &WPECs (Liu et al., 2004; Basheer et al.,
2005; Ballesteros et al., 2006b; Tan et al., 2@Drintana et al., 2007; Bai-Juan et al., 2007; Eiedt
al., 2007; Li et al., 2008) have been extensivallgzed using by GC-MS.

3-2-Liquid chromatography

Separation of the APEOs according to the incredisaeonumber of ethoxy group can be
achieved by normal phase liquid chromatography IM&P- thus it leads to the co-elution of
homologues with the same number of ethoxy groupgifierent alkyl chains (e.g. 4-NPO and 4-
OP,EO) (2zwiener and Frimmel, 2004). On the contraguersed phase liquid chromatography (RP-
LC), which is by far the more widespread separatexhnique, separates compounds according to
their hydrophobic parts (alkyl chains); thus hongoies with different numbers of ethoxy units co-
elute (4-NREO and 4-NBEO). Moreover, it is sufficiently resolutive to septe linear forms of
APEOQOs from branched ones (e.g., 4-NP mixtures aneN®; 4-t-OP and 4-n-OP). In any case, the
association of NP-LC and RP-LC to mass spectronatoyvs to overpass co-elution phenomena and
allows the identification and quantification of ABE and metabolites. Electrospray (ESI), in both
ionization modes (negative and positive), is gdherased because it is more sensitive than
atmospheric pressure chemical ionization (APCld&mESI, APEOs show a high affinity for alkali

metal ions, resulting in the formation of alkalidadts [M+Na] in spite of protonated form [M+H]
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Major limitations are linked with the decreasindirify of APEOs for alkali ions when decreasing
number of ethoxy units and the fact that addudist+{a]) are poorly fragmentable (Zwiener and
Frimmel, 2004); thus the use of quaternary ammornsgiaurrently mentioned (Zwiener and Frimmel,
2004). It leads to the formation of ammonium adsdiet+NH,]. Jonkers et al. (2005) investigated the
occurence and formation of various types of addatt$PEOs under LC-ESI-MS analysis. Although
they highlighted some problems in adduct formatidiney finally concluded that a correct
quantification of 4-NFEO and 4-NBEO could be achieved; for longer chain oligomersyth
mentioned that a molar calibration followed by arection of the average molar weight was needded.
The analysis of alkylphenolic compounds is comdlexause of the existence of different
ethoxylate oligomers and alkyl-chain isomers. LC-M&s increasingly been used for the
determination of a full range of APs, APEOs, APEGAPECs and WWTPs by-products
(chlorinated, brominated forms) (Petrovic and Bbrc2002; Lopez De Alda et al., 2003; Jonkers et
al., 2005; Lara-Martin et al., 2006; Gonzalez et 2007). Several LC-MS-MS methods have been
recently reported for these compounds (Lopez De Aldal., 2003; Jahnke et al., 2004; Loos et al.,
2007; Loyo-Rosales et al., 2007); LC-IT-MS (Cantetaal., 2006); UPLC-Q-ToF MS (Gonzalez et
al., 2008). They allow reliable quantification oPEOs combined with a high accuracy; furthermore a

significant improvement of method detection limaswachieved (typical range under fy.|

3-3-Matrix effects

Matrix effects are the weak point of LC-ESI-MS, esjally LC-ESI-MS-MS (Taylor, 2005).
They occur when molecules co-elute with the compswof interest and affect ionization efficiency of
the electrospray interface resulting in signal egleanent and/or ion suppression. When occurring,
matrix effects affect both the precision and accyiat the method; ion suppression, for its paddie
to a decrease in sensitivity and higher limits ofumtification (Taylor, 2005). To overcome such
phenomena, further methodological strategies camaygied: extract dilution; more additional
purification steps; use of multiple and appropriatternal standards; improvement of separation
methodologies. By looking at the bibliography, fipaars that investigations to assess matrix effects
are usually absent from the validation criterialf€a5). Baugros et al. (2008) investigated matrix
effects on a wide range of polar pollutants (amitragn; 4-NP, 4-t-OP, 4-NBO, 4-NBEO, 4-OREO
and 4-OBEO) analyzed by LC-ESI-MS-MS and observed signifiaaatrix effects. They concluded
that the methodology of standard addition would the most reliable method for accurate

guantification, despite its costs and additionaktineeded.
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3-4-Trends

In Europe, the implementation of the WFD needs amprovement of analytical
methodologies. The European commission decisio@2/8%7/EC) Communities (2002) has specified
that for the confirmation of the identity of compumls a minimum of 3 identification points is
required. Consequently, it appears that classipgtaaches are not sufficient to provide quality
assurance. Thus, a need to develop new analytietlladologies is required. LC-MS-MS, which has
become the most widely used analytical tool in emental analysis, has been applied to the
determination of target analytes using MRM and ewhig high sensitivity and selectivity (Barcelo
and Petrovic, 2007). Its advantages are strengthleya@ recent enhancement in LC technologies and
implementation of ultra fast chromatography techgi@s (UPLE from Waters, RRLE from
Agilent) which are assumed to decrease analyticak,tto enhance sensitivity (by improving
resolution) and to decrease matrix effects. Gomzakeal. (2008) developed a UPLC-Q-ToFMS
methodology (Acquity &; 100mm; 2.1mm; 2.1um) for the study of variousssés of surfactants
among which APEOs (1 to 15 units), APECs and APsextile effluents; by comparing this new
methodology to previous ones (referring to LC (reeephase £ 100-250mm; 2.1-4.6mm; 3-5um)
separation) they achieved a 2 to 3-fold reductioarialytical times. Furthermore, the identificatan
degradation by products (Petrovic et al., 2003; Zatex et al., 2007), that may be toxics and of
environmental concerns, will rely on the use of neybrid mass spectrometric detector: hybrid
quadrupole time of flight mass spectrometer with/MS capability (Q-ToF) , hybrid quadrupole ion
trap mass spectrometer with MS/MS capability (Q{&pnzalez et al., 2007; Barcelo and Petrovic,
2007).
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Publications

Reference Compounds Matrix Sensitivity Recovery Quantitation Investigation
investigatec matrix effects
MRA LOD (ng.f | LOQ (ng.P) grab water spiked 500 ng(h=3)
Tan et al. 1 = —
(2008) wastewater ) SIN=3 S/N=10 ' :
4-t-OP 2 5 35+15% internal standard: 4-n NR
4-NP 2 5 110+15% NP
Tan et al. MRA LOD (ng.r) S/IN=3 recovery
(2007) 4-t-OP wastewater 1.0-5.0 63.5 internal standard: 4-n NR
4-NP 77.9 NP
LOD (ng.F) accuracy | accuracy | accuracy accuracy accuracy
MRA recovery | tap water | river water| well water | treated water| untreated water
) blank+3 SDblank. (500ng.t; | (500ng.t%; | (500ng.t; | (2,000ngt; | (2,000ngt; n=4)
Quintana et V\{astewater, n=4) n=4) n=4) n=4)
al. (2007) 44-0P river water 750 51+17% | 112+9%| 113+13%  94+13% 82+11% 125+15%]| internal standard:
4-0OP 21 24+15% | 86%12% | 81+12% 8018 % 59+3% 52+ 7% | pentachlorophenol- NR
4-n-NP 6 11+20% 73£7% 53+8% 47+6% 30+9% 47+8% 13C6
4-NP 310 28+18% 101+6% 103+9% 89+5% 84+8% 123+11%
LOQ (ng.1) directive spiked WWTP 0.05 spiked WWTP 0.250 . g
MRA 96%23/EC P ol (n5) P ol (nes) spiked WWTP 0.5 pgli(n=5)
Ballesteros
et al. (2006) wastewater
4-OP 30 98.0+4.1% 96.4+£3.7% 97.4+4.3% surrogate standard: no matrix effects
4-t-OP 20 104.04£3.8% 96.8+5.0% 103.4+4.1% bisphenol F
4-NP 20 96.0+4.2% 104.8+4.2% 100.6+3.8%
MRA LOD (pg.ml LOQ river water spiked river water spiked 1000
Kawagushi river water 1 SIN=3 (pg.mi?) 100pg.mt* (n=6) pg.mi* (n=6)
et al.(2005) SIN=1(
4-t-OP 2 10 93.3+11.3% 96.4+7.7% external calibration NR
4-NP 10 50 94.7+14.8% 93.3+11.0%
MRA LOD (ng.rY) | LOQ (ng.f spiked WWTP 500
S/IN=3 ) SIN=10 ng.r* (n=6)
4-NP 75 25 99+1.5%
4-n-NP 67 223 91+6.8%
Baugros et
al . (2008 4-NPEO wastewater 4.9 16 100+6.2% Yes, standard
4-NRPEO 0.7 2,3 102+1.3% standard addition Addition to
4-OP 220 734 91+3.8 % compensate
4-t-OP 19.2 64 9145.1%
4-OPEO 7.6 25 107+3.6%
4-OREO 38.8 129 10949.9 %
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MRA LOQ (ng.I) directive spiked WWTP 0.1 | spiked WWTP 0.5 pg?l spiked WWTP 1 pgi(n=6)
Zafra- 96/23/EC ug.k (n=6) (n=6)
Gomez et 4-0P wastewater 59 104.244.8% 97.2£3.3% 102.4%2.9% surrogate
al(2008) 4-t-OP 69 95+3.3% 101.2+3.7% 97.8+2.8% standard:bisphenol R NR
4-n-NP 51 97.5+4.1% 97.61£2.5% 102.0+£3.5%
MRA IDL (pg) | MDL (ng.I") spiked Milli Q water
v=5ul S/N SIN =3 0.1to 1 pgt
4-NP,EO 5 100 external calibration
4-NP,EO 50 10 external calibration
4-NPEO 20 5 external calibration
4-NPEC 2 1 external calibration
Loos et al. 4-NPEC wastewater, na na 4-NPEC
2007 4-NREC marine water na na 50-90% 4-NPEC not investigated
4-OREO 5000 100 external calibration too diificult
4-ORBEO 50 10 external calibration
4-OREC 2 1 external calibration
4-OREC na na external calibration
4-t-OP 50 5 external calibration
4-NP 50 10 external calibration +
internal standard 4-nf
IDL (ng) LOD water distilled water spiked| surface water spiked surface water spiked 10ug.|
v=25ul; | (ug."S/N 1ug.i* (n=6) 1ug.rY(n=6) (n=6)
S/N =3 =3
Cespedes e 2-NPEO wastewater, 09 012
al. (2007) 4-NP,EO river water 0.3 0.06 internal standards:
80-102% 87-105 % 79-113% NR
4-N3.4£O0 0.2 0.06 heptylphenol; DEHR
4-t-OP 0.1 0.06
4-NP 0.2 0.07
MRA MDL (ng.mf?*) S/N =3 recoveries (n=5) spiked
Lara martin marine water, reconstituted sea water
et al. (2006) NP1/ EO river water 72+ 4% external standards negligible in
OPEC 0.05-0.5 75+14% addition + internal surface water
NP,EC 71+17% standard (C16 LAS)
recovery of non dilute recovery of four fold . .
LOD water (ngf) S/N =3 extracts (spike 100-| diluted extracts_(spike ;;r;]s;g%ffos I;)g
Jahnke et al wastewater 1,000ngf) 100-1,000ng:) % dilution of
(2004) 4-NP.EO 10 extracts decreas
4-NPEO 0.2 25-47% 50-75% external calibration | 10N suppression
4-NPEC 0.1 effects
4-OREO 12
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4-OREO 0.1
4-OREC 0.04
4-t-OP 4
4-NP 2
Lagana et al MRA wastewater, inl;ch)JeDnt L(On;)ﬁ)ﬁ Ig/e'\?t I;Sg smkt(aslzlgluent splk?rt:lzzf;ﬂuent spiked river water (n=5)
2004 river water (ng.I) SIN =3 water
4-n-NP 182 55 36 80+5% 86+7% 87+4% internal staghda NR
LOD water (ng) S/N =3 spiked water (100ug.|
4-NREO 50 86+3.8% internal standard if ion
Gonzalez et| 4-NPEO wastewater, 50 81+2.4% internal standard | suppression > 2
al 2004 4-NR,EO n:3- | marine water 5 98+4% internal standard | %, dilution of the|
4-NP1EC 100 83+1.3% internal standard | extracts before 3
4-t-OP 50 85+4.7% internal standard | second analysis
4-NP 50 88+7% internal standard
IDL (pg) | MDL (ng.I") spiked water
LC-MS- LC-MS-MS (n=3)
MS (LC- SIN =3
M) S/NI
4-NP 10 (60) 1 85+5% external calibration
Petrovic et 4-NPBr 15 (50) 2 73x7% external calibration
al. (2003) 4-NPCI wastewater 73+7% external calibration
4-NPEC 30 (150) 98+5% external calibration | jon suppression
4-NP,ECBr 50 (150) 92+7% external Calibration negligible
4-NP,ECCI 90+6% external calibration
4-NP,EC 30 (100) 88+4% external calibration
4-NP,ECBr 50 (200) 79+7% external calibration
4-NP,ECCI 87+6% external calibration
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Table 5: Validation procedure for the study of ARE@Ps, APECs in solid matrices.

Publications

Compounds

Reference . . Matrix Sensitivity Recovery Quantitation Investigation
investigated
matrix effects
MRA LOD (ng.g") LOQ (ng.g") spiked sludge
Tan et al. (2008) sludge SIN=3 SIN=10 (10; 25; 500 ng:9)
4-t-OP 0.02 0.06 15% internal standard: 4-n-NH
4-NP 0.02 0.06 55%
] LOD (ug.g%) LOQ (ug.g) spike level 1 spike level 2
sol SIN=: SIN=1( (n=5) (n=5)
Nunez et al. 4-NP sediments. 0.06 0,62 90.8+11.1% 78.3+15.6%
(2007) 4-NPEO | compostan 0.06 0.15 90.6+10.1% 82.8+3.5% external calibration
4-NPEO sludge 0.05 0.08 97.3%5.2% 90.4%5.0%
4-NP;.1EO 0.52 1.72 90.8+11.1% 78.3+15.6%
. sludge; LOD (ug.g%) LOQ (ug.g) spiked sludge 50n{ spiked sludge 100ng spiked sludge 200ng
Gatidou et al. ) SIN== 3.3*L. 0D (n=R) (n=R) (n=R)
(2007) 4n-NP suspended 0.04 0.13 54.5+5.8% 62.748.1% 47.652.7% | .
4-NP1EO solids 0.49 161 99.5+6.4% 106+ 2.1% 106:6.8% | mernal standard: BPAs NR
4-NP2EO 0.96 3.17 87.61£8.3% 101+7.9% 86.3112.2%
MRA LOD (ug.kgh) | LOQ (ug.kgh) spiked sludge
Aparicio et al. SIN=% S/IN=1(
(2007) 4-NP sludge 189.13 630.43 77.9+9.9% internal standard: tert-
4-NP1EO 751.19 2,503.96 88.61£7.2% butylphenol
4-NP2EO 420.68 1,402.28 61.4+£9.1%
LOD (ug.kgh spiked sludge
(n=3; 3 days)
4-t-OP 30 91+15%
Andreu et 4-NP . 30 97+19%
al.(2007) aNPEo | Sludge. soil 3 89+13% o
Z-NP.-EO 1 89+1506.94%12% external calibration NR
4-OP.sEO 1 89+18%-97+11%
4-NPs.1sEO 0.3 89+15%-95+10%
4-OR;.15EO 0.3 89+19%-102+11%
MRA LOD (ng.g*) S/N=3 spiked reconstituted sediments
Lara martin et .
al.(2006) NP..£O sediments 10.10.0 70+3% external standard estimated to less
OPEC : : 65+6% addition+internal standarg than 10 %
NP,EC 74+ 0% (C16 LAS)
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spiked soils spiked soils spiked sludge
Gibson et al. MRA soils; LOD (ug.kg") S/N=3 (n=4; 2 operators; (n=4; 2 operators; (n=4; 2 operators; 4,00
(2005) biosolids 40 and 100pg.kY 2,000u9.kd) and 20,000p9.kY
4-NP 10 75+16% 95+6% 91 + 16% internal standan: 4 NR
' MRA MDL (ug.kg?) S/N=3 spiked sedlmgnts spiked sedlm%:nts
Pojana et al. sediments (n=3; 20ug.kd) (n=3; 100ug.kgd)
(2006)
4-NP 0.2-5 84+6% 61+15% internal standard: 4-n-NP NR
4-NP,EC 86+5% 67+14%
Cantero et al. LOD (mg.kg") S/N=3 spiked sludge
(2004) OPy1EO sludge 0.09-0.38 85+7% internal standard: NR
NP;EO 87+7%
IDL (ng) v="| LOD (ugkg) | syspended solids
25ul S/N =3 S/IN =3
i R |
2 . 51023 47-76% internal standards: NR
4-NP5.1sEO 0.2 heptylphenol, DEHR
4-t-OP 0.1
4-NP 0.2
IDL (pg) MDL (ng.g%) Spiked sludge
LC-MSMS LC-MS-MS (n=3)
(LC-MS)
4-NP 10 (60) 0.5 81+9%
Petrovic et al. 4-NPBr wastewater 15 (50) 1 64+11% ion suppression
(2003) 4-NPCI 60+14% checked with
4-NREC 30(150) 15 78+8% " | calibrati surrogate standard
4-NP,ECBr 50 (150) 15 7529% external calibration 4.
4-NP,ECCI 71+x12% nonyloxybenzoic
4-NPEC 30 (100) 15 68+10% acid
4-NP,ECBr 50 (200) 15 NR
4-NPECCI NR
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4-Validation of the analytical methodologies

4-1-Stability

It has been observed that an insufficient stabdityhe analyte or matrix constituents in the
sample during storage or analysis may give risggoificant deviations in the outcome of the resolt
the analysis. Furthermore, the stability of thakbeation standard in solution should be checkeditAs
has been first highlighted, this part of the vaiiola is usually not mentioned. With the implemeitat
of the WFD this specific point of the analyticabpedure should be investigated to improve laboyator
management faced with a growing number of sampidst@ ensure comparability of data on National
and European scales.

Loyo-Rosales et al. (2003) investigated the stgbiif APs and ARsEOs in solvents
(MeOH/Water; 50/50; v/v) stored at -20°C over angek period; analytes concentrations in the mixture
were constant during 12 weeks and stability wascancentration dependent (RSD comprised between
4 to 13%). Similarly, they studied the stability BNV+ cartridge stored at -20°C (previously spiked
with analytes) and concluded at stability for ARgl &APEOs with less than 4 ethoxy. Finally, they
studied stability of analytes in water (deionizedtev and stream water), stored at 4°C, over a 29 da
period. By comparing different matrices (deionizeater, groundwater, stream water and wastewater)
they found analytes in deionized water and groutet be stable even without additives. On the
contrary, streams and wastewater displayed sigmifi@lteration in their integrity even over short
periods. Moreover, they also mentioned that the oflereservatives (acidification) might affect
extraction depending on the interactions involvedarption phenomena. To sum up, the investigation

of stability should be experimentally plan and éalhg investigated.

4-2-Recovery/Trueness

Trueness for an analyte means the closeness cfragné between the average value obtained
from a large series of test results and an accepfedence value. Trueness is usually expresséias
and can only be established by means of certiiderence material (CRM). If no CRM is available,
instead of trueness, recovery can be determinetbVRey is the percentage of the true concentraifon
a substance recovered during the analytical proeedvdost reported data mention recoveries using
ultrapure water for aqueous samples or organicesblfor solid samples. Faced with the ubiquity and
occurrence of APEOSs, the determination of recoverpatural matrix is tricky. Thus, a minority of
works reported recoveries on natural matrix (esgllgcivastewater, sludge) and its representativeness
should be pointed out, especially for solid sampies$act, spiking is not considered as an ideahoe,
because the sorption of analytes cannot be ensured.

Quintana et al. (2007) studied the recoveries hafirt SBSE-liquid desorption-GC-MS

methodologies on different matrices (n=4): 86%ap tvater, 81% in river water; 59% in effluent and
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52% in influent for 4-OP, highlighting that mat@omponents can affect recovery. Similarly, Jahrtke e
al. (2004) studied recovery on WWTP effluent, usBRE-LC-MS-MS procedure, spiked from 100 to
1,000 ng.t. First, they reported typical recoveries betweBrt®47%; after a four-fold dilution of the
extracts, they reported an increase of recoverim® H0 to 75%. Those results highlight that a true
evaluation of recovery in natural matrix reliestba knowledge of matrix effects which can lead athb
enhancement or suppression of signal and conséyteimiver or underestimation of recoveries.

Tan et al. (2008) designed a SBSE-ThermoDesor@i0AviS methodology for the study of
endocrine disruptors in WWTP; they reported reciegeof 110% for 4-NP and 45% for 4-t-OP in water,
only 55% and 15% in sludge.

To sum up, it is important to determine recovefmseach type of matrix, and for different
levels of spiking (representative of investigatedels). That it is for agueous or solid matrix, reve
things are worse for solids, these approaches rasatigfactory especially because none of the ratura
matrix is free from compounds; CRM to validate theeness of the analytical methodology is clearly

needed.

4-3-Sensitivity of the analytical methods: limit ofdetection (LOD) and limit of detection (LOQ)

Different methodologies exist to determine the geity of an overall methodology. Limit of
detection (LOD) is usually determined as the lowesicentration on analyte with signal to noise of
three; limit of quantification (LOQ) as lowest camtration of analyte with signal to noise of 10nfeo
authors report instrumental detection limit (IDlydamethod detection limit (MDL) (generally obtained
by spiking laboratory waters with solvents). Be@aasatrix components can affect both LOD and LOQ
(increase of the analytical noise; matrix effeciis)s important to note that it should be deteradirin
real samples.

IDL are usually in the range of tens to thousanglsnpected. Petrovic et al. (2003) reported
IDL for both LC-MS and LC-MS-MS methodologies of 6§ and 10 pg for 4-NP, 100 pg and 30 pg for
4-NP,EC, highlighting the strong interest of developibG-MS-MS methodologies to increase both
sensitivity and selectivity. MDL was between 1-2Ifidor all investigated compounds.

Depending on the compounds (oligomers and isoméhns),analytical methodologies, the
extracted volume or quantity, the reconcentratamidr, LOD is between low ng.to hundreds ng'ifor

the aqueous phase, tens to hundreds™igrgsolids (Table 4-5).

4-4-Accuracy

Accuracy is the degree of conformity of a measuyeantity to its actual value (true value). It

is determined by delimiting trueness and precisidre evaluation of accuracy relies on multiple gyal
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controls and method validation. As no CRM is cutlseavailable, the evaluation of accuracy cannot be
fully made.

Precision means the closeness of agreement betwdependent test results obtained under
stipulated conditions. The measure of precisionallguis expressed in terms of imprecision.
Repeatability and reproducibility are the main comgnts of precision, and should be determinedah re
appropriate samples. Repeatability conditions meanditions where independent test results are
obtained with the same method on identical teststen the same laboratory by the same operatogusin
the same equipment. Andreu et al. (2007) condutres sets of tests on three replicated sampleshwhi
were extracted on three different days and subsiguenalyzed on different days. Satisfactory
recoveries were achieved for all target analytegirey from 89 to 102% with RS{20%. In the same
manner, Gatidou et al. (2007) investigated repddtaland reproducibility for both wastewater and
sludge. Repeatability was achieved on six replicafevastewater and sludge, spiked with 100ng ef th
target compounds and analyzed for 1 day. Reprofilitigibvas achieved on three replicates of
wastewater and sludge samples spiked with 100nbeofarget compound and analyzed on 3 different
days over a period of 1 week. RSD were less thaf; 1Be authors concluded the methodology offered
good precision.

The first European interlaboratory comparison stisiythe analysis of APs in water was held
in 2006. Loos et al. (2008) summed up the prindigsdons: all the laboratory did not work on theea
isomers (4tert-OP;4-n-OP); LC-MS-MS and GC-MS proved to be comparabl¢hoes for the analysis
of APs; analysis of 4-NP at concentrations <100'nig.difficult, due to the contamination of labongto

blanks.

5-Conclusion

Nowadays, hundreds of publications have referretthé¢ostudy of APEOs, APs, APECs in the
aquatic environment. Analytical methodologies aemegally designed according to the investigated
compounds and the matrix; LC-MS, LC-MS-MS and GC-kIi® by far the most commonly used
technologies; leading to LOD (ng.for aqueous sample, hundreds figfar solid samples) which can
be insufficient to conduct environmental surveyspeeially in a restriction context. Furthermore,
analytical methodologies suffer from failures ieithanalytical validation with a misuse of termiogy.

To succeed in correct validation procedure (as irequin a regulatory context), analytical
methodologies will have to focus on:

- The presence of laboratory blank to ensure truesfedata,

- The study of the stability of analytes in a natunairix,

- The use of appropriate internal standards (labedecpounds, linear forms of APEOS),

- The improvement of specificity,

- The determination of sensitivity in a natural matri
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- The investigation of matrix effects, especially wheC-ESI-MS-(MS) is used,

- The participation to intercomparison laboratorydgts to improve precision and thus accuracy.
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Résumé:

Une méthode analytique compléte basée sur la chognaghie liquide en phase inverse et la
spectrométrie de masse en mode d'ionisation éfgray (LC-ESI-MS) a été développée pour la
détermination quantitative simultanée des métamlit’alkylphénol-éthoxylés dans les matrices
environnementales complexes. L'extraction et lafigation des échantillons d'eau a été exécutée par
extraction en phase solide sur cartouche C18. bglpbénol (4-NP technique), I'octylphénol (4-t-OP),
et 'acide nonylphénoxyacétique (4-NP1EC) ont étélygsés par CL (phase inverse)-ESI-SM en mode
d'ionisation négative (NI), alors que le nonylphégthoxylés (4-NP1EO, 4-NP2EQ) ont été analysés
par CL (phase inverse)-ESI-SM en mode d'ionisagtiasitive (P1). La méthode a été validée et appkqué
avec succes a la détermination des niveaux de roordadon par les métabolites de NPEO dans les

effluents de stations d’épuration et les eaux di@ase en estuaire de Seine.

Pour soumission a Analytical and Bioanalytical Cligtny (ABC)
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Determination of nonylphenol ethoxylate metabolitesn river water and sewage treatment
plant effluents by solid-phase extraction, high pégormance liquid chromatography and

electrospray mass spectrometry

Xuejun Pan, Sophie Lardy-Fontan, Hélene Budzinski*
Laboratoire de Physico-ToxicoChimie des systéemasrels, UMR 5472 CNRS,
Université de Bordeaux |, 33405, Talence Cedexjdega
*Corresponding author. Tel.: 33 5 40 00 69 98; &5 40 00 69 98.

E-mail address: h.budzinski@ism.u-bordeaux1.fr

Abstract

A comprehensive analytical method based on reveyhade liquid chromatography -
electrospray ionization mass spectrometry (LC-E&}Mhas been developed for the simultaneous
guantitative determination of nonylphenol ethoxglahetabolites in complex environmental matrix.
Preconcentration and clean up of water samplegpesdsrmed on C18 solid-phase extraction cartridges.
Nonylphenol (technical 4-NP), octylphenol (4-t-ORd nonylphenolcarboxylate (4-NEC) were
analyzed by reversed-phase LC-ESI-MS in negativeizagion (NI) mode, while nonylphenol
ethoxylates (4-NFEO, 4-NBEO) were analyzed by reversed-phase LC-ESI-MS Bitipe ionization
(PI) mode. The validated method was successfulhjieghto the determination of levels of nonylphenol

ethoxylate metabolites in river water and sewagatinent plant (STP) effluent in the Seine estuary.

Keywords: nonylphenol; nonylphenol ethoxylates; yhgimenolcarboxylates; alkylphenols; mass

spectrometry; electrospray ionization; water an@ygstuary; STP effluent.

1-Introduction

Alkylphenol ethoxylates (APnEOs) are one of the mwislely used classes of effective non-
ionic surfactants. They have been used in variomsedtic detergents, paints, herbicides, pulp apémpa
production, textile manufacturing, pesticide foratidns and industrial cleaning agents and wherever
their interfacial effects of detergency, (de)foagiifde)emulsification, dispersion or solubilizatioan
enhance product or process performance. Nonylphetiobxylates (NPnEOs) and octylphenol
ethoxylates (OPnEOs) are two of the most commorfastiants in the marketplace. APnEOs are
discharged to wastewater treatment facilities omredlly released into the environment.
Biotransformation occurs when APnEO surfactants exposed to secondary wastewater treatment
Giger et al. (1984), and a complex mixture of meliéds is released to the aquatic environment via

discharge of the treated sewage. Primary degradafid PnEOs in wastewater treatment plants orén th
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environment generates more persistent shorter-chdnEOs and alkylphenols (APs) such as
nonylphenol (4-NP), octylphenol (4-t-OP), nonylpbbemono- or diethoxylates (4-NPO, 4-NREO),
and nonylphenolcarboxylates (4-NP1EC, 4,B®) in aerobic or anaerobic conditions (Thiele let a
1997). Furthermore, the ultimate biodegradatiordpats: nonylphenol (4-NP) in the case of NPnEO
and octylphenol (4-t-OP) in the case OPnEO areigiers (Ekelund et al., 1993;Ejlertsson et al., %99
Staples et al., 1999; Heinis, 1999; Vazquez-DubiHl., 2006; Soares et al., 2008) and toxic (Sgrvo
1999; Soares et al., 2008) at environmental medstwacentrations. In fact, APNEO metabolites are
weak endocrine disruptors ( R M Harrison, 1999;télimann et al., 2003; Mills and Chichester, 2005;
Soares et al., 2008) they have been shown to begerso-mimetic with an agonist action of the naltur
hormone: 173-oestradiol (White R, 1994; Jobling S., 1996). \4etk et al. (2005) showed, in a multi
parameter monitoring study, that 4-NP was the placcontributor to endocrine disruption activity i
Dutch aquatic systems.

Since the last ten years, high-performance liquidomatography coupled to mass
spectrometry has become the prevalent analyticdinique to study polar organic compounds in
environmental media. The occurrence of alkylpheettioxylate metabolites at low concentration
together with the complex matrix interference offgrsent in environmental media means that highly
sensitive and specific analytical methods are redde their determination. As shown in Table 1,
APNEOs as well as their degradation metabolite® Hmen reported in different aquatic ecosystems:
marine, estuarine and river, worldwide. Measuratteatrations vary from lower than ten ri'gxb more
than ten pgl depending of the systems and the compounds. Adthalkylphenols (4-NP and 4-OP)
are suitably documented as well as the anaerobidefgradation metabolites (NPnEOs, specially 4-
NP,EO and 4-NEEOQ), it can be pointed out the lack of data abbatdnvironmental occurrence of the
aerobic biodegradation metabolites (APNEC). A higdgpecific and sensitive analytical method, which
can provide accurate and precise data for the rditation of alkylphenol ethoxylate metabolites, is
required. HPLC with mass spectrometry detection besn used frequently to analyze alkylphenol

ethoxylates, their metabolites, and other nonisnifactants in the environment (Tablel).
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Table 1: A non exhaustive view of the state of kiealge on APNEO metabolites: environmental levegsithand analytical tools

Location Environment type [4-NP] [4-NEEQ] | [4-NP,EQ] [4-NPnEO] [4-NP,EC] [4-NP,EC] [4-t-OP] Analytical methods Reference
Laurentian great lakeg Freshwater <10-920 <20-7,800 <20-10,000 - - - <5-470 In situ acetylation, Bennie et al.
Gualdalquivir river Freshwater 900-1,10d - - - 1060000 - 800-9,000 | SDS helimicelles- Cantero et al.
Taiwan rivers Freshwater <10-2,60( <10-500 - - 830600 - SPE (GCB or ENVI- Cheng et al.
Hudson river Freshwater 12-95 - - - - - - XAD2 atiemt ; Dachs et al.
Elbe river Freshwater 13-87 <0.5-120 - - <0.5-5 LLE Stachel et al.
Santa ana river Freshwater 0-6,200 - - - - - - EEHS, ); Gross et al.
Back river Freshwater 140-200 <9-67 12-54 - - - <9 SPE (ENV+); Loyo-Rosales et
Netherlands river Freshwater <LOD-140 <LOD - - - - <LOD SPE (C18); Voogt et al.
Yellow river Freshwater 50-170 50-140 50-450 70800, 30-100 - SPE (HLB); Wang et al.
Tokyo Freshwater <LOD-2,87 <LOD-3,38 - - 470-2820 180-1770 <LOD-118 SPE (C18) ; Isobe and
Talkada (200
Detroit river Freshwater <LOD- <LOD-332,000 - - <LOD-670 Empore disk ; Snyder et al.
37 00( (1999
Cuyahoga river Freshwater 130-1,000 - - - SPE (ENV+ | Rice et al. (2003),
Tokyo metropolitan Freshwater 50-1,080 40-810 - - - - 10-180 SPE (SEP-PAK Isobe et al.
Italian and Belgian Freshwater 320-2,500 300-1,300 60-3,600 3770-199D0 280-2200 12-111 SPE(C18) LC-ESI- Loos et al.
Lyon area Freshwater, <LOD <LOD - <LOD - <LOD SPE(Strata)LC-ESI-| Baugros et al.
Groundwater 1,009 1,4141 MS-MS (2008)
Jamaica bay Brackish water 201 157 320 - - - 3.27 PE @ondesil); Ferguson et al.
Rhine estuary Brackish water 12-88 <15-32 <6-64 -23H 60-322 <13-247 - SPE(C18) ; Jonkers et al.
Sheldt estuary Brackish water 50-962 <15-443 648-23 <30-447 37-1,030 <13-2,339 - SPE(C18) ; Jonkers et al.
Venice lagoon Brackish water 300 800 900 - - - - E$%@18); Marcomini et al.
North sea Saltwater 0.09-1.4 0.017-1.66 - - - - 18-0.3 GC-EI-MS Xie et al. (2006
Catalonian area and Saltwater <150-4100 - - <200-11,00(¢ - - - SPE (G18) Petrovic et al.
Catalonian area Saltwater <LOD-0.21 <LOD-9.2 <LOEB1 - <LOD-200 - <LOD-70 SPE (C18); Cespedes et al.
Catalonian area Saltwater <50-210 <50-9,20p <50-160 - <100-220 - <50-71 SPE (C18); Gonzélez et al.
Pearl river delta Saltwater <20-628 - - - - - <2-68 SPE (SEP-PAK Chen et al.
Jiaozhou Bay,adjacent Saltwater, Freshwate 24.7-28,6Q00 1.2-16.1 -GEEI-MS Fu et al. (2007)
Cadiz Bay, Guadalate Saltwater <LOD-5,000 <LOD-3,900 SPE(C18) LC-IT- Lara-Martin et
Lagoon Venice Saltwater 0.5-211 0.1-82 SPEASI-MS Pojana et al.
(2007)
Masan Bay Creek water, 23-928 0.5-1,210 85-1,840 GC-EI-MS (BSTFA) tiaé (2008)
Saltwater
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The objective of this study was to develop a vémypte as well as reliable method that could anatyee
most important APNEO metabolite byproducts of thaegiobic pathway as well as the aerobic pathwayallasys
occur in aquatic environment. Solid-phase extracttamd reversed-phase HPLC-ESI-MS were optimized for
specific and sensitive analysis of the APnEO médii@so The protocol was validated with environmésamples

from river water and sewage treatment plant (STiR)emt near Seine estuary (France).

2-Experimental

2-1-Quantitation standards

Unlabeled p-n-nonylphenol (98%+, 4-n-NP), p-n-n@mdnol monoethoxylate (95%+, 4-n-NH®), p-n-
nonylphenol diethoxylate (p-n-NBO), 4-nonylphenoxyacetic acid (ring chain isome(@3%+, 4-NREC) -
nonylphenoxyethoxyacetic acid (ring chain isomé€@8po+, p-n-NBEC) (100pg/ml in nonane, respectively) were
purchased from Promochem (Molsheim, France). Labpla-nonylphenol (98%+, p-n-NB), 4-n-nonylphenol
monoethoxylate (95%+, 4-n-NPO.;3) were purchased from Promochem (Molsheim, Frasag)nylphenol
(100%, 4-NP, Technical), 4-octylphenol (99.5%, 4yORnonylphenol-mono-ethoxylate (99.5%, 4,8P) and 4-
nonylphenol-di-ethoxylate (99.5%, 4-pEO) were purchased from labor Dr. Ehrenstorfer-8rka(Augsburg,
Germany). Internal standard 2,4,6-Trimethylphe8a@Pp, 2,4,6-TMP) was purchased from ALDRICH (St Quren
Fallavier, France). Except unlabeled p-n-NP, p-nE®, p-n-NBEO, 4-NP1EC, p-n-NJEC all others compounds
stock solutions were prepared in acetonitrile (AGN)a concentration of 1 mg.mrespectively. The spiked
solutions were prepared in acetonitrile (LC-FLUQ)noethanol (LC-MS) at concentration ofud.mi* of each

compound.

2-2-Reagents and chemicals

Acetonitrile was ultra gradient HPLC grade from.Bdker (Atlantic Labo, Bruges, France). Methanol
(MeOH) used for LC/MS analysis was for analysispessticides residues from PESTINORM PROLABO
(France). Methanol for other uses was HPLC graole f8DS (Peypin, France). Dichloromethane (DCM) feas
organic residue analysis from J.T.Baker (Eysinganée). All the above solvents were used withouth&r
purification. Water used for LC/MS analysis wasriimd water for injections from LABORATOIRE
AGUETTANT (Lyon, France). Hydrochloric acid (37%)aw purchased from VWR (Strasbourg, France).
Ammonium acetate (minimum purity 98%) was purchafedn SIGMA (St Quentin Fallavier, France). All

chemicals were tested for background levels foctrapounds of interest.
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Due to the ubiquitous occurrence of alkylphenold alkylphenol ethoxylates in plastics and detergent
glassware and sampling apparatus required speeghtent prior to use. All the glassware was wasiretithen
heated at 45 for 6 h prior to use. Glass microfiber filter (6GF0.7um nominal, Whatman, VWR, Strasbourg,

France) were also heated at Z5@or 6 h prior to use.

2-3-Sample collection

River water and STP effluent in the Seine estuagrewcollected in 4l glass bottles, which were
previously washed and heated at @5@or 6 h. All aqueous samples were filtered thfogtpss microfiber filters
(GF/F) and acidified with 3.5M hydrochloric acid pH2 before solid-phase extraction. Water samplesew
preconcentrated and cleaned up on C18 (Bond Elial, Courtabceuf, France) SPE cartridges withirn 24

order to avoid any degradation of target compounds.

2-4-Solid-phase extraction preconcentration and cén-up

Disposable 3 ml cartridges were activated firshviatml of methanol, and then conditioned with Safl
M.Q. water (adjusted to pH 2) at a flow rate of Lmin™. Water samples were loaded at a flow rate of 8-10
ml.min™ under vacuum. Different volumes of samples weeelénl, depending on the type of water (spiked M.Q.
water, 100 ml; STP effluent, 0.4 I; river waterl) 1After preconcentration, 2 ml of pH 2 M.Q. wat®as passed
through the sorbent to elute impurities in watempgles which cannot be absorbed by the sorbentei@ift
solvents were used for cleaning up the sorbent lideling the water samples. When 10% methanol.i@.Mvater
(pH 2) was used, most of the pigments cannot beeetlaut, but when 100% methanol was used, moshef t
interesting compounds were also eluted out togetiitbr pigments. So 50% methanol in M.Q. water (pHAVAS
chosen for clean up; most of the pigments wereedlout but the target compounds still remain othésorbent.
The cartridges were then completely dried undeuwat (about 50 min) to avoid hydrolysis using a SUBE
(VISIPRERI) SPE apparatus connected to a vacuum system sg0 gisi. After drying, the SPE cartridges were
eluted with 5 ml (twice, first 3 ml, second 2 mljxtare of MeOH: DCM (1/1, v/v). The eluates wereapwrated to
dryness with a gentle stream of nitrogen and rddated with acetonitrile (spiked M.Q. water forvé¢opment of
SPE protocol, LC-FLUO) or methanol (environmentaingle, LC-MS) to a final volume of 100 ul. The ¢tés

clear and fits for LC-MS injection directly.
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2-5-HPLC-Fluorescence (LC-FLUQ)

For reversed-phase HPLC-Fluorescence analysis, HENVLIPACKARD 1100 series HPLC equipment
was used. The separation was achieved on reveese @18 guard column and C18 analysis column (VYDAC
201TP54, um, 25x 4.6 mm i.d., MI, USA), was eluted with aceton#rivater (92.5/7.5, v/v) at a flow rate of 1
ml.ml™. The injection volume was set at [I0 The fluorescence detector was with an excitatianelength of 225

nm, and an emission wavelength of 301 nm.

2-6-HPLC-ESI-MS (LC-MS)

The HPLC system consisted of an Agilent Technowdld00 series (Massy, France). The HPLC
separation was achieved on a @rB, 15 2.1 mm i.d. C18 reversed-phase column (Zorbax/Afent, Massy,
France) and the same kind of guard column. Thectioje volume was set at @, and the flow rate was 0.15
ml.min’™.

Detection was carried out using an Agilent 1100 tAtector coupled in series with an Agilent MSD

mass selective detector (G1946 VL) equipped witklantrospray interface.

Table 2: HPLC and ESI-MS conditions

Parameter Negative ionization (NI) Positive ionizat(PI)
Reversed phase HPLC Separation
Solvent A Water:MeOH (3:1, v/v, 5 mmoftlammonium acetate)
Solvent B MeOH
Gradient elution 0 min, 60%B
2 min, 60%B
7 min, 80%B

32 min, 80%B

33 min, 60%B

50 min, 60%B
ESI-MS Detection

Drying gas flow (I.mirt) 10.0
Drying gas temperaturéQ) 350
Nebulizer pressure (psig) 15 30
Capillary voltage (V) 3500 4000
Negative ionization (NI) Positive ionization (PI)
Time, min SIM,m/z Fragmentation voltage | Time, min SIM,m/z Fragmentation voltage
0 277 INFEC-HT 7C 0 265 [NFHEO+HT 3C
278 (isotope 266 (isotope
18 205 [OF-HI 7C 282 [NF,EO+NH,]*
206 (isotope 283 (isotope
219 [NF-HI 287 [NF,EO+Na*
220 (isotope 288 (isotope

309 [NF,EO+HT*
310 (isotope
326[NP,EO+NH,]"
327 (isotope
331 [NF,.EO+Na*
332 (isotope)
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To obtain maximum sensitivity for each target coomuh the optimal detection parameters were obtained
in series of flow injection sequences by directatijon 1@ of each target compound at a concentration jag.inl
! into the flow of the carrier solvent (70% solvd)twhich was maintained at a flow-rate of 0.15 niht The
detection parameter values were optimized evalgdhia sensitivity, and fragmentation voltage ofreanalyte in
the scan modar{/zscan value, 100-500). The following operating paeters were optimized: drying gas flow and
temperature, nebulizer pressure, capillary voltagel fragmentation voltage. NP, OP, 4-NP1EC and\#3EC
were detected under negative ionization (NI) coodé as [M-H], and NREO and NBEO were detected under
positive ionization (Pl) conditions as [M+H][M+NH,]" and [M+Na]. The chromatographic conditions and

mobile phases used were the same as optimal comalitif the MS detector that are given in Table 2.

2-7-Quantitation

Quantitative analysis was performed in selectednmmmitoring (SIM) mode using external calibration.
Initially, a series of injections of compounds fretconcentration range from 0.2 ng'nd 6 pg.mi* was used to
determination the linear concentration range arstiiment detection limits. Calibration curves wegenerated
using linear regression analysis and over the ksitaol concentration range gave good fits (typjcaft values
>0.998) for each of the metabolites (See TableF8y}. environmental samples, the extract concentratias
converted into metabolites concentration in the@arhy using the volume of sample extracted and/theme of

the extract analyzed (controlled by gravimetricaim).

Table 3: Linear calibration range and instrumenéct&on limits

Compounds Linear injection R? N Ins.tr.ument detection limits, pg
amount range, ng injected on to the column

4-0P 0.035.0 0.9996 9 30
4-NP 0.67-10.0 0.9978 9 30
p-n-NP 0.67-10.00 0.9926 9 30
4-NREC 2.0-30.0 0.9998 9 30
4-NREO 0.5-10.0 0.9983 7 20
p-n-NREO 0.25:5.0 0.9988 7 30
4-NREO 0.25-10.0 0.9985 8 10
p-n-NREO 0.12:5.0 0.9987 8 20
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3-1-HPLC-FLUO
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4-NP1EC, 2,4,6-TMP, technical 4-NP, 4- OP, p-n&B and p-n-NEEO are completely separated (see

Figure 1). A good linear range from 0.2 to 2.0 ngedtion amount is found @R0.990, n=10). The analytical

operation can be completed in 15 min. This metlsosensitive and accurate with good reproducibilitgan be

used for solid-phase extraction (SPE) method devedmt.
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Figure 1: Chromatogram of alkylphenol standardsid@ons see above)

3-2-Solid-phase extraction (SPE)

Five kinds of solid-phase extraction (SPE) care&lgvere used to preconcentrate and clean up the wat

samples (see Table 4). For the detailed protocelatmve. The results in Table 4 show that all timelsk of

cartridges used can receive almost the same aveeageery of each compound, but Bond Elut C18 (2@f

Varian) gives the best relative standard devia{lRBD) compared with other kinds of C18 and WaterSTA

hydrophilic-lipophilic balance (HLB). So Bond EIGt18 has been used in processing environmental sampl

Table 4: The results of solid-phase extraction

Sorbent Zorbax C18 J.T.Baker C18 Alltech C18 Bohd E18 Waters OASIS

Compounds Average RSD Average RSD Average RSD Average RSD Average RSD
4-NPREC 76.7 1.6 75.0 3.7 85.9 2.1 81.0 2.0 78.0 6]1
4-NP 87.4 25 79.4 6.0 80.7 9.0 85.0 5.6 99.5 6]2
4-OP 81.9 6.0 83.4 9.3 82.6 5.0 82.3 15 82.6 56
p-n-NP 69.1 6.1 78.7 6.3 74.2 51 71.7 3.8 74.1 52
p-n-NREO 59.1 3.0 66.8 4.0 65.1 4.7 61.3 25 66.9 6]0
p-n-NREO 57.4 6.6 65.3 25 64.1 4.8 58.3 2.4 63.6 718
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3-3-HPLC-ESI-MS

With gradient elution (see Table 2) on a C18 reagshase column, 4-NPC, p-n-NBEC, 4-NP and 4-
n-NP are completely separated. Distinct peaks ardeet in the SIM chromatogram (Figure 2a) for #os
compounds in reverse-phase LC-ESI-MS negative mbde.separation of the 4-n-NP from the technic&lRl-
analyte (a mixture of branched nonyl-phenol isomeositaining no detectable 4-n-NP) provides an athge in
SIM analysis. These compounds have the same matesgight, therefore they can be monitored usirsingle
m/z channel n/z219, 220 (isotope)) (Figure 2b-c), increasing itdlative instrument dwell time and enhancing
sensitivity. The 4-OP cannot be separated compléte technical 4-NP (Figure 2a), however thegmais are
easily resolved by using selective ions with thessngpectrometer (4-O/z205, 4-NP:m/z219) (Figure 2b)
and (4-OPm/z=206, 4-NPm/z=220) (isotope) (Fig 2c).
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T —_ F ey
8000 | o E g 7000 g |a 1200 ¥ 56 |Z
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Figure 2: LC/MS chromatograms obtained by injectimg composite standard solution containing target
compounds with LC-ESI-MS detection in negative m@mnditions see above and Table 2).

A) SIM chromatogram obtained by injecting standaodlution. B) Extract ion chromatogram of 4-)& (m/z=277), p-n-

NP,EC (M/z=321), NP (n/z=219) and OP ri/z=205). C) Extract ion chromatogram of N (m/z=278), p-n-NBEC

(m/z=322), NP (n/z=220) and OPri/z=206) (isotope).
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Figure 3: SIM chromatogram obtained by injectiransiard solution with LC-ESI-MS detection in positmode.

Like the alkylphenols, the nonylphenol ethoxylades separated on the basis of alkyl chain lengtieiun
gradient elution on a C18 reversed-phase columwether, the ethoxymers of given chain length coee(Figure
3). This represents a problem for quantificatiortte# individual ethoxymers when using reversed-phdBLC
spectroscopic detection. However, as shown in Eigua-c, the co-eluting nonylphenol ethoxylatesraselved by
the mass spectrometer in reversed-phase LC-ESI|-d88iye mode due to their characteristic mass sifit4 Da
(mass of the ethoxylate moiety). The separatiothefp-n-NREO from p-NREO analyte (a mixture of branched
nonyl isomers, containing no detectable p-ndNP), and p-n-NEEO from 4-NBEO analyte (a mixture of

branched nonyl isomers, containing no detectableNBREQ) also provides an advantage in SIM analysiss&he

compounds have the same molecular weight; theréfene also can be monitored using two singlz channels.

Complete separation of all the non-fully resolvetkiested compounds is achieved by the mass spetgoand

all co-eluting impurities are discriminated by moning them/zof the target analytes.
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Figure 4: LC/MS chromatograms obtained by injectimg composite standard solution containing target

compounds with LC-ESI-MS detection in positive m¢denditions see above and Table 2).
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A) Extract ion (NH" adduct) chromatogram of NPO (m/z=282) and NFEO (m/z=326). B) Extract ion (Naadduct)
chromatogram of NFEO (m/z=287) and NFEO (m/z=331). C) Extract ion (Hadduct) chromatogram of NPO (m/z=265)
and NBEO (m/z=309).

Under negative ion conditions, nonylphenol (techhi@-NP, p-n-NP), octylphenol (4-OP) and
nonylphenolcarboxylates (4-NPC; p-n-NP2EC) give exclusively [M-Hjons, consistent with previous reports in
the literature (Petrovic et al., 2002; Cespedes.e004; Wang et al., 2006) for this class of pounds. These
ions are formed by loss of a proton from the phiemabiety.

Nonylphenol ethoxylate (NPNnEOs) molecules shownaar&able affinity for alkali metal ions, which is
reflected in the positive ion electrospray speofréhese analytes. Even in the absence of addettaige (N&),
NPNnEOs are detected as*Nalducts ([M+Na]), presumably due to the ubiquity of this metattie solvents and
surfaces employed. Ng Petrovic et al.,2002; Xie et al., 2006) or NHRice et al., 2003) have been added to
enhance the response. Because of a possible @duttNPEO ionization due to insufficient ion awedility, it is
necessary to add 5 mM ammonium acetate to the engibiase to enhance the response of NPNnEOs as NH
adducts ([M+NH]"). This provides sufficient ions for analyte-iondadt formation. At the same time, lddducts
(IM+H]™) are also found (Figure 4c) although the respims®t very high compared with [M+NH (Figure 4a)
and [M+Na[ (Figure 4b). Either in negative or positive coiuis, isotopes (M+1) are found as the same analyte-
ion adducts. They are also detected in the analfsiseported previously, absolute response iIrEtBeEMS signal
increases with increasing degree of alkylphenabstlation (absolute response of 4-J® is higher than that of

4-NP,EO for the same concentration) (Figure 4).

3-4-Method validation

3-4-1 Test of conservation

Before undertaking sampling campaigns, tests of@mmation were carried out at the laboratory. Two
factors being able to influence the conservationtted sample were tested: filtration (GF/F, 0.7 pamd
acidification (HCI, pH 2) of the sample. Briefly vaater sample taken near the laboratory and bélegta present
a potential contamination in APnEO metabolites uweat the protocol exposed in Figure 5. Each sar(ipi8)
have been characterized (qualification and quaatifin) at T+0, T+2 days and T+5 days after sargpkccording
to the protocol presented previously. As reportediable 5, the results obtained seem to highligat the integrity
of the sample is influenced by filtration and aBadition. Some compounds such as 448P seem to be very

influenced by these parameters. It appears thatdheervation of the sample is better when filbratis led just
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after the sampling. In the same way, it seemsatidification of the sample before filtration cdeainfluence the
distribution of the compounds. It appears thatdbeservation of a filtered sample, over a 5th dagsod, at a
room temperature of 4°C is compatible with the iegaf an environmental analysis on APnEO metabslitom

a qualitative and a quantitative point of view.

Table 5: The results of the conservation tests.

Concentration of metabolites, ng:t
Ac-Fil NAc-Fil Ac-Nfil NAc-NFil Nac-Fil-Ac
Degradation Degradation Degradation Degradation Degradation
T+0 [ T+5 (%) T+0 | T+5 (%) T+0 | T+5 (%) T+0 [ T+5 (%) T+0 | T+5 (%)
4-NPEO| 43 | 31 29% 28 35 -26% 43 3% 19% 43 32 26% P6 |37 -42%
4-NPEO| 21 22 -6% 21 16 25% 2] 2 -11% 21 43 -11% B1 16 48%
4-NPEC] 75 78 -4% 98| 103 -5% 79 94 -26% 75 95 -26% 105 (91 4% 1
4-NP 94 78 17% 10Q 102 -2% on . 17% D4 78 17% 1088 3%

Measured concentrations at T+0 and T+5days areessed in ng.l-1. Degradation ratio (%) is expresse({[TO]-[T5])/(TO0])
*100

3-4-2 Matrix effects

Matrix effects occur when molecules coeluting witte compounds of interest alter the ionization
processes (Taylor, 2005). 3 main mechanisms haee kaggested to explain a part of the ion supmressi
phenomena (Antignac et al., 2005): the decreasthefevaporation efficiency (due to the presencenafrix
components), the competition between nonvolatilérimm@omponents and the analytes to access to Iiheled
surface for the transfer to the gas phase (Kira).e2000) and the competition between analytesitedferences
regarding to the maximal ionization efficiency bétinterface. Matrix components can be provideone hand by
the sample itself (in the case of environmental@anpigments, macromolecules, humic substances)irathe
other hand by the sample preparation steps (iompgaieagents, SPE by-products). Bonfiglio et 2D06) have
demonstrated that ion suppression phenomenon ipaamd dependent. In the case of APNEO, such mexhani
may be prevalent. In fact, when analysing in reygphase-HPLC, APnEO are separated according to thei
hydrophobic part, in consequence all APnEO ethoxgnoe-elute, involving a potential competitive isation
suppression during electrospray ionisation (esfigaidnen sample present a high level of long chetimoxymers)
Ferguson et al. (2000). Matrix effects may leadntn detection of present analytes, underestimati@analytes,
non repeatability, non linearity which may inducardatic quantitative estimation (Taylor, 2005; Antc et al.,
2005). Two techniques are currently used to agsassx effects: the postextraction addition and plestcolumn
infusion .Because of its easiness of applicatiba,gostextraction addition was chosen to evaluaiixneffects.

The principle is to compare the difference of remmobetween a postextraction extract fortified vaittalytes of
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interest (A) and a pure solution of solvent foetifiwith the same quantity of analytes (B). Theorgth-B)/B)*100
provides the percentage of ion suppression for aaalyte of interest under chromatographic conaiitio

A first approach has been conducted in order tduat@ the robustness, selectivity and sensitivitthe
developed protocol.

Three environmental extracts, one of sewage tradtpiant effluent and two of surface water havenbee
extracted according to the protocol exposed presiyol 00 pl extracts have been supplemented, fwioijection,
with a mixture of five compounds (p-n-NP, p-n-NPp-n-NREO, p-n-NBEO, p-n-NRECc;3). In parallel, a pure

methanol extract has been supplemented with the saantity of compounds.

Table 6: The results of the matrix effects invesiign

WWTP effluent (0.3 1) Surface water (0.5 1) Surfacevater (0.3 1)
extFr,:;tion Pure solu t_ion Post extraction  Pure solution Post extraction Pure solu t_ion
A?ﬂé’iztm (lon intensity) (lon intensity) ME (lon intensity) (lon intensity) ME (lon intensity) (lon intensity) ME
@) ®) @) ®) A (B)

p-n-NP 58181 67812 -14% 131620 147457 -11% 133192 147457 -10%
p-n-NR:13 55548 62994 -12% 100542 113109 -11% 102526 113109 -9%
p-n-NREO 233588 356569 -34% 328191 326611 0% 366655 326611 12%
p-n-NREO 985938 1370460 -28% 1588290 1697500 -6% 1724320 1697500 2%
p-n-NRECc13 225983 356569 -37% 326611 328000 0% 366890 326611 12%

Matrix effects (ME) are expressed as (([A]-[B])/])JBLOO

The results showed matrix effects depending ottmpound and the matrix (Table 6). Effluents extrac
present the higher matrix effects with values ideldi between -14% to -37%, surface water extraesapit matrix
effects values included between -11% to 12%, wischoherent with the hypothesis according whichaoig
burden is responsible of ion suppression phenorti€ng et al., 2000). Compared to others works (@Eeon et al,
2000; Petrovic et al., 2003; Baugros et al., 200Bich measured extinction phenomena in the rangesét to
20%, our results are quiet similar. As reported-eyguson (2001) in a previous work, there were igoificant
decrease responses between surrogate and inteandbasis (linear forms and;{Jabelled forms) and targeted
analytes; which suggested that in a limited retentiindow matrix effects where constant. In consege we can
assume that linear forms of APnEO (p-n-NP, p-niNP, p-n-NBEO) and labelled forms of APnEO (p-n-NP p-
n-NP,EQ.;5) have good quality to become internal standardsigiBos et al. (2008), in their investigation on ninat

effects affecting STP effluents and natural watezpprted that the only way to overpass matrixa$fevas the
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standard addition; even if it was time and costscomng. Meanwhile, it has to be noticed that matffects may
vary from sample to sample; in consequence it loatet pointed out the necessity to improve our diaaly
protocol by adding a purification step and intradgaquantification by internal calibration and amhtstandard.

The overall analytical method was tested for theéhoe detection limits (MDLS), precision, selectywit
and robustness. The method detection limit (MDUgfjned as the minimum amount of a compound pregeat
sample that produces a signal-to-noise ratio op@final analysis, was typical 2 nglinder negative ionization
mode SIM conditions, and typical 1 ny.lnder positive ionization mode SIM conditions. dh river water
samples, the method detection limits were baseghdnjection of a ful aliquot from the final 10Qul extract of a 1
| water sample (STP effluents samples are base@ml). All environmental samples were analyzedeaurSIM

conditions.

3-5-Method application-analysis of river water andSTP effluents near Seine estuary

APNEO metabolites were quantified in triplicate eadamples to evaluate the method’s performance in
handling real samples. Results from these anal{Ssesamples of river water sampled in the Seineaggtu
(sampling in May 2002, May 2005) and 3 STP efflusatnples (STP Rouen, STP Elbeuf and STEP Tanaarvill

May 2002 and May 2005) are shown in Table 7 andeT@b

Table 7: The average concentration of APnEO meit@isdh Seine estuary water samples
Concentration of metabolites, ng:f,(RSD)*

Poses Elbeuf Rouen Caudebec Honfleur
pK 202 pK 218 pK 246 pK310 pK 355
May 2002 | May 2005] May 2002 May200p May 2002 Mag2 | May2002| May2005 May2002 May 20d5
4-NP1EO 121 (3.9) 136 110 (3.8 168 99 (4.4) 131 (181) 87 83 (14.0) 131
4-NP2EO 76 (5.3) 116 72 (6.5) 138 64 (0.8 90 B 59 99 (18.0) 90
4-NP1EC 727 (4.6) 1128 718 (2.8 925 711 (4.6) 622| 727 (2.0) 685 597 (16.7 782
4-NP 108 (4.4) 221 128 (9.5) 311 137 (7.6) 285 (08) 164 61 (8.5) 161

* RSD based on triplicate sample measurementsndivpercent
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Table 8: The average concentration of APnEOs métabin STP effluent

Concentration of metabolites, ngf,(RSD)**
STP ELBEUF effluent STP ROUEN effluent STP TANCARVILLE effluent
May 2002 May 2005 May 2002 May 2005 May 2002 MagR
4-NP1EO 136 (11.9) 232 308 (9.4) 377 <1 238
4-NP2EO 400 (5.8) 142 172 (16.4) 176 <1 259
4-NP1EC 862 (6.5) 1861 800 (10.0) 4171 307 (2.65) 1662
4-NP 81 (7.9) 369 176 (5.0) 627 59 (11.3) 367

*Based on independent triplicate sample measurésn&8Ds are given in percent.

As shown in the sampling campaign of May 2002, aNgrecision of the data is excellent, with relati
standard deviations (RSDs) of the measured APA®mMEOS concentrations falling generally betweerb%1In
consequence, it has been decided to realize analymee replicate for the next sampling campaiglas in ways
of publication). 4-NP, 4-NP1EC, 4-NPO and 4-NBEO are found at all sites of the Seine River andlirSTP
effluent samples. No linear forms (p-n-NP, p-n:B0, p-n-NBEO and p-n-NEEC) are detected in effluents or
River samples. Chromatographic determinations lygteéd linear forms of APNnEO were absent of thdtézal
mixtures; as technical mixtures are the constisi@mployed in by-products, these results appeashdrent. 4-
NP,EC is the predominant form of APnEO metaboliteSTiP effluents (307 ngtlto 2,166 ng:t) as well as in the
Seine estuary (597 ng.to 1,128 ng:t). NP,,EO are usually quantified in concentrations randiatveen tens to
hundreds ngl. 4-NP, although hydrophobic compound, is measimezbncentrations between 100 to 300 hg.|
depending on the station, 311 fgdt Elbeuf (May 2005) to 61 ng.lat Honfleur (May 2002), and the sampling
period (between 61 to 137 rigin 2002 and between 161 to 311 fign 2005). These data seem to highlight a
chronic state of contamination of the Seine estwdtly measured concentrations closes to PNEC (EtextiiNo
Effect Concentrations). The INERIS INERIS) repor@dPNEC value of 330 nd.lfor 4-NP. For 4-NP1EC, 4-
NP1EO and 4-NP2EO PNEC values are, respectiveB/f0.11, 0.11 pg'l(Fenner et al., 2002). Consequently,
the risks linked to the occurrence of APNEQOs inSkie Estuary appeared harmful; especially coringléhe fact
that these results did not consider the suspenadlats gdata in preparation) which are known to b&gmificant

well for these compounds (Soares et al., 2008).

4-Conclusion

Reversed-phase HPLC-ESI-MS has been shown to lghly Bensitive, rapid, and robust method for the

determination of nonylphenol ethoxylate metabolitasenvironmental samples. The high sensitivity tbé
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technique allows the use of small water samplemeland makes it possible to determine the cond@ntrin
river water and STP effluent samples. The presetihads will be most useful for analyzing NPnEO roeties in
natural waters where there has been high degradafitighly ethoxylated NPnEO. It overcomes somehaf
limitations of currently used GC-MS, LC-UV, LC-FLU@nd normal-phase LC-ESI-MS methods. SPE

preconcentration and clean-up protocol was develapel validated.
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Résumé :

Une méthode d'extraction assistée par micro-oneSE] performante a été développée pour
'analyse des métabolites d’alkylphénol-éthoxyléans les matiéres en suspension et les sédimentsutee, une
méthodologie de purification en 2 étapes (C18 etP$A) a été développée avec succes et est, a notre
connaissance, la premiere méthodologie de puiificapermettant la récupération simultanée des rétad
aérobies et anaérobies d'/APEO. Ainsi, la méthod®lgpbale a permis la détermination de cinq méitdso
d'APEO avec des taux de récupération supérieuddmed des écarts- type relatifs inférieurs a 20%iteOméthode
qui montre répetabilité, reproductibilité et serfgiba été appliquée avec succes a I'étude deritamination des
matieres en suspension par le nonylphénol (NR}yljghénol (OP), les nonylphénol mono et di-éthésyINP1EO
et NP2EO) et I'acide nonylphénoxyacétique danselasx du fleuve et les effluents des stations damm en
estuaire de Seine (France). Les concentrationscdegposés ciblés dans les matieres en suspensi@mtvar
considérablement selon la localisation et le tedigshantillonnage et sont comprises entre la dezdie ng.g et
le pg.g* selon les métabolites. Les résultats ont indiqué forte affinité des NP(0-2)EO pour les matiéres e
suspension, les métabolites d’APEO a courte cheétieoxy» sont associés aux matiéres en suspergiorad
long de l'estuaire. Les matieres en suspensionnfoua réle prépondérant dans la contamination dphkese
aqueuse d'autant plus lorsque les valeurs de reat@r suspension augmentent. Dans les eaux dealiestia part
des phases solides dans la contamination est caengmitre 10-60% pour les NP(0-2)EO et moins de &é6 le

NP1EC

CL-SM, purification.

Pour soumission a Analytical and Bioanalytical Clietny (ABC)
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Analysis of alkylphenol polyethoxylate metabolitesn suspended solids from the Seine estuary by
development of focused microwave-assisted extraatipsolid-phase extraction and liquid chromatography

electrospray mass spectrometry

Sophie Lardy-Fontan, Xuejun Pan, Héléne Budzinski*

Université Bordeaux 1, ISM-LPTC UMR 5255 CNRS

351 crs de la libération 33405 Talence Cedex

*Corresponding author. Tel.: 33 5 56 84 69 98; X5 56 84 69 98.

E-mail address: h.budzinski@ism.u-bordeaux1.fr

Abstract

A powerful focused microwave-assisted extractioM@)l was developed for alkylphenol polyethoxylate
metabolites extraction from suspended solids oins=ats. Furthermore, 2 step purification methodpl@18 and
HF-PSA) was successfully achieved and is, to ttst deour knowledge, the first purification procegwallowing
the recovery of both aerobic and anaerobic metsolof APEOs. The global methodology allowed the
determination of five APEO metabolites with averageoveries upper than 90% and relative standari@titen of
less than 20%. These methodology showing repetyalbéproducibility and sensitivity was succesbfudpplied
to the study of the contamination of suspendedisdily nonylphenol (NP), octylphenol (OP), nonylptlemnono-
and diethoxylates (NEO and NBEO) and nonylphenoxyacetic acid (&) in river surface water, sewage
treatment plant effluent and wastewater from theage-impacted Seine estuary (France). The contiemisaof
the target compounds in suspended solids variedidamably among different locations and differeamngling
times and was between tens ffgtg pg.g' depending on the metabolites. The results indic#tat a strong
affinity of NPg»EO to aquatic suspended solids exists and that stimxy-chain APEO metabolites were present
in suspended solids throughout all the estuary.rdleeplayed by suspended solids in the contantinaif aqueous
phase appeared prevalent especially when totabedsgd solids levels increase: in estuarine watepkss, [1.0-

60% of NRy»EO, less than 1% of NP1EC was brought by suspesoléts.

Keywords: Suspended solid analysis, AlkylphenatsmyfphenolsAlkylphenol polyethoxylate metabolites, MAE,

LC-MS, purification.
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Alkylphenol polyethoxylates (APEO) are one of thesnwidely used classes of effective non-ionic

surfactants. They have been used in various indystrstitutional and household applications (Tagie, 1994) the

most significant commercial APEOs are NPEOs and @B pproximately, 500,000 tons were produced alhyhua

worldwide (1997), 60% of which end up in the aquatvironment (Renner, 1997; Sole et al., 2000 E@® are

highly biodegraded in wastewater treatment proseasel by consequence a complex mixture of metalsoiit

released into the aquatic environment via disclaajehe treated sewage (Soares et al., 2008) néiabolites

demonstrate persistency, toxicity, and accumulatiothhe food chain (Servos, 1999; Ying et al., 200dzquez-

Duhalt et al., 2006; Soares et al., 2008). The mawironmental concern, however, is not their atokéecity but

rather the estrogenic potential of APEOs towardsatiqg organisms at lower concentration (Servos,9199

Concerns over the toxicity and estrogenic potewtishPEO biodegradation products led to their ing@n in the

list of the 33 priority substances of the Europ®@éater Framework Directive. Furthermore their bamfra wide

range of applications has been adopted by Frentio@ities as from 17 January 2005 (INERIS).

Table 1: State of the art of recent published sktiata presenting suspended solid and sedimetdroamtion by

APEO metabolites, worldwide.

ng.g* (d.w.) NP NREO NRBEO oP Localization Referencq
Suspended Rhine estuary
. . 427-6,105 <88-513 <19-960 na
solids+sediments (Germany) Jonkers et al
Suspended Sheldt estuary (2005)
. . 764-16,637 <88-2,344 <26-3,784 na
solids+sediments (Netherlands)
Fu et al.
Sediments 3.6-239 na na <lod-3.6 Jiaozhou Bay @Jhin
(2007)
. Pearl river estuary | Chen et al.
Surface water Sediment core 76.9-702,7 na na na )
(China) (2005)
. o Patrolecco e
Suspended solids 240-7,320 250-2,26 90-2,43 na aliartriver
al. (2006)
. Mayer et al.
Sediments <10-1,750 <25-690 <25-1,25 <5-52 Gedad (Canada)
(2007)
Suspended solids 49.6-2,835.2 na na na Xu et al.
. Yellow River (China)
Sediments 38.4-863 na na na (2006)
Sludge (composting ) Ghanem et
) 16,500-216,500 na na na Paris area (Francg)
units) al. (2007)
Sludge
. . Tan et al.
Solids /Sludge <0.02-406 na na <0.02-10.p Queedglanstralia )
(2008)
) . ) Andreu et al.
Soils amended Soil+Sludge 142-500 na na 105-238 itstemhean area (2007)

(concentrations are expressed in fgigv.); na: not analyzed
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As brought above, the complex biodegradation schef/ePEQOs, which is characterized by the loss of
amphiphilic properties, leads to the coexistenca wfde range of metabolites. The main point i$ ithaads to the
formation of highly lipophilic compounds, particdla AP.EO which have low water solubility and tend to
adsorb onto suspended particulates and are fidafigsited into the bottom sediment.

Although APEOs and metabolites are some of the mmsterned classes of compounds, worldwide; it
has to be noted that data concerning their occceremd fate in solid matrix (suspended solids, gagudoil or
organisms) were sporadic. Two main explanations t@yadvanced: the analytical costs of both analytic
developments and sample analysis and the abseregisiation. It has to be noted that, recentlyafge2005-
2007), some relevant sets of data have been patlisthe most interesting ones are summarized ieThAb
Globally, measured environmental concentrations amprised between detection limits (if.gor marine
suspended solids) and more than hundred (@og sludge or amended soils), depending on aicalytapabilities,
matrix type and site locations. In any case, itlsarassumed that the association of APEOs withtimosisspended
particles is one of the important processes cdittgothe fate of APEOS in the rivers or coastalissrvments.

“Old” generation extraction methodologies technmusonication, Soxhlet are still currently used
although they are time and solvent consuming andinacertain cases miss of sensitivity. Furthemirieas to be
noted that few are the works which consider bothaheobic and the anaerobic APEO metabolites. A hee
developing new analytical methodologies (automatezand “economic”) able to provide reliable qutative

information in environmental matrices particulattg presence of APEO biodegradation metabolites

To the best of our knowledge, no reports have &stedal the distribution or concentration of APEQian
the metabolites in the suspended solids of Frastealy water and wastewater treatment plant efftudn the
present paper, focused microwave-assisted extradfbAE) was developed for extraction of alkylphenol
polyethoxylates metabolites from suspended solidsediments. Distributions in the suspended sobeie studied

for the river surface water and STP effluent.

2-Experimental

2-1-Chemical standards

Unlabeled p-n-nonylphenol (98%-+, p-n-NP), p-n-npmgnol monoethoxylate (95%+, p-n-NHO),

nonylphenoxyacetic acid (ring chain isomers) (98U8P,EC), were purchased from Promochem. (Molsheim,
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France), (100 ug.mi* in nonane, respectively). 4-nonylphenol (100%, N®@chnical), 4-nonylphenol-
monoethoxylate (99.5%, NPO) and 4-nonylphenol-diethoxylate (99.5%, ,8®) were purchased from Sigma
Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). The gulksolutions were prepared in methanol at condrisaof 1

pg.mi* of each compound.

2-2-Reagents and chemicals

Methanol was for the analysis of pesticide residuas Merck (VWR international, Strasbourg, France)
Dichloromethane (DCM) was for organic residue asialyrom J.T.Baker; Acetone, hexane and pentane Vaer
organic residue analysis from Scharlau, water dsedC/MS analysis was from JT Baker (Atlantic LalByuges,
France). All the above solvents were used withauhgr purification. Water used for solid phaseration was
Eviard water in glass bottles (France Boisson, Franceiréthloric acid (37%) was purchased from VWR
international (Strasbourg, France). Ammonium aeefatinimum 98%) was purchased from Sigma Aldrichi{s
Quentin Fallavier, France), trifluroacetic acid (30mimimum 99%) was purchased from Acros (Noisgrind,
France). All the chemicals were tested for backgdoevels for the compounds of interest.

Due to the ubiquitous occurrence of alkylphenold alkylphenol polyethoxylates, materials in plastic
and detergents, glassware was chosen to avoidroimatdon of the sample. Furthermore, all the glasswand
sampling apparatus required special treatment priase. All the glassware was washed and theretiedt456C
for 6 h prior to use. Whatman GF/F glass fibreefdt (pore size 0.7 um) were purchased from VWRnateonal
(Fontenay-sous-Bois, France) were also heated08€46r 6 h prior to use. 200 mg Bondél18 cartridges, 500
mg Bondelut PSA and 500mg HF-BondefuPSA were purchased from Varian (Courtabceuf, Frand@)NH2

cartridges were purchased from Supelco (Sigma étidiaint Quentin Fallavier, France).

2-3-Site description and sample collection

The Seine River, which flows out onto the north-4ges European continental shelf, has a macrotidal
estuary, of which 120 km have a dual marine-rimuence [Guezennec et al. (1999)]. The watersli¢deoSeine
estuary is 79,000 kmit represents about 25% of the French populaioth 40 % of French economic activities.
The middle estuary is characterized by a turbidigximum zone (TMS) which is a zone of maximum tditlyi
particular to estuaries, ranging between freshwatet very charged with suspension material andneaalted
water. It situation is not stable because it evwlveves with the fluctuation of hydrological comalits (flows,

cycles of tide) (Guezennec et al., 1999) (Figure 1)
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Figure 1: Sampling point localization on the Sedseuary.

River water and STP effluent near the Seine est(Rigure 1) were collected in May 2005 and July
2006. They were kept in 4 | amber glass bottleschvivere previously washed and heated a@5or 6 h. All
aqueous samples were filtered through glass mimofilters (GF/F). The GF/F filters, which trappsaspended
solid matters, were stored in an aluminum conta@e20C until analysis. The sediment samples were atsedt
in an aluminum container at -ZD until analysis. The suspended solids and sedis@mples were freeze-dried
(RP2V, CIRP, Argenteuil, France) before focusedrawi@ve-assisted extraction at atmospheric pregSaevave
100 apparatus, Prolabo, Fontenay-sous-Bois, Frafaal suspended solids (TSS, rifyy.were determined

gravimetrically.
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2-4-Sample preparations and APEO metabolites determation

2-4-1 Extraction

Focused microwave-assisted extraction was perforedfrequency of 2,450 MHz with programmable
heating power (total 800 W) operated at atmospherassure. Many research works (Budzinski et #9631
Budzinski et al., 1999; Letellier and Budzinski,998; Letellier and Budzinski, 1999b) have reportedthe
influence of time, power, solvent nature and volumetrix nature and moisture on focused microwassisted
extraction of organic compounds from solid matrixatbmospheric pressure. Extraction conditions based
mono-parameter approach have been roughly optinfizethe selection of important parameters suclp@sger
(from 10% to 50%), time of irradiation (from 2 to21min), nature of solvent (100% methanol,
methanol/dichloromethane (3/1; v/v), methanol/dicbinethane (1/1; v/v), methanol/dichloromethang;(¥/v),
100% dichloromethane), volume of solvent (fromd®® ml per gram of sediment), matrix moistureKegiwater
from 10 to 60%, dry weight). There is no signifitdifference from power from 10% to 50% and fromadtiation
time from 6 to 12 min. The results show that thetore of methanol/dichloromethane (3/1; v/v) is ddor the
recovery of all the five selected alkylphenolic gmunds. The focused microwave-assisted extractis shown
to be not significantly matrix-dependent and thees no need for precise and specific optimizatiepethding on
the type of matrix to be extracted (Letellier anddBinski, 1999a). The sketch of the analytical radthcan be
seen in Figure 2. The freeze-dried GF/F filtersjcWihrapped particulate matters, were extractedguSscused
microwave-assisted extraction with methanol/diaboethane mixture (3/1; v/v). Before the extractidhe
weights of the suspended solids on the filters weeasured; therefore, the suspended solid APECeotiations
are reported on a weight basis (i.e. My.dFreeze-dried sediment samples were also exttassing focused
microwave-assisted extraction with a methanol/didthethane mixture (3/1; v/v). All the extracts eer
evaporated under vacuum (600 mbars, 80°C) withuaona@atic reconcentrator (RapidVap, Bioblock, Foaten

sous-Bois, France) to remove the solvent and thent&0 ml of water (pH 2) were added.

2-4-2 Purification

The SPE purification (), reversed-phase liquid chromatography and elsptey ionization-mass
spectrometry detection have been described inaledtprotocol (Pan et al., submitted ). Brieflyspbsable 3 ml
cartridges (BondEllt C,g) were activated first with 5 ml of methanol, ameén conditioned with 5 ml of water
(adjusted to pH2) at a flow rate of 1 ml.mirThe extracts (60 ml) were loaded at a flow rdt&-40 ml.min*

under vacuum. After preconcentration, 2 ml of pMi&er were passed through the sorbent to elutartperities
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in the water samples which could not be absorbeth&ysorbent. Most of the pigments were elutedwitit 50%
methanol in water (pH 2) for rinsing, and then ctetedy dried under vacuum (about 50 min) to avojdrblysis.
After drying, the SPE cartridges were eluted with anl mixture of methanol/dichloromethane (1/1;)v/Vhe
eluates were evaporated to dryness with a gentarst of nitrogen and reconstitute with methanohté@inal
volume of 10Qul. Most of the eluates were clear and fit for LC-M{ction directly.

For some heavy colorful suspended solids and sedisemples, more purification was needed. The
eluates were evaporated to dryness with a gemdaratof nitrogen and reconstituted with hexanevolame of 5
ml. Disposable 3 ml cartridges (Supelco LC)\Mere activated first with 5 ml of acetone, andrtltonditioned
with 5 ml of pentane at a flow rate of 1 ml.mirThe eluates (5 ml) from the last purificationpsteere loaded.
After preconcentration, 2 ml of pentane were pasisealigh the sorbent to rinse impurities that catmeoabsorbed
by the sorbent. LC-NHcartridges were eluted with 5 ml mixture of acetpentane (1/3; v/v). The eluates were
evaporated to dryness with a gentle stream ofgémaand reconstituted with methanol to a final woduof 100ul.
The very polar compounds, such as nonylphenoxyaaetil (NREC), cannot be eluted out from LC-NElartridge
even with pure acetone or methanol due to the gtiowlarity of the cartridge. In consequence, a iséco
optimization development occurred, in order to ioyar purification methodologies in keeping NP1ECtlie
extracts. Three types of sorbents were tested LG-M3A and HF-PSA. Three elution mixtures were teste
methanol/dichloromethane, methanol/dichloromethasetic acid, methanol/dichloromethane/trifluoracedcid.
Finally HF-PSA sorbent was selected for its ability provide satisfactory recovery rates for thes fikPEO
metabolites. The optimized SPE protocol was camigidwith disposable 3 ml HF-PSA (Bondelut, 500 g,
PSA, Varian). The cartridges were conditioned wi8h ml of methanol and 3 ml mixture of
methanol/dichloromethane (80/20; v/v). After depasithe extracts, HF-PSgartridges were eluted with mixture
of methanol/dichloromethane (80/20; v/v) followedhwmixture of methanol/dichloromethane/trifluoresic acid
(79/19/2; viviv). The final eluates were evaporaiediryness with a gentle stream of nitrogen amdnstituted
with methanol to a final volume of 1QD

The HPLC system consisted of an Agilent 1100 séfeso Alto, CA, USA). The HPLC separation was
achieved on a 3.am, 150x 2.1 mm i.d. C18 reversed-phase column (Zorbax/A#lent, USA) and the same
kind of guard column with gradient elution proceslas follows: 0-2 min, 60%B (A: water/Methanol (3ylv, 5
mmol.I* ammonium acetate); B: Methanol), 2-7 min, from &% 80%B, 7-32 min, 80%B, 32-33 min, from
80%B to 60%B, 33-50 min, 60%B. The injection volumas set at %ul, and the flow rate was 0.15 ml.riin
Detection was carried out using an Agilent 1100 d&tector coupled in series with an Agilent 1100eser

LC/MSD mass selective detector equipped with aotedepray interface in Single lon Monitoring (Slivijode.
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NP, OP, NFEC were detected under negative ionization (NIditions as [M-H], m/z 219, 205, 277 respectively.
NP,EO and NREO were detected under positive ionization (Pl)dittons as [M+NH]" and [M+Na[' m/z 282

and 331 respectively (Lardy-Fontan S., submitted )

‘ Freezedried suspende solidsor sediment

!

MAE

extraction conditions

Solven: MeOH:DCM (3:1; v/v) Powe:30% (total 800 W
Time 10 min

I}

After filtration, automaticreconcentration and additi of

60m wi:lte| pH2
v

SPE : VARIAN BondellO C,¢, 200mg, 3c.c.

SPE : Bondelut HF-PSA,
500mg, 3cc

\ 4 A\ 4

AnalysisLC-ESFMS (SIMmode)

Figure 2: The sketch of analytical methodology.

Calibration curves were generated using linearegion analysis and over the established conciemtrat
range (0.2 ng.ril to 6 ug.mf) gave good fits (typically Rvalues>0.998) for each of the metabolites. For
environmental samples, the extract concentratioa ggnverted into metabolite concentration in theyde by
using the amount of sample extracted, the volumth@fextract analyzed and average recovery obtdnoad a
parallel assay of spiked samples. The sample ctratioms were expressed on a freeze-dried weighisb#
protocol blank and a supplemented extracts aregbtn each analytical serie in order to controltaonnation
(which may happen during sample treatment procéadume the efficiency of the analytical methodology.
Optimization of this technique lead to the follogiaverage recoveries for suspended solids and satianalyses
as following: MAE-Gg: 4-NP: 901%; 4-NFEO: 75%; 4-NBEO: 73%; NREC: 76%:; (spiked concentration, 0.2
ng.g* respectively); MAE-Gs-(LC-NH,): 4-NP: 86%; 4-NFEO: 43%; 4-NBEO: 46% (spiked concentration, 0.2
ug.g* respectively); MAE-G; only for nonylphenoxyacetic acid: NEC: 73% (spiked concentrationpd.g")

(spiked concentration, O().g"); with standard deviation less than 15% for afiqedures.
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3-Results and discussion
3-1-Extraction

An optimized Microwave Assisted Extraction techmdgeoupled to a fg purification was successfully
developed and lead to the following average regesdor suspended solids and sediment analyse®: 8Nxb; 4-
NP,EO: 75%; 4-NBEO: 73%; NREC: 76%); (spiked concentration, ug.g" respectively) with standard deviation
less than 15% for all procedures. Furthermoreppitamized protocol allows the achievement of adl ireparation
procedures of no less than 24 samples in one dagyBs) with respect of the green chemistry chghan Overall
procedure gave satisfactory method detection llovter than ng.g which was a significant improvement of
sensitivity and allowed the detection and quardifin of APEO metabolites in natural solid matricas

concentrations lower than tens ri§.g

3-2-Purification

Because most of suspended solids and sedimentesgiphtes are heavy colorful, more purificatios wa
needed. Several preliminary tests were performeh different elution mixtures on three types oftmort: NH,
PSA, HF-PSA. Whatever was the elution applied dueveries for the NP1EC were between 0 to 3% fos &ltdl
PSA sorbents. With HF-PSA sorbent, recoveries lBLEC were 1% with mixture of methanol/dichlorometha
(80/20; viv), 15% with mixture of methanol/dichlonethane/acetic acid (79/19/2; v/viv) and 127% mikture of
methanol/dichloromethane/trifluoroacetic acid (B#2t v/v/v). Average recoveries of the purificatiprocedure
using, elution mixtures of methanol/dichloromethané80/20; v/v) followed by mixture of
methanol/dichloromethane/trifluoroacetic acid (B921 v/v/v), were satisfactory, upper than 90% foe five
compounds. HF-PSA differs from PSA with their paty$120 pm against 40 um), the results seemsghblight

that it was a limiting factor to explain the loncoxvery when PSA was used.

3-3-Method validation parameters

Figure 3 presents average recoveries and standsidtion of the global protocol for 5 independent
times of .manipulation (6 months period), it shdhet developed methodology gave satisfactory repddy and

reproducibility with relative standard deviatiormer than 20%.
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Figure 3: Average recoveries of the global ana®ytinethodology for the study of APEOSs in solid séap

(n=5, 5 separate extraction procedures)

As previously mentioned, the linearity and rangamplication were established by the calibratiorves
(0.2 ng.mt* to 6 ug.mt) with coefficients of correlation values upperrt@99 (5 points calibration).
The intraday and interday precision was checkethjiegting two independent quality standards mixt{irgig.mi
1 at the beginning of each sequence of injectionhenapparatus and in the course of each sequéralysis.
RSD are satisfactory between 1% to 10%. The arsabfshighly complex mixtures did not seem to implacth
sensitivity and linearity of the LC-MS (Table2).

It lets us assume that the overall analytical pdooce answer the criteria of validation and is cousatly

applicable to environmental monitoring studies.

Table 2: Performance data: Intra-day and intergiagision

1st day RSD (%) (n=3 2st day RSD (%) (n=3) 3rd B®D (%) (n=3)
NP 3% 4% 1%
OoP 1% 5% 3%
NP1EC 7% 7% 7%
NP1EO 3% 3% 10%
NP2EO 3% 1% 10%

3-4-Distribution and patrtitioning of APEO metabolites to suspended solids in river water

Table 3: Partition coefficients for APEO metabdigetermined in freshwater lab and field studies.

NP NREO NREO OP River Reference
Log Kou 4.48 (0.12) 4.17 (0.15) 4.21 (0.18) 4,12 (0.11 hekand Giger
5.39 (0.12) 5.46 (0.12) 5.18 (0.25) 5.18 (0.35 UusAar Ferguson et al. (2001)
, 4.7-5.6 Canadian Sekela et al. (1999)
Log Ko .
4.7-6.1 Japan river Isobe et al. (2001
5.10 (0.48) USA river Van Ry et al. (2000)
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Short ethoxy-chain APEOs are moderately hydrophobitaminants (see Id€,,, values in Table 3) that
have been found to associate strongly with orgenicparticulate matter in aqueous systems (Jolah,e2000).

In the present work, significant amounts of NP rffr82-2,015 ng.g), NP.EO (from lod-1,237 ng:H
and NBEO (from lod-2,661 ng:), NP1EC (from lod-1,102 ngy are present in suspended solids in the river
water samples from Seine Estuary in May 2005 ahd206 (as shown in Table 4pP have been detected and
quantified (from lod to tens of ng‘gdata not shown) in the Seine estuary, but as $eksta werenot complete; no
more attention will be carried out in this studs is obvious from Table 3, NP is normally more atied to
suspended solids than NFO and NBEO. This difference can be explained by differering$eir hydrophobicity.

It was reported that the Id§y,, (octanol-water partition coefficient) of NP is 4.4®ile that of NRPEO and NREO
Is 4.17 and 4.21, respectively (see Table 3). Tifferdnce in partitioning between NP and j&® and NBEO
suggests that more NP accumulates in the sedimedisr in the biological tissues than {E® and NBEO. As
anticipated the more polar compound NP1EGresent in lower proportions (except in somecsjgepoints)

although it is the prevalent form in dissolved ghésee Table 4).
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Table 4: Occurrence of APEO metabolites in suspesdéids (expressed in ngf)gand dissolved phase (expressed inia@f the Seine estuary obtained during 2

sampling campaigns (May 2005 and July 2006)

S6 S5 S4 S3 S2 S1
C° susp. solids C* diss. C° susp. solids| C* diss. C° susp. solids C* diss. C° susp. solids C* diss. C° susp. solids| C* diss. C° susp. solids C* diss.
phase phase phase phase phase phase
?dgvg\jl) ng.r* ng.I* ?dgvg\jl) ng.I* ng.I* ?dg\sl) ng.I* ng.I* ?dg\sl) ng.r* ng.r* ?dg\sl) ng.r* ng.r* ?dg\sl) ng.I* ng.r*
NP1EO NS NS NS <7 - 11 291 11 14 60b 13 18 381 9 16| 243 7 24
NP2EO NS NS NS <7 - 2 1,134 42 <2 2,661 57 4 642 14 <2 368 10 8
July 2006 NP1EC NS NS NS <15 - 277 <15 - 312 45 1 489 <15 - 27 3 <15 - 1,279
NP NS NS NS 32 3 25 602 23 45 1,628 35 34 1,028 P3 27 957 27 30
TSS (mgf) NS 93 37 21 23 2
NP1EO 339 46 131 NS NS NS 489 49 87 863 9 131 1,2323 168 1,181 18 136
NP2EO 449 64 90 NS NS NS 350 3b 59 <10 3 90 10139 1 138 <10 - 116
May 2005 NP1EC <15 - 782 NS NS NS <15 - 685 13p L 622 150 3 925 1,102 10 1,128
NP 392 54 161 NS NS NS 832 88 164 1714 18 285 1,9436 311 2,015 18 221
TSS (mg 137 NS 99 11 18

NS: Not Sampled; d.w. dried weight; Diss. Phasesalved phase (<0.7 um); Susp. Solids: Suspendield $8 0.7 um); TSS

: Total Suspended Solids
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As highlighted by Figure 4 which presents the mdrsuspended solids in the global NP
contamination of the water column, it appears shspended solids may represent from 10% to more
than 50% of the water contamination depending erstte and the season. By way of consequence, it
can be assumed that the non consideration of sdegesolids in environmental monitoring surveys
(especially in highly turbid aquatic systems) caad to the underestimation of real water

contamination by a factor, at worst, of 2.

60% 1

50% 1
O TSS part [NP] May 2005

B TSS part [NP] July 2006
40% 1

30% 1

20% A

- I
0% T T T T T

S1 S2 S3 sS4 S5 S6

>
>

Upstream Downstream

Figure 4: Part of suspended solids in the globatamination of the Seine estuary water (May 2005

and July 2006).
(TSS Total Suspended Solids)

If isotherm and equilibrium partitioning are assunk 5. of honpolar compounds can be
predicted fronK,,, which is referred to as predict&g.. The predicted lodl,. value calculated from
Kow Value of NP is 3.81 (Isobe et al., 200A)l of the log K%, values observed in the river water
samples are 1 order of magnitude higher that tledigied logK,. (see Table 3)This means that
APEQOs partition more to suspended solids than égddcom their hydrophobicity. This also implies
that the suspended solid APEO metabolites could lsignificant role in their transfer in the adqoat
environments and their incorporation into bottordisents and could be one of the most important
reservoirs. APEOSs in suspended solids are finajyodited into the bottom sediment, which may act
as a reservoir and/or ultimate reservoir of APEQaipalites.

The sorbent properties and mechanisms controllomgtion of APEO metabolites onto
suspended solids are not fully understood. In apesison between the sorption of APEOs on
organic-rich sediment before and after organic enatemoval, John et al. (2000) provided data
indicating that interactions with organic mattergvenportant in controlling sorption of APs and gho
chain APEOs.
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3-5-Distribution and partitioning of APEO metabolites in suspended solids in WWTP effluents

Table 5: Occurrence of APEO metabolites in suspésdéds (expressed in ngf)gand dissolved

phase (expressed in nf.in WWTP effluents of the Seine estuary obtainedrd) 2 sampling
campaigns (May 2005 and July 2006).

se

WWTP1 WWTP2 WWTP3
C° susp. solids C° diss. phgseC® susp. solids| C° diss. phase C° susp. solids Ce diss. pha
ng.g* (d.w.) | ng.t ng.r* ng.g’ ng.r* ng.rt ng.g’ ng.rt ng.r*
(d.w.) (d.w.)
NP1EO 14,300 1,044 1,417 1,585 27 56 2,621 24 146
NP2EO 5,490 403 129 1,794 31 <2 2,003 18 75
July 2006 NP1EC 189 14 3,569 1,880 32 4851 <14 2,558
1,313 96 205 3,508 60 148 1,028 9 116
TSS (mgh) 73 17 9
NP1EO 7,107 62 238 904 9 377 2,717 40 232
NP2EO 5,071 44 259 291 3 176 1,537 20 142
May 2005 NP1EC 5,117 44 2,166 57 6 4,171 2,904 37 1,861
6,626 57 367 508 6 627 2,796 3p 369
TSS (mgt) 9 10 15

d.w. dried weight; Diss. Phase: dissolved phase7(xf); Susp. Solids: Suspended solids (> 0.7um$; Tstal

Suspended Solids

In the 3 screened effluents (Table 5), it can bseoked that NP (508-6,626 ng)gand
NP1EO (906-14,300 ngYy are the predominant metabolites which is in ad@oce with previous

remarks. Interestingly, NP1EC is also quantifiegdignificant proportions (maximum concentration of

5,117 ng.g) whereas it was not detected in suspended sdlidseiving waters. As suggested before,

NP1EC is the most polar APEO metabolite, it diffsmm other APEO metabolites by its carboxylic

function. The hypothesis of a punctual trappingiclvidoes not obey the hydrophobic rule, could be

advanced. In any case, the proportion of suspesdid NP1EC did not exceed 1% of the global

contamination of effluents (data not shown). Onabatrary, for more lipophilic compounds such as
NP, NP1EO and NP2EO (Figure 5) the proportion tsvben 13% to 21% when the suspended solids
load is low (9 mg) and between 32% to 75% when the suspended soéidss high (73 mg?) (It

can reasonably be deduce that WWTP1 were facedawiitn conventional functioning period during

sampling campaign of July 2006). In any case, thatrol of the suspended solid loads in aquatic

systems is one the key points to succeed in theedee of natural ecosystem contamination by APEO

metabolites.
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Figure 5: Part of the suspended solids in the ¢lotmatamination of the effluent of WWTP1 (May
2005 and July 2006).

4-Conclusion

This paper presents a simple, easy and powerfuhadetogy for the study of APEO
metabolites in environmental solid matrix. The ®e@stuary exhibits a chronic and relevant state of
contamination of both dissolved and suspended gufigse by APEO metabolites. In the Seine
estuary, suspended solids can represent, at woosge than 50% of the global contamination of the
water. In the Seine estuary, suspended solids sa@ temporary reservoir and participate in the
dissipation of APEOs toward the Seine Bay. Furtlmemthe fact that they participate in the

reprotoxic effects (Minier et al., 2000) that oaeutin the Seine hydrosystem could not be excluded.
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Résume :

Cet article présente des méthodologies puissamtes lp détermination des alkylphénols
(AP), des alkylphénol-polyéthoxylés (APEO) et degles alkylphénoxypolyéthoxyacétiqgues (APEC)
dans les phases dissoutes et particulaires destificims d'eau usagée ainsi que les boues d’épurati
Les méthodologies développées répondent a degsesride validation et montrent des taux de
récupération satisfaisants (habituellement supéxi@80%), une bonne répétabilité et reprodudibili
intra-laboratoire (RSD< 20%). Des effets de matrsignificatifs sont mis en évidence dans les
matrices les plus complexes; ce qui met en évidienoécessité de leur évaluation pour conduire des
analyses quantitatives fiables. La méthodologieelbippée a été appliquée avec succés a I'étude des
stations d’épuration francaises. L'ensemble desamddlons étudiés montre une contamination
significative par les métabolites d'APEO. Bien diefficacité des stations d’épuration pour abattre
les AP et les APEO soit clairement démontrée; agig®rts significatifs de 4-NP, de 4-NP1-2EO et de
4-NP1EC se produisent par l'intermédiaire de Isseltissoute (centaines de Agl quelques pg'),
des phases solides en suspension (dizaines dé adagdizaine de pg? et des boues d’épuration
(jusqu'au mg.kg). Les tendances observées démontrent que lektiess d’'usages et de marketing

entrées en application en 2005 ne sont pas enotiéeeanent accomplies, en France.

Pour soumission a Water Research
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Abstract

This paper presents methodologies for the detetromaf alkylphenols (APs), alkylphenol
polyethoxylates (APEOs) and alkylphenoxypolyeth@et& acids (APECs) in the dissolved and
particulate phases of wastewater samples as welluge. The overall methodologies answer
validation criteria and display satisfactory reagviates (usually higher than 80%), repeatabilitgd a
within-laboratory reproducibility (RSD<20%). Sigii&nt matrix effects are encountered in highly
complex matrices; highlighting the fact that thestimation is prevalent to conduct reliable
quantitative analysis. The developed methodology successfully applied to the survey of French
WWTPs. All the investigated samples display siguaifit contamination by APEO metabolites.
Although the efficiency of investigated sewage émove APs and APEOSs is clearly demonstrated;
significant loads of 4-NP, 4-NP1-2EO and 4-NP1ECuowia the dissolved phase (hundreds of hg.|
to a few pg:f), the suspended solids (tens of figtg tens of pg.g) and the sludge (up to mg:Kg
The trends demonstrate that the restrictions of asel marketing implemented as from 2005 are not

yet fully achieved, in France.

1-Introduction

Alkylphenol-polyethoxylates (APEOs) are non ioniarfactants widely used for their
properties as emulsifiants, wetting agents, adjisvgdRenner, 1997); nonylphenol production is
estimated to reach 154,200 tons in the USA, 7316088 in Europe (Review by Soares et al., 2008).
80% of the production are nonylphenol-polyethoxgdat (NPEOs), 20% are octylphenol-
polyethoxylates (OPEOs). Commercial mixtures arghlyi complex mixtures of ethoxymers,

oligomers and isomers used in agricultural appbeat industrial and institutional applications
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(textile industry, tanneries, chemical industrypdandustry, steam industry; Terzic et al., 200&) a
domestic applications (Renner, 1997). Since ttet fesearch works by Ahel and Giger (1994) who
studied the fate and occurrence of APEOs in wadtewaeatment plants and receiving waters,
APEOs are known for their extensive biodegradapooperties (review by Soares et al., 2008).
Through complex degradation ways, it leads to tmmétion of numerous metabolites of degradation:
shorter chain ethoxy APEOs under anaerobic comdifichorter chain alkylphenoxyacetic acids
(APECs) and carboxyalkylphenoxyacetic acids (CAPE@sder aerobic degradation; under both
conditions the ultimate biodegradation products alieylphenols (APs) (e.g., nonylphenol NP;
octylphenol OP). Their main environmental concees bn the fact that biodegradation phenomena
lead to the formation of ubiquitous, lipophilic,rpistent and toxic compounds (reviews by Vazquez-
Duhalt et al., 2006; Soares et al., 2008). Consatyethey have been included in the Water
Framework Directive priority substances and somérenmental quality standards (EQS) have been
suggested: 0.3 pd.for NP in surface waters, 0.1 iyfor OP in river waters (0.01 pg.for OP in
marine waters). More than 60% of APEOs and theitabwlites are estimated to be released into
aquatic systems (Renner, 1997); WWTPs are the emtimance. Consequently, the control of their
occurrence in the environment relies on both cordfatheir production and use (implemented in
Europe since 2003) and the efficiency of WWTP psses to remove them. Numerous research works
have investigated the fate and occurrence of AP&tkshave been reviewed by Teske and Arnold
(2008).

20 years of environmental research has led to thesldpment of numerous analytical
methodologies. Solid phase extraction (SPE) hasrbedhe most conventional extraction technique
for liquid samples; numerous extraction techniqdesn ultrasonication to accelerated solvent
extraction (ASE) are still used for solid sampld$ass spectrometry (single or tandem MS) has
become the conventional detector coupled with eigjas chromatography or liquid chromatography.
State of the art, failures and future needs forr thealysis in complex environmental matrices have
been recently reviewed (Lardy-Fontan et al., suieatjt

This study aims to develop and to improve an aitalyimethod to detect and to quantify
five of the most persistent APEOs metabolites imaggee matrices. The strong axis of this research is
the consideration of both dissolved and suspendid ghases as well as sludge. The overall method
was successfully applied to study 7 French bioklgizastewater treatment plants, which are of
particular interest due to their relatively commoge. The measured concentrations allowed to

determine the average efficiency of French WWTRsdavith APEOs.

2-Material and methods

2-1-Quantification standards
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Unlabeled p-n-nonylphenol (98%+, p-n-NP), p-n-ng@mgnol monoethoxylate (95%+, p-n-
NP,EO), nonylphenoxyacetic acid (ring chain isomer@3%+, 4-NREC) were purchased from
Promochem (Molsheim, France) (1p6.ml* in nonane, respectively). 4-nonylphenol (100%, R-N
technical), 4-nonylphenol-monoethoxylate (99.5%,NEQO) and 4-nonylphenol-diethoxylate
(99.5%, 4-NREO) were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Queftllavier, France). The spiked

solutions were prepared in methanol at concentraiid 1ug.mi* of each compound.

2-2-Reagents and chemicals

Methanol (MeOH) was used for the analysis of peiicesidues and was purchased from
Merck (VWR international, Strasbourg, France). Docbmethane (DCM) was used for organic
residue analysis and came from J.T.Baker; wated dee LC/MS analysis was from JT Baker
(Atlantic Labo, Bruges, France). All the above soits were used without further purification. Water
used for solid phase extraction was EViawater in glass bottles (France Boisson, France).
Hydrochloric acid (37%) was purchased from VWR iingdional (Strasbourg, France). Ammonium
acetate (minimum purity 98%) was purchased froom@ighldrich (Saint Quentin Fallavier, France);
trifluroacetic acid (ACS, mimimum purity 99%) waarphased from Acros (Noisy le grand, France).
All the chemicals were tested for background lef@¢he compounds of interest.

Due to the ubiquitous occurrence of alkylphenold alkylphenol polyethoxylates (in plastic
materials and detergents), glassware was chosawotd contamination of the sample. Furthermore,
all the glassware and sampling apparatus requpeda treatment prior to use. All the glasswares wa
washed and then heated at #5@or 6 hours prior to use. Whatman GF/F glasfiiiters (pore size
0.7 um) were purchased from VWR International (Eaay-sous-Bois, France) and were also heated
at 450C for 6 hours prior to use. 200 mg Bond&I@18 cartridges and 500 mg HF-Bond&IBSA

were purchased from Varian (Courtabeceuf, France).

2-3-Sample collection

In order to representative fluxes of micropollusanéceived and released, 24 hours flow
proportional composite samples were collected thaiok refrigerated automatic samplers (Buhler
5010) equipped with glass containers to prevennhfdegradation. Daily average composite samples
were then stored in coolers (4°C) and shipped t® ldboratory in 24 hours. Samples were
immediately filtered through glass microfiber fike highly complex samples (influents) followed a
sequential filtration on GF/A (1.6 um) then GF/E7(fim) filters; effluents followed a single filtian
step on GF/F filters. Filters from each sample wmeled and stored at -20°C until freeze-drying.

Flow proportional composite samples of sludge wemnstituted, stored in coolers (4°C)

and carried to the laboratory in 24 hours. Solittge was homogenized and divided before being
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stored at -20°C until freeze-drying. 500 ml liqulldge samples were manually homogenized and
divided before being centrifuged (2*15 min; 300@njpsolids were pooled in an aluminium container
and stored at -20°C until freeze-drying.

Sampling collections were carried out under drydwenconditions only onto, 7 WWTPs
chosen in the overall territories. These facilitiesre representative of the French panel of aeivat

sludge WWTPs that is the most widely used processiblogical treatment. They are presented in

Table 1.

Table 1: Presentation of the 7 investigated WWTPs

Sampling PE. Water treatment | Sludge treatment stages Type of receiving wastewaters
steps
CA-1 | 05/02-08/02 2,900 AS (C,N)+ dec Reed bed Industmial Domestic yes; Hospitals: yes
SE-1 | 26/02-01/03 36,000 AS (C,N,P) Centrifugation+padym Industrial: yes, a few; Domestic: yes;
Hospitals: no
CA-2 | 19/03-22/03 13, 000 AS (C,N)+dec Reed bed Industrig Domestic: yes; Hospitals: ng
SE-2 | 24/04-26/04 250, 000 * dec., Anaerobic digestion + Industrial: yes, (leachates, food industry);
AS(C,N,P)+ rapid | centrifugation+ liming Domestic: yes; Hospitals: yes
decantation
CA-3 | 21/05-24/05 700,000 lary settl.., AS ( Centrifugation+ Industrial: yes (chemical industry);
C)+ biofilters (N) polymers Domestic: yes; Hospitals: yes
(15%)
SE-3 11/06-14/06 50,000 AS (C,N,P) Centrifugation +thekm Industrial: yes,(chemical industry);
drying Domestic: yes; Hospitals: y
SE-4 | 10/09-13/09 110,000 AS (C,N) Centrifugation+ Industrial: yes, a few; Domestic: yes;
polymer Hospitals: n

PE : population equivalent; AS(C,N,P): Activateddsie; treatment of carbon, nitrogen, phosphorus(@®8) :
Activated sludge, treatment carbon, nitrogegsettl..: Primary Settling tank.

2-4-Dissolved phase analytical treatment

Disposable 3 ml cartridges (BondElut® C18, 200 Wayian) were activated first with 5 ml of
methanol and then conditioned with 5 ml of EViavater (adjusted to pH 2). Water samples (acidified
to pH 2 with hydrochloric acid), 300 ml to 500 mlere loaded at a flow rate of 8-10 ml.fminnder
vacuum. After preconcentration, 2 ml of pH 2 EvViamater were passed through the sorbent followed
by a mixture of Evian water (pH 2)/ MeOH (50/50; v/v) to elute impuritien water samples which
cannot be adsorbed by the sorbent. The cartridges tien completely dried under vacuum (about 50
min) to avoid hydrolysis using a SUPELCO (VISIPREPSPE apparatus connected to a vacuum
system set at -10 psig. After drying, the SPE whyés were eluted with a 5 ml mixture of
MeOH/DCM (1/1; viv). The eluates were evaporatedhwa gentle stream of nitrogen and
reconstituted in 2 ml mixture MeOH/DCM (80/20; viBan et al., submitted).

Disposable 3 ml cartridges (HF-BondElut® PSA, 50@, nvarian) were activated and
conditioned with 5 ml of MeOH followed by a 5 mlxture of MeOH/DCM (80/20; v/v). The extracts
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were loaded to the cartridge and elution was aelievith 6 ml of a mixture of MeOH/DCM (80/20;
v/v) followed by a 6 ml mixture of MeOH/DCM/TFA (799/2; viviv). The eluates were evaporated to
dryness with a gentle stream of nitrogen and rdgated in 200 pl methanol (Lardy-Fontan et al.,
submitted).

2-5-Solid phase analytical treatment

The suspended solids and sludge samples were {fdeeze (RP2V, CIRP, Argenteull,
France) before focused microwave-assisted extra¢MAE) at atmospheric pressure (Soxwave 100
apparatus, Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France).frEleze-dried solids (SPM; sludge: 0.1 g), were
extracted using focused microwave-assisted extraatith a MeOH/DCM mixture (3/1; viv). After
being filtrated on glass cotton, the extracts war@porated under vacuum (600 mbars, 80°C) with an
automatic reconcentrator (RapidVap, Bioblock, Foatesous-Bois, France) to remove the solvent
and then 60 ml of Eviahwater (pH 2) were added to undergo the 2 step B@fHication

methodology (as exposed in previous section) (L-&walytan et al., submitted).

2-6-Liquid chromatography mass spectrometry (LC/MS)analysis

The HPLC system consisted of an Agilent Technokdi200 series (Massy, France). The
HPLC separation was achieved on a g5, 15 2.1 mm i.d. C18 reversed-phase column (Zorbax-
SB, Agilent, Massy, France) and the same kind a@frgucolumn. Detection was carried out using an
Agilent MSD mass selective detector (G1946 VL) eped with an electrospray interface. 4-NP, 4-t-
OP, 4-NP1EC and p-n-NP were detected under negainigation (NI) conditions as [M-H] 4-
NP,EO, 4-NBEO and p-n-NP1EO were detected under positive @iz (Pl) conditions as
[M+NH,4]* and [M+Na] (Pan et al., submitted to ABC). Quantification wasformed by internal
calibration. 4-NP1EC, 4-t-OP and 4-NP were quaedifusing p-n-NP as internal standard, 4-NP1EO
and 4-NP2EO were quantified using p-n-NP1EO asnatestandard.

2-7-Quality Assurance/Quality Control

2-7-1 Sampling apparatus integrity

In order to prevent cross contaminations, all sargpbpparatus were tested for their
background levels of compounds of interest. EViamter was passed through the system after its use.
Quantification of both Evidhwater and sample was carried out before and tfiéér flow through the
apparatus. Compounds of interests were quantifiéViart water in non significant proportion (<lod
for 4-NP1EC to tens ng.lfor 4-NP), after its flow through the sampling apgtus. Consequently, the

integrity of the samples was achieved and samglahg@mes and procedures were validated.
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2-7-2 Evaluation of the conservation of samplesfgampling to extraction

Before undertaking sampling campaigns, tests ofsexation were carried out in the
laboratory. In the context of this research wole filtration of the samples could not be achieved
immediately after the sampling. Although previowdidation works (Lardy-Fontan S., submitted)
have highlighted the fact that the filtration ofetlsample significantly reduced the degradation
phenomena, this parameter was not tested in thies tinfiltered waters from WWTPs were sampled,
2 conservative agents were tested: 1% of methanbll& formaldehyde. Each sample, stored at 4°C
in an amber glass bottle, was characterized (Geediibn and quantification) at TO, TO+2 days and
TO+7 days after sampling, following the protocoégented previously. The results highlight the fact
that the integrity of the sample is rapidly altereyl degradation phenomena, even 2 days after
sampling time (IS 1). It can affect both the dmition of the compounds and their abundance. The
use of preservatives (methanol or formaldehyde) raitl succeed in controlling the phenomenon.

Consequently, all the analytical procedure took®lia the first 48 hours following the sampling.

2-7-3Validation of recoveries

Recovery means the percentage of the true contientaf a substance recovered during the
analytical procedure. It is determined during vation, if no certified reference material is avilita
As no certified reference material (CRM) exists A®?EOs or their metabolites, the evaluation of the
efficiency of extraction in real samples is harcithieve. Faced with the ubiquity of APEOs andrthei
metabolites, it appeared that the fortifying ofurat samples with analytes of interest, at realisti
environmental concentrations, might generate eoasalata. As a consequence, it was decided to
create artificial complex matrices which were fiietd with a mixture of the compounds of interest.

In order to mimic domestic effluent and influentiadoX’ which is a sort of “gravy” of
synthesis, made up mainly of sugar and proteinscliasen. It is a substrate whose degradation is
close to that of domestic water (Tusseau-Vuillerainal.,, 2002; Gourlay et al., 2005). 2 sets of
samples were prepared: one liter of EViamater was supplemented with 1 ml of Vian8aand
fortified with 1 ml of a mixture of APEOs at a camtration of 5 ug.rll (for each compound) to
mimic influent water. One liter of Evi@nwater was supplemented with 0.2 ml of Viantiand
fortified with 1 ml of a mixture of APEOs at a camtration of 5 ug.rll (for each compound) to
mimic effluent water. In order to mimic natural fage waters, 10 mg of Aldrich humic acid were
added to 1 liter of Evidhwater which was supplemented with 0.1 ml of a mixtof APEOs at a
concentration of 2 pg.f{for each compound). The samples were stored afat°20 hours, in order
to equilibrate. They were then acidified and iné¢rstandards were added before the samples to be

extracted (in triplicates).
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For solid samples, a natural sediment sample wivirh previously tested for a low content
in APEOs was chosen. 1 g of sediment was suppl@&dentorder to obtain a final concentration of
100 ng.g and 10 pg.g. The fortified samples were stored for 20 hours28¢C to equilibrate. 0.1 g

of each matrix was analyzed in triplicates follogvithe previously described methodology.

2-7-4 Evaluation of matrix effects

Matrix effects are the weak point of LC-ESI-MS, esially LC-ESI-MS-MS (Taylor, 2005).
They occur when molecules co-elute with the compsunf interest and affect the ionization
efficiency of the electrospray interface resultingsignal enhancement and/or ion suppression. When
occurring, matrix effects affect both the precis@rd accuracy of the method; ion suppressiontgor i
part, leads to a decrease in sensitivity and hitimiis of quantification (Taylor, 2005). By lookjnat
the bibliography, it appears that investigationsagsess matrix effects are usually absent from the
validation criteria because they are time consunaing difficult to implement (see Review Lardy-
Fontan and Budzinski, submitted).

Three sets of samples were prepared in order tluaeamatrix effects on surface waters
(SW) and wastewaters (influent (INF) and efflugBEF)). The samples were extracted on C18 and
were divided into 2 sub-samples. One of them undetthe purification step on HF-PSA,; the second
one was evaporated under a nitrogen stream. Allettteacts have been supplemented, prior to
injection, with a mixture of compounds of interéstmixture of internal standards and compounds to
quantify). In parallel, a pure methanol extract Haebn supplemented with the same quantity of
compounds. The evaluation of matrix effects retieshe comparison of abundances measured in pure

methanolic extracts and sample methanolic extracts.

3-Results and discussion

3-1-Method performance

Performance characteristic means the functiondltyuhat can be attributed to an analytical
method. This may be for instance, accuracy, repé#ya reproducibility, recovery, detection

capability and ruggedness (Decision 2002/657/EC).

3-1-1 Trueness-Extraction efficiency

Figure 1 shows the average recovery rates (caszlllay internal calibration) obtained with
the global analytical methodology applied to thgydes of tested liquid matrices. Except for the 4-
NP1EC which shows a rate of recovery of 50% inrtiegrix mimicking surface water samples, the

other studied molecules present average recovdps riiom 80% to 130% depending on the
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compound. Figure 2 presents the average recovess rabtained with the global analytical
methodology applied to the 3 types of solid masitested. Except for the 4-NP1EC which shows a
rate of recovery of 50% in the sediment supplembmtiel ug.g, all the other studied molecules
present rates of recovery from 60% to 130% depegnoimthe compound.

160 -
R(%)

140
O Lab. Water
120
L SWrec.
E EFFrec.
100 A l H INFrec.
80 - _L
60 -
40 -

20 4

4-NP/pnNP 4-t-OP/pnNP 4-NP1EC/pnNP  4-NP1EO/pnNP1EO4-NP2EO/pnNP1EO

Figure 1: Validation of the dissolved phase methagin

Lab water: laboratory water (Evi@mwater); average recovery of the global protocoltrgetion + purification) (n=28, 7
g\(l)vn:zz?: water supplemented with10 rigF humic acid, average recovery of the global ot (extraction + purification)
I(Enff_ri)c water supplemented with 2 mbof Viandox, average recovery of the global protaextraction + purification)
I(rr:f_rgi water supplemented with 10 migdf Viandox, average recovery of the global protqextraction + purification)
I(-r|]0_r:iaz)6ntal axis presents the compound to be queadtiéind the standard compound used as internalastar{e.g. 4-NP
quantified by internal standard p-n-NP).
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Figure 2: Validation of the solid phase methodology

Lab. solv: organic solvent supplemented, averagevery of the global protocol (n=4, independents),
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Sed 1: sediment supplemented at 100 hcagerage recovery of the global protocol (n=3),
Sed 2: sediment supplemented at 1 jigayerage recovery of the global protocol (n=3),
Horizontal axis presents the compound to be quadtifind the standard compound used as internadlatir{e.g. 4-NP

quantified by internal standard p-n-NP).

3-1-2 Repeatability and within-laboratory reprodhitity

Repeatability conditions mean conditions under Whitlependent test results are obtained
with the same method on identical test items ind&me laboratory by the same operator using the
same equipment. Within-laboratory reproducibilityeans the precision obtained in the same
laboratory under stipulated (predetermined) cood#i (concerninge.g method, test materials,
operators and environment) over justified long tintervals (Decision 2002/657/EC).

Both methodologies (MAE+2 step SPE for solid sasipfestep SPE for aqueous samples)
show good recoveries and low relative standardadievi for all the analytes; average recoveries
ranged from 76 + 26% to 115 + 14% for aqueous nuxtogy, from 68 + 8% to 104 + 18% for solid
phase methodology (Figure 1 and Figure 2). Conselyyehe applied methodologies show good

repeatability and within-laboratory reproducibility

3-1-3 Ruggedness

Ruggedness means the susceptibility of an anadlytiethod to changes in experimental
conditions which can be expressed as a list ofsdraple materials, analytes, storage conditions,
environmental and/or sample preparation conditioznder which the method can be applied as
presented or with specified minor modifications ¢3&n 2002/657/EC).

a) Laboratory Blank

APs are ubiquitous contaminants of the environnaemnt consequently of a laboratory. As
previously reported, they can be found in plastiosl detergents which can enter in contact with
analytical materials (solvents, SPE material, etcAs)highlighted by Loos et al. (2008) in their oep
on the first inter-calibration study for the anasysf NP and OP in river water, blanks can
significantly affect the ability of a laboratory ¢mantify APs in natural samples. Furthermore, care
observe that mentions concerning such control alityucontrol and assurance are generally absent

from published works.
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Figure 3: One year survey of protocol blank. Quarf4-NP expressed in ng (n=28; 2 operators).

Clear barrel: mean of 28 values of blank
Dark barrel: mean without contaminated blank @B8may; 12-13 September)

Figure 3 presents a one year survey of 4-NP blankaenination (global protocol, 2 step SPE,
28 analyses, 2 operators). Some variations arenaabén the laboratory background level in 4-NP
whose average value of 34 ng is compatible with #malysis of 4-NP in WWTP samples.
Nevertheless, it also suggests that some speafitamination could have occurred and were linked
with building remediation; consequently the addhtiof no less than one blank to each extraction
series should be recommended to achieve suffigigality control and quality assurance.

b) Matrix effects

Table 2 presents the matrix effects for the 3 gkisvestigated waters: surface water (SW),
effluent (EFF) and influent (INF). The principle te compare the differences of response between a
post extraction extract fortified with analytesioferest (A) and a pure solution of solvent foetifi
with the same quantity of analytes (B). The ra(id-B)/B)*100) provides the percentage of ion

suppression for each analyte of interest undemgatographic conditions.
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Table 2: Evaluation of matrix effects under LC-B%$ conditions

Surface wate Effluent Influent
SPE C18+HF-PSA SPE C14§ SPE C18+HF-PSA SPE ¢18 C3BEHF-PSA SPE C18
4-NP -18% 38% 29% 39% 36% 54%
4-t-OP 7% 39% -8% 17% 20% 46%
4-NP1EC 9% 69% 39% 22% 42% |
p-n-NP 6% 55% 45% 42% 56% 62%
4-NP1EO 4% 9% 24% 16% 96% 78%
4-NP2EO 21% 23% 38% 32% 79% 78%
p-n-NP1EO 7% 10% 12% 12% 34% 29%

Table 2 presents the measured matrix effects oBthtudied matrices (river water, influent
and effluent) and for the 2 tested conditions (waittwithout HF-PSA purification). The observations
highlight a positive effect of the implementatiditlee HF-PSA purification step. This is illustrated
Figure 4. In fact, it leads to an improvement & fielectivity especially in the case of highly céewp
matrices (e.g., raw waters) with the reduction @ftn® interferences (Figure 4a and 4b present the
chromatographic profiles of a WWTP influent extragth and without the stage of purification and
clearly demonstrate the reduction of interfereresggzecially with 4-NP1EC). Furthermore, it leadato
decrease in ion suppression and consequently tocagase of the sensitivity (Figure 4c presents the
chromatographic profiles of a river water extradthvand without the HF-PSA purification, it shows
an increase of abundance of almost 50% for all niwecules when the purification step is
conducted).The matrix phenomena appear to be atetklith the matrix load of the sample (INF>
EFF> SW, as highlighted by Table 2). In the negatiwode of ionization, the phenomena seem to
affect all the compounds in a homogeneous way dstas of quantification as well as compounds to
be quantified). The quantification by internal badition appears to be effective to control thieiff
and allows the production of reliable quantitatidata. In the positive mode of ionization, the
phenomenon affects the standards of quantificatod the compounds to be quantified in a
homogeneous way in the river water extracts antheneffluent extracts. Nevertheless, an important
phenomenon of signal suppression is observed ®rAthlP1EO and the 4-NP2EO in raw waters
extracts. The hypothesis of a competition for iatian between all the NPEOs which are abundant in
untreated water, since the commercial mixturesnaaee up of them, can be advanced. Indeed, in
reversed phase liquid chromatography, the moleareseparated by their hydrophobic character; it
leads to the non separation of the NPEOs. Thegtlegradation that these molecules undergo during
the WWTP processes may explain why these phenoraemastronger in raw water extracts by
comparison with final effluent extracts. The asstiompof an interaction between the NPEOs and the
organic matter having the potential to be strorggraded during the treatment of raw water cannot
however be isolated. Few are the studies which lesatuated the matrix effects because as said by
Loos et al. (2007) “It is too difficult”. Nevertheds, these results clearly demonstrate the need to

evaluate the matrix effects for all the moleculgsen if the implementation of internal standards
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succeeds in controlling them (as recommended byHezguson et al., 2000; Jahnke et al., 2004); it
may not be sufficient in some highly complex magsicThe implementation of a standard addition
methodology, despite being time consuming and esipenappears to be a suitable way to overpass
matrix effects (Baugros et al.,2008).
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Figure 4: Positive effect of the implementatiortted HF-PSA purification step.
a) and b) influents chromatograms in negative miodization, with or without the HF-PS/purification step,
c) Chromatograms of a surface water extracts withithout the HF-PSA purification step
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3-2-Occurrence of APEOs in WWTPs

3-2-1 Occurrence in influents (raw water)

Table 3: Occurrence of APEO metabolites in thealgsl phase of the 7 investigated WWTPs

Influent Effluent
C° ug.l Min Max Mean C° ugi Min Max Mean
4-NP 0.68 15.78 6.89 4-NP 0.05 1.97 0.34
4-t-OP <LOD 16.06 2.20 4-t-OP <LOD 0.48 0.11
4-NP1EO 0.29 12.72 1.98 4-NP1EO 0.04 0.22 0.14
4-NP2EO 0.14 2.32 0.57 4-NP2EO 0.06 0.14 0.1¢
4-NP1EC <LOD 10.10 1.64 4-NP1EC 0.27 5.31 1.85

Concentrations are expressed in 1¢<0.7um)

The 7 investigated WWTPs highlight a chronic stateontamination of their influents by
APEO metabolites (Table 3). Influents contaminatiendominated by 4-NP and 4-NP1EO and
confirmed litteraure review (Martin-Ruet al, 2008); 4-t-OP and 4-NP1EC are usually not detecte
(despite a LOD of ngY). The distribution appears to be consistent wité tses of alkylphenolic
compounds: 80% of NPEOs and 20% of OPEOs (Renrgaf) 1Bluge inter-day variability is observed
depending on the compound and the WWTP and carh re@eo in some cases. It seems to be
correlated with the type of WWTPs: the more the WRMTeats industrial wastes the higher the
variability. Furthermore, an important variabilib§ the contributions among WWTPs is observed. The
average concentrations in the dissolved phase frany 0.68 to 15.78 pg'ifor 4-NP, from 0.29 to
12.72 pg for 4-NP1EO. The influents of WWTPs SE-1, SE-2 &#}3 appear to be significantly
more contaminated than those of WWTPs CA-1, CAR-3and SE-4. Although SE-1 is situated in a
peri-urban area, its wastewater countains theexftkiof a refinery, the processes of which implegmen
the use of APEOSs (Boitsov et al., 2004; Boitsoalet2007). SE-2 and SE-3, for their part, trefdta
of industrial wastes which use APEOs (numerous stréks from various sectors: agro-alimentary,
chemical industry, contributions of leachates). CAnd CA-2 are smaller WWTPs located in rural
areas and treat domestic wastewater exclusively;3Ghd SE-4 although being situated in highly
urbanized areas, to which a diffuse industrial ifals associated, treat mainly domestic water and
some industrial wastes. These results are in aanoedwith those published by the national research
action for the reduction of the loads of dangersubstances in water by classified installations
(RSDE, 2007). They have reported occurrence of ilPsffluents from different French sectors of
activity: 45% in treatment and storage of wastép36r petroleum industries, 35% for hospitals, 30%
for tanneries, 48% for mechanical work of metals. SUmmarize, it appears that, in France, the
domestic and institutional uses are responsibleafohronic contribution of APEOs to the WWTPs;
the dominant and discriminating component appeatsetthe industrial use. These results highlight

the fact that, in France, the uses of APEOs instréal, institutional and domestic applicationsraee
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to be common although a restriction of uses andkatimg has come into force since January 17,
2005; the steps of substitution of these produstensto be still under way.

3-2-2 Occurrence in final effluents (treated water)

The 7 investigated WWTPs highlight a chronic st#teontamination of their effluents by
APEO metabolites (Table 3). The distribution of gmunds is drastically different from the one
observed for influents. In fact, effluents are doateéd by 4-NP1EC, 4-NP and 4-NP1EO. 4-t-OP is
usually not detected. Contrary to influents, irdey variations are of less lower magnitude in
effluents; due to 24 hour hydraulic retention tiamel to the removal efficiency of the plant. Moregve
effluent fluctuations in terms of abundance appedre more homogenous with the exception of 4-
NP1EC. Measured concentrations vary from 0.27 3& fig.I* for 4-NP1EC, from 0.05 to 1.97 ug.|
for 4-NP, from 0.04 to 0.22 udg.for 4-NP1EO and from 0.06 to 0.14 pigfor 4-NP2EO and seem to
be clearly influenced by the type of process affidieficy in the removal of APEOs. It appears there
is a shift in the distribution of oligomers dueth® cleavage of their ethoxy units and carboxytatio
through the biological treatment process in refatioth extensive biodegradation phenomena. These
data are in agreement with those reported in ofheopean countries. In some Spanish WWTP
effluents, Cespedes et al. (2008) measured coatienis from 0.33 to 2.07 pg.for 4-NP, from 0.13
to 0.33 pg.f for 4-t-OP. Similarly, Loos et al. (2007) reporteashcentrations from 0.26 to 0.73 yig.|
for 4-NP, 0.23 to 4.5 pg-lfor 4-NP1EC in some Belgian and Italian WWTP adfits. The only
exception was the comparison with the observedigem German WWTP effluents which displays a
significant decrease in their concentrations (<tio®.011 gt for 4-NP, <lod-0.333 pg'l for 4-t-
OP) as reported by Quednow and Puttmann (2008) ¢tecluded that it was a consequence of the

ban on the use of the compounds.

3-3-Role played by suspended solids

One of the strong axis of these research taskgheasonsideration of suspended solids and
the evaluation of their role in the contaminatidriree aqueous phases. Concerning the metabolites of
APEOs, the observations highlight values of contetibn ranging from tens of ng.gnd a few tens
of pg.gh, in both raw and treated waters, depending onméatabolite. 4-NP and 4-NP1EO are the
prevalent metabolites in suspended solids whictorssistent with their hydrophobic character (log
Kow 4.1 for 4-NP1EO and 4.5 for 4-NP). Usually,eduction in the contamination of the suspended
solid phase is observed along the treatment process

In raw waters, the contribution of suspended soi$he contamination to the agueous
phase can reach 20 to 80% of the contaminant lepdrdling on the metabolite and the site. In treated
water their share is extremely variable: lower ti&96 for the 4-NP1EC which is the most polar
metabolite, but it can reach 90% for 4-NP (a hyHodgpc compound) in the case of CA-1 or SE-1
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(Figures 5a and 5b). Few are the studies which bamsidered suspended solids in WWTP processes.
Recently, Koh et al. (2008) reported the relevasfdée sorption of some alkylphenolic compounds to
suspended solids in WWTP samples (68% for 4-NP; f61%-t-OP).

3-4-Fate and removal of APEOS in the process

3-4-1 Fate in the process

Figure 5 presents the trends of measured concentsan both phases (suspended solids and
dissolved phase) in 4 of the investigated WWTPgufe 5c presents 2 day average measured
concentrations in the influent, primary settlingkaffluent and final effluent in the WWTP-SE2. The
results highlight a decrease in the contaminatibARPEO metabolites in relation with the primary
decantation process: corresponding to the remdvaligpended solids, a removal of 64% for 4-NP,
and of 36% for 4-NP1EO is observed. In the dissblphase, removal of 59% for 4-NP is measured
confirming the efficiency of this process to remaMeEOs (Teske and Arnold, 2008; Martin-Ruel et
al., 2008). The main center of the removal is ttgvated sludge in which both biodegradation and
sorption phenomena occur (as previously showngmifsiant decrease in the contamination of both
liquid and solids phases occur (in the aqueousepreasoval of 96% for 4-NP and 96% for 4-NP1EO
in WWTP SE-2; -82% for 4-NP1EC and 55% for 4-NPMWTP CA-3) (Teske and Arnold, 2008).
Additional treatment steps provide a higher quaditythe final effluents (reduction of the suspended
solids concentration for phosphorus removal, biglalg nitrogen removal) into the natural
environment. As highlighted by figure 5c-d, the lempentation of a complementary of biofiltration
for nitrogen removal leads to an improvement ofseah of APEOs and metabolites by almost 50%,

in this case study.
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3-4-2 Efficiency of AS process

Table 4: Efficiency of WWTP processes for the realaf APEOs and their metabolites

R (%) Dissolved phase Solid phase Aqueous phasg

4-NP 88+ 12% 80+ 30% 83+ 20%
4-NP1EO 8% 8% 78+ 31% 87+ 9%
4-NP2EO 76 26% 78+ 33% 85+ 10%
4-NP1EC -812 1300% 90t 7% -47+ 157%

Average removals are calculated by using mean medswncentrations at each WWTP for the overaibpler
of study. R (%) = (([Influent]-[Effluent]) / [Inflent])*100. Aqueous phase: sum of dissolved phadesalid
phase

The measured concentrations allow the estimatidgheofemoval rate for APEO metabolites
in the investigated WWTP process. Table 4 presietaverage removal rates of APEO metabolites
in the dissolved phase, the suspended solids amdadlueous phase (sum of dissolved phase +
suspended solids). For 4-NP, 4-NP1EO and 4-NP2E®observed trends in the dissolved phase and
in the suspended solids are similar to signifiaamhoval rates higher than 75 % in both phases, it
leads to the a global elimination rate of 83 + 2fa#64-NP, 87 + 9% for 4-NP1EO and 85 *+ 10% for
4-NP2EO. For NP, a similar removal efficiency haet obtained by Martin-Ruel (2008) from the
summary of literature data The trends are obviodg#ferent for 4-NP1EC. In the suspended solids,
the average rate of removal is of 90%, contrarght dissolved phase which presents a negative
removal rate of -812 + 1300%. It leads to an oveedimination of -47 + 157% and clearly
demonstrates that 4-NP1EC is generated through ASTW processes (Loyo-Rosales et al., 2007;
Teske and Arnold, 2008).

These results clearly demonstrate the efficiencpR®MWWTPs to remove 4-NP, 4-NP1EO
and 4-NP2EO from the aqueous phase as confirmélaeblpw standard deviation (maximum value of
20%). On the contrary, 4-NP1EC, the dominant bicgggtion metabolite in this study, appears to be
strongly affected by the WWTP process. Some movesiigations will be necessary in order to
highlight and understand the major explanatory mpetars (effects of the temperature of the reactor
which can affect the kinetics of biodegradationpwn to be sensitive temperature, Loyo-Rosales et

al.,2007; effects of other operating parametetb®sewage, Teske and Arnold, 2008).

3-5 Occurrence of APEOS in sludge

On the dried weight basis, measured concentrationdetween 9.1 + 5.1 mg:képr 4-NP;
3.3 + 2.9 mg.kg for 4-t-OP; 8.0 + 2.8 mg.kbfor 4-NP1EO; 5.0 + 3.3 mg.Kgor 4-NP2EO and 15.0
+ 25.1 mg.kg for 4-NP1EC. It is interesting to note the disttibn of compounds with the 4-NP1EC
dominant metabolite with 4-NP1EO and 4-NP. Theselte seem to suggest the existence of various

mechanisms of sorption: interactions of a hydrophtype for 4-NP1EO and 4-NP (as suggested by
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their high contents in suspended solids); otheegypf interactions may be involved to explain the
sorption of 4-NP1EC. Some electrostatic interactibetween the molecule and the bacterial wall
(bacteria present in the activated sludge) mayodewan internal publication, the EAWAG reports a
study on the sorption phenomena of 3 pharmaceuwtidastances among which norfloxacine (which
has a molecular structure comparable to that oP4#LC, with the presence of a -COOH function)
during secondary treatment. Their observations ligigh the fact that the fraction of sorbed
norfloxacine increases along the treatment of wa®8f6 in raw wastewaters to reach 72% in
secondary sludge. They assumed the sorption ofomadine to be related to electrostatic interaction
which are all the more supported by the contemnhiofo-organisms (of the wall which is negatively
charged).

A huge variability of the measured concentratiangliserved in the final sludge and is related
with the profile of contamination of the clarifieébated waters (Figure 6). Indeed, WTTPs SE-1, SE-
2, SE-3 which have the most important levels oftamination in their influents, are also those which

show the most important levels of contaminatiofirial sludge.

40 - nglt
35 -
a
30 -
[ 4-NP1EC
25 @ 4-NP2EO
20 - @ 4-NP1EO
0O 4-t-OP -
15 1 i 4-NP
10
5 | -
-
0 - . = .
CA-2 CA-1 SE-4 CA-3 SE-1 SE-2 SE-3

Figure 6: Occurrence of APEO metabolites in thalfsiudge of the 7 investigated WWTPs.

Nevertheless the measured concentrations are cfathe order of magnitude as those which
have been reported by Ghanem et al. (2007) indy sio 4 French WWTP sludge (contents of 4-NP
were from 17.3 + 6.2 mg.Kgo 130.0 *+ 35.8 mg.kydried weight).

4-Conclusion and perspectives

MAE, 2 steps SPE and LC-ESI-MS as described in wuosk allow the simultaneous
enrichment and determination of the major estrag®EO biotransformation products. With the

sensitivity, the selectivity, the ruggedness predidit is most useful for the analysis of WWTPs and
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natural samples. For highly complex matrices, fetences are distinct and have to be controlled. Th
transposition of the methodology to new powerfulesinsuch as UPLEMS-MS, will lead to
significantly reduced signal suppression (the nieeda lower enrichment factor, a new geometry of
ionization source “Z-spray” which have shown to fagorable (Koh et al., 2008). Methodological
validation clearly demonstrates that the ultragsaagnalysis of APEOSs, especially 4-NP, is trickg du
to potential contamination in the processing seqgeef samples.

From an ecological point of view, this monitoringnk clearly highlights a chronic state of
contamination of French influents and effluentsABEO metabolites. Although removal higher than
80% are observed do these compounds through bialodhS WWTPs large loads of APEO
metabolites in both liquid and solid matrices warend in aquatic systemsié the final effluents)
and terrestrial ecosystemgig the valorization of sludge in the French contekipally, this work
clearly demonstrates that consideration of APsA#PHOS only, can lead to an underestimation of the
chemical risk linked with the occurrence of APE@sthe natural environment. Further works and
regulations should consider other classes of bimdigion metabolites, especially APECs and
CAPECs.
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Résumé :

Les prélevements ponctuels ne sont pas capabldsroier une concentration moyenne dans
le temps, ainsi les études de monitoring pour letréte de l'environnement exigent de nombreux
prélevements lourds a mettre en ceuvre, un besaindgonouveaux outils a émergé. Les techniques de
prélevements passifs intégratifs sont de nouvedipproches développées pour le contréle de
I'environnement. L'utilisation des POCIS (Polar &g Compounds Integrative Sampler) a été
récemment documentée pour la détection des compogasiques polaires dans I'environnement. Le
but de cette étude était d'exposer ces outils arsabe 2 essaim situ au niveau de la Meuse et de
I'Alsace et d'étudier leur applicabilité pour letuédes de surveillance de 2 principales classes de
composés organigues polaires : les substances abauntigues et les alkylphénol-polyethoxylés. La
capacité des POCIS a devenir un outil performant fe surveillance des systemes aquatiques a été
mise en évidence. Néanmoins, quelques restricjoast a leur capacité a devenir un outil quantitati

ont été soulignées.

Pour soumission a Journam of Environmental MonitgrfJEM)
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Sophie Lardy-Fontan, Anne Togola, Héléne Budziftski

Université Bordeaux 1, ISM-LPTC, UMR 5255 CNRS
351 cours de la libération 33405 TALENCE CEDEX (k@)

@ Corresponding author :h.budzinski@ism.u-bordedtix1.

Abstract

As spot sampling cannot give time weighted averagecentrations, which requires very
heavy environmental monitoring surveys, a need rfew tools has emerged. Integrative passive
sampling is a new approach developed for enviromahemonitoring purposes. The use of Polar
Organic Chemical Integrative Sampling (POCIS) hasrbrecently documented for the detection of
polar organic compounds in the field. The aim a$ $tudy was to expose such tools in 2 river basin
field trials: Meuse and Alsace and to study thgliaption of the integrative sampling tool POCIS fo
the monitoring of 2 major classes of polar organ@mpounds: pharmaceutical substances and
alkylphenol-polyethoxylates. POCIS tools have bapgplied in various aquatic systems in order to test
their use as a monitoring tool. The ability of PGAb become a powerful tool for the monitoring of
aquatic systems has been highlighted. Neverthedesse restrictions concerning its abilities to lmeeo

a quantitative tool were underscored.

1-Introduction

For more than half a century, a general awarenkefiseoimpact of human activities on the
environment has emerged and is nowadays a comnujacpifor political authorities, scientists or
citizens. Considering that water has become anluaiée resource and that aquatic systems are the
final receptacles of anthropic waste, a strongéstefocused on these systems. The impact of grthro
contamination can be assessed by monitoring theerauma pollutants that can be present in aquatic
compartments. Monitoring refers to the continuous fequent standardised measurement and
observation of the environment (air, water, lanidl/§aota), often used for warning and contf@GECD,
1997). It has become a keyword in all environmeapgroaches.

In Europe, the implementation of the Water FraméwbDirective (2000/60/EC) marks a

strong standpoint. Its objectives are to improeeprotect water quality (surface water, coastalewat
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and groundwater) and to prevent further deterionadif across Europe by the year 2015. To datest fi
list of 33 pollutants identified as “dangerous dahses” has been suggested for chemical monitoring.

These compounds belong to several chemical greugs, as PAHS, pesticides, alkylphenaols,
but this list needs to be regularly updated dependin scientific research and developments in
analytical technologies (liquid chromatography as ghromatography, coupled to mass spectrometry
(LC-MS, LC-MS-MS, GC-MS, GC-MS-MS). Indeed, advasda compound detection allow us to
identify new compounds of interest, especially polganic compounds which until now had very often
been ignored in aquatic systems and can show tpxtimivards aquatic organisms. Thus, an important
and widespread contamination of aquatic systemthisykind of compounds has been highlighted. In
this large class of polar compounds two classegttaattention: detergents (among them alkylphenol-
polyethoxylates and their breakdown products wihighpart of the priority list of compounds (Annexe
X, 2000/60/EC) (Ying et al., 2002a; Ying, 2006) aihé PCPP (Pharmaceuticals and Personal Care
Products) with more specifically pharmaceutical séabces (Halling-Sorensen et al., 1998;Ternes,
2001a; Ternes, 2001b; Hilton and Thomas, 2003) sterid hormones (Ying et al., 2002b). Regarding
their ubiquity and their potential toxicity, somktbese compounds require a specific attentionlifdgpb
and Sumpter, 1993; Ahel et al., 1994a; Ahel et94b; Brooks et al., 2003; Jobling et al., 2004
Crane et al., 2006).

Surveillance monitoring (designed to provide infatian to: supplement and validate impact
assessment procedures; enable the adequate pi@mparafuture monitoring programs; and, assess
long-term changes in natural conditions or as alre$ anthropogenic activity), operational monitay
(designed to provide information useful to classifg status of water bodies identified as beingsat
of failing their environmental objectives and intigative monitoring (designed to understand the
causes of objective failure and to assess the teafdhe impact of accidental pollution events) dre
three modes which have been specified by the Diedillan et al., 2006). The purpose of any
ecological risk assessment analysis for chemicakstrs is the determination of the time-weighted
average (TWA) concentrations. Spot samplings cammumiceed without numerous and expensive
approaches and integrative passive sampling appeées a powerful tool for that purpose (Namiesnik
et al., 2005).

Limited research involving the passive sampling poflar organic compounds has been
performed (Vrana et al., 2005a). Among passive $ampools dedicated to the monitoring of polar
compounds, POCIS (Polar Organic Compounds Integr&ampler) has been successfully applied for
the monitoring (qualitative and semi-quantitativeta) of steroids (Vermeirssen et al., 2005; Zhang e
al., 2008; Arditsoglou and Voutsa, 200®harmaceuticals and alkylphenol-polyethoxylatesné3e
Lepp et al., 2004; Petty et al., 2004; Alvarezlet2904; MacLeod et al., 2007; Arditsoglou and Y&z
2008) in different aquatic systems (Mills et aD0Z; Robinson et al., 2007). POCIS has been designe
by the USGS in order to handle large volumes okewater a period of several days or weeks and to

integrate episodic changes in environmental comtanti concentrations. To perform a quantitative
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approach, laboratory calibration studies need tomaele for each analyte of interest (Togola and
Budzinski, 2007).

The aim of this work is to apply the integrativengding tool POCIS for the monitoring of
major classes of polar organic compounds: pharnt@e¢substances and alkylphenol-polyethoxylates.
POCIS tools have been applied in several aquatstesys in order to test their capability as a
monitoring tool. In order to achieve that, sevét@ICIS devices have been exposed in different aquati
systems: the Meuse River and the Lauch River waels through several kinds of water typology:
surface waters, groundwater but also WWTP effluentis study presents an assessment of the
availability of this tool considering qualitativeé quantitative data obtained this way, comparet wi
classical sampling methods currently used, showliegpositive inputs but also the limits of this new

approach of monitoring.

2-Material and methods

2-1-Chemicals and reagents

Pharmaceutical compounds were obtained from Sigideach (St Quentin Fallavier, France;
purity > 98%). Deuterated products (diazegamamitryptilinge, nordiazepags) used for
pharmaceutical quantification were purchased froonide-Top (St Aubin, France; purity > 98%).
Nonylphenoxyacetic acid (ring chain isomers) (98%-NP,EC) was purchased from PROMOCHEM
(Molsheim, France). p-nonylphenol (100%, p-NP, Téchl), p-tert-octylphenol (99.5%, p-t-OP), p-
nonylphenol-monoethoxylate (99.5%, p-&®) were purchased from Sigma Aldrich (St Quentin
Fallavier, France; purity > 98%). All the compounal® presented with their chemical structures in
Table 1. POCIS AQUASENSE-P Pharmaceutitalgere purchased from Exposmeter (Tavelsjo,
Sweden). Acetone, dichloromethane, ethyl acetatenagthanol (HPLC reagent grade, Scharlau) were
purchased from ICS (Belin-Beliet, France). Hydractd acid 37% (reagent grade) was obtained from
Atlantic Labo (Eysines, France). Ultrapure deiodisgater was obtained with a Milli-Q system
(Millipore, Molsheim, France). 60 mg Oasis M&Xnd cartridges were purchased from Waters (St
Quentin en Yvelines, France) and 200 mg Bon@elD18 cartridges were purchased from Varian
(Courtabeceuf, France). MSTFA (n-methyl-n(trimethyilyyifluoroacetamide, purity > 97%; Acros
Organics, Noisy-le-Grand, France) was used asyfiiat®on agent for GC-MS analysis. Whatman GF/F
glass fibre filters (pore size 0.7 um) were purelddafom VWR International (Fontenay-sous-Bois,

France).
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Tablel: Chemical structuresinvestigated compounds.

Chemical structure MW (g.mol™) ‘ Chemical structure MW (g.mol™)

Pharmaceuticals substances
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N‘j@ 295 O 270
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4(/
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N/ /}—cH
4 Ibuprofen (IBU
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[e]
ﬁ l HC N/CHJ
-~ - o4 N
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. ? HO NH
\AI 250 ( > ):o 151
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!
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277 280
[y
I Amitryptiline (AMI) Imipramine (IMIP'

Alkylphenol-polyethoxylates (APEOS)

para-tertoctylphenol (-t

CoHig paraNonylphenol (-NP) oP)

OH

oy
CaMig ) : 278

Nonylphenoxyacetic acid -

0L,
CH,

264

220 C8H17/©/ 206
CoHig /©/

Nonylphenc-
NP1EC) monoethoxylates (DHP1EO

2-2-Analytical protocols

2-2-1 Aqueous phase analy:

4 | of water sample were filtered through a GF/&sglfibre filter (previously heated at 45(
for 6 hours) (0.um pore size) in order to separate dissolved articpkate phases. The aqueous pt
was then stored at 4°C until analysis which ocalimethe 48 hours following the sampli

a) Solid phase extraction for pharmaceutical substs
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The protocol previously described has been used formpaeeutical compound extraction
(Togola and Budzinski, 2008). Briefly, the filteraditer was acidified at pH2 and between 0.5 | ahd 1
was loaded on an OASIS MCXcartridge. The cartridges were then dried underuwac and
successively eluted with 3 ml of ethyl acetate,|®fran ethyl acetate/acetone mixture (50/50; atwl
3 ml of an ethyl acetate/acetone/MMHH mixture (49/49/2; viviv). The extracts were emated under a
nitrogen flux to a final volume of 100 pl prior @C-EI-MS analysis (SIM mode) for neutral compound
analysis. After a derivatization step (30 pl of M2\ incubation 35 min at 65°C) the extract was
analysed (GC-EI-MS analysis in SIM mode) for acidliag analysis. The quantification was performed
by internal calibration (diazepagnamitryptilings, nordiazepamgs).

b) Solid phase extraction for alkylphenol-polyethoxgta

The protocol previously described has been yg&het al., submitted). Briefly, the filtered
water was acidified to pH 2. Between 0.5 | andwiete loaded on the cartridges (Bond®IG18, 200
mg, 3 c.c.). The cartridges were then dried unédauum and the elution was achieved by 5ml of a
mixture of methanol/dichloromethane (50/50; v/viieTextracts were evaporated under a nitrogen flux,
to a final volume of 150 pl, prior to LC-ESI-MS dysis (SIM). The quantification was performed by

external calibration.

2-2-2 POCIS extraction

After field retrieval, POCIS devices were rinsedhwilltrapure water to remove any material
adhering to the surface membrane and stored afC 2@til extraction. The POCIS devices were
opened; the disc arrays were disassembled and ¢hebranes were detached from the stainless steel
collars and rinsed with ultrapure water (pH2). Boebent powder was also carefully transferred ato
glass chromatography microcolumn, blocked by glddése cotton (previously cleaned by
ultrasonication three times in dichloromethane) $brbent was dried under vacuum for 90 minutes.
For the Meuse River trial, the elution was perfadmeth a mixture of ethyl acetate/acetone (50/30) v
and analyses were conducted by GC-MS (Togola ani2iBski, 2008).

For the Alsace River trial, the protocol was addpte order to extract both classes of
compounds: APEOs and pharmaceuticals. The elutes carried out successively by methanol and a
mixture of ethyl acetate/acetone/MbH (79/19/2; viviv). The extracts were then dividgdavimetric
control) and aliquots were individually evaporateuler a nitrogen flux and reconstituted (methaaol f
APEO and ethyl acetate for pharmaceuticals) prmranalysis (LC-MS for APEOs and their

metabolites, GC-MS for pharmaceuticals).

2-3-Use of POCIS as a quantitative tool
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Time weighted average concentration can be catulittbm laboratory obtained uptake rate

(Rs) and from the mass of analytes sorbed into the|IB@Evice using equation 1:

Cs* Ms
Re<*d

Where Cw is the water concentration (H}.ICs is the analyte concentration in the sorbegigf), Ms

(1)|Cw=

is the mass of sorbent (g) and d (j) the POCIS sxymoduration in the environmental field.

In order to determine the sampling rate valueg,(Bxpressed in litre per day per gram of
sorbent, laboratory experiments have been carnigdunder representative environmental conditions
(Togola andudinski, 2007).

2-4-Case study
Two representative pilot river basins were invedtid: the Meuse River and the Lauch River

basin in Alsace.

2-4-1 The Meuse pilot river basin field trial

On the one hand a first experiment was undertakeomtrolled conditions with the use of an
experimental system of 300 liters fed continuously water from the Meuse and spiked with a
pharmaceutical substance mixture (theoretical aunagon of 500 ngl then 1,000 ng?). POCIS
devices were exposed for 5 days. POCIS devices taken to the field in their original containers.
Containers were opened upon arrival at the ficiel gtach POCIS device was attached to a 0.5 cm
stainless steel which was enclosed in a canistpraeent degradation by macro remains in the water
flow. The canisters were attached and maintainethénriver bed with strings. At the end of the
sampling period, the POCIS devices were placedumiaa paper (individually) and stored at -20°C
until analysis. In parallel, water samples wereiedrout regularly in order to compare results ied
by integrative tools and spot samplings.

For the second experiment, POCIS devices were egposthe Meuse for 5 days. In parallel,
the measurement of the concentration in water waslucted at the TO and T+5 days (22 to 27 April

2005). Only pharmaceutical compounds were congidéueing this field trial.

2-4-2 The Alsace pilot river basin field trial

The watershed of the Lauch, a small tributary ef Rhine, was investigated in May and June
2006. Several sites were investigated: groundw@&@eoO 7), the river Lauch upstream (ESU 3) and

downstream (ESU 4) of the wastewater treatmentt paMerxheim (1,300 equivalent inhabitants) and
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the waste water treatment plant effluent (RESGF@).each station, the monitoring approach shown in
Figure 1 was applied. Briefly, the monitoring apgeb was based on the complementarity of spot
samplings (one sampling) and passive sampling gieq@at (retrieval step at days 7 and 21). In this

case, both pharmaceuticals and detergent polluaTes analysed.

MONITORING APPROACH

PASSIVE SAMPLINC

| spoTsavpLne |

‘ 4 |SAMPLES ‘
I

FILTRATION

Alkylphenol - (GFF, 0.7 pm)

v Pharmaceutica
polyethoxylates / \ substance

‘ Deploymen T=0 ‘

e

Retrieval TO+7 day: ‘ ‘ Retieva T0+21 days

Storage af -2C °C
Y

0.E | to 11 sampl

SPE ( Bondeluf C;5 VARIAN )

0.E | to 11 sampli

SPE (OASIS MCX ®, WATERS )

‘ Extraction

P—

T

&

>

Aliquote 1
APEO Pharmaceutics

1 !
GC-EIMS | | I [ I
i GC EI-MS |
' LC-ESI-MS !
i v Derivatizatior

¢ (MSTFA)

A\ 4

Figure 1: Monitoring scheme of the monitoring épnm) developed in the Alsace field trial.

Aliquote Z
(MSTFA) i

| | Derivatization
| |
LC-ESI-MS GC-EI-MS

3-Results and discussion
3-1-Validation of POCIS extraction

For pharmaceutical substances, the average reeeverie higher than 70% for most

compounds. For APEO, recoveries are good betwe@nt60L20% with standard deviation between 5
to 8%. Considering the high variability of the plegschemical properties of the studied compounds
(lipophily, polarity), it appeared that this protdevas usable for this study.

3-2- Spot sampling monitoring

3-2-1 The Alsace pilot river basin field trial

All the studied compounds are detected in all o gelected sites, which highlight a
widespread contamination of the aquatic ecosysteynpharmaceutical substances and detergents
(Table 2). Concerning APEOSs, the concentrationthénatural environment are around a few tens of
ng.I* for the p-NP, p-NP1EO. The p-NP1EC is the mainsuead compound in the dissolved phase
with concentrations around a few iig.The p-t-OP is lower than the limit of detectier2( ng.1*). The

influence of the effluent of the WWTP is highly sificant concerning the p-NP1EC, but for the other

Page 330



Publications

alkylphenolic compounds the influence of the effludoes not appear to generate a marked additional
contamination (increase in the concentrationsfatsor 2 at the maximum).

Concerning the pharmaceutical substances, the satens in the natural environment are
low upstream of the WWTP effluent with values ambuens of ng:t and increase to several hundreds
of ng.I* downstream of the WWTP effluent, depending ondbmpounds. An important increase of
pharmaceutical concentrations downstream of the WWéffluent can be noted: 700 times more
concentrated for diclofenac, 60 times more conogrniaproxen. Some compounds such as imipramine,
amitriptyline and doxepine are below the detectigmits (<2 ng.I'). The presence of some
pharmaceutical compounds in groundwater is showhignstudy (presence of aspirin and caffeine, see
Table 2). Other results (Ternes, 2001c; Heberad.e2001) have already highlighted the presence of
pharmaceutical compounds in drinking water or iougidwater... Data seem to identify widespread
sources of contamination concerning the APEOSs daljural activities, spread of sewage, WWTP

effluents...) and more punctual sources (WWTP effta) for the pharmaceutical substances.

Table 2: Concentrations in pharmaceutical substaand alkylphenol-polyethoxylates in the dissolved

phase obtained with the spot sampling approadhgiiisace field trial.

Concentration (ng.) Dissolved phase (<0.63um) ESO7 ESU3 ESU4 RESO7
Groundwater Lauch Lauch WWTP
ASPIRIN 37 24 72 61
IBUPROFEN nd 2 24 23
PARACETAMOL 5 3 59 4
GEMFIBROZIL nd nd 13 11
NAPROXEN 4 3 174 98
DICLOFENAC nd 1 707 183
Pharmaceutical KETOPROFEN 1 1 93 45
substances DIAZEPAM 1 2 30 7
CAFFEINE 61 337 227 14
CARBAMAZEPINE 5 3 96 22
AMITRYPTILINE nd nd nd 98
IMIPRAMINE nd nd nd nd
DOXEPINE nd nd nd nd
NORDIAZEPAM 1 nd nd 7
p-NP1EC nd nd 812 2,819
Alkylphenol- p-NP 59 31 45 100
polyethoxylates p-t-OP nd nd nd nd
p-NP1EO 23 17 44 55

(concentrations are expressed in Mgl

3-2-2 The Meuse pilot river basin field trial

The Meuse River seems to be moderately contamirmtgharmaceutical compounds whose
concentrations range between tens of hgrid hundreds of ng.l depending on the compound (Table
3). Concentrations are in the same range as thesesured in other estuaries (Hilton and Thomas,
2003). What is really significant is the fluctuatiof the concentrations even on a short scalaved {6

days). The important variations of the flow canlakpthe differences of concentrations between two
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measurements corresponding to a dilution phenomefibis is a good example of the complexity
encountered when trying to acquire representative@mental data.

Spot samplings show a chronic contamination of theestigated sites. Measured
concentrations varied from ng.to more than pg depending on the compound and the location.
Although the limits of detection of the analytigabotocols are satisfying (< 2ng)| they are still too
high to quantify some compounds such as diazepamp-tgdP. These two features (variability and
sensitivity) highlight a crucial key-point of eneitmental monitoring: the representativeness of

measured concentrations.

Table 3: Concentrations in pharmaceutical substaincthe dissolved phase obtained with the spot

sampling approach, in the Meuse field trial.

C° (ng.I" 22/04/2005 27/04/2005 22/04/2005 27/04/2005
CAFFEINE 199 + 27 18+4 IBUPROFEN 37+4 132
AMITRYPTILINE <1 <1 PARACETAMOL <2 <2
DOXEPINE <1 <1 GEMFIBROZIL 2+1 <1
IMIPRAMINE <2 <2 NAPROXEN 23+6 10+1
CARBAMAZEPINE 196 £33 40+3 DICLOFENAC 29+7 3
DIAZEPAM nd 8+3 ASPIRIN 30+6 11+0,2
NORDIAZEPAM 3+1 2+1 KETOPROFEN 102 4+1

(concentrations are expressed in hgstandard deviation is expressed as sampling viéityai=3))

3-3- The inputs given by passive sampling monitorip
3-3-1 POCIS as an integrative tool

Table 4: Concentrations in pharmaceutical substa(@eand alkylphenol-polyethoxylates (b) in the
POCIS’ sorbent from the Alsace field trial.
(@)

C° (ng. ¢" sorbent) ESO7 ESU 3 ESU 3 ESU4 ESU4 RESO 7 RESO 7
ASPIRIN 357 201 391 371 675 289 571
IBUPROFEN 64 155 388 357 1,142 1,769 4,479
PARACETAMOL 267 847 668 658 951 1,028 264
GEMFIBROZIL 17 16 19 122 275 804 843
NAPROXEN 38 74 206 593 2,379 4,829 11,764
DICLOFENAC 38 66 111 1,287 4,922 11,458 25,115
KETOPROFEN 74 93 179.4 623 1,989 5,318 10,705
CAFFEINE 18 1,181 1,035 1,471 1,115 2,716 194
CARBAZ. 873 412 464 2,895 7,813 19,332 49,342
DIAZEPAM 4 11 nd 35 45 205 284
AMITRYPTILINE 1 9 7 100 228 727 2,093
IMIPRAMINE nd nd nd 14 nd 76 nd
DOXEPINE 18 6 8 19 24 nd nd
NORDIAZEPAM 101 38 31 86 107 29 515

(concentrations are expressed in ngsgrbent )
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(b)

C° (ng.g" sorbent) ESO 7 ESU 3 ESU 3 ESU4 ESU4 RESO 7 RESO 7
p-NP 0.597 0.591 0.505 0.436 0.716 1.022 5.177
p-t-OP 0.097 nd 0.161 nd 0.123 nd 0.366
p-NP1EC nd 0.145 0.326 4.890 13.911 35.392 95.429
p-NP1EO 0.812 0.572 1.077 0.818 0.818 1.366 5.612

(concentrations are expressed in [igsgrbent)

Some compounds, not detected by the analysis arwWamitryptiline, doxepine, imipramine,
diazepam, ...), are on the contrary put in evideincthe field by the use of the integrative sampler
(Table 4). It can be noted that one of the vergregting characteristics of this new tool, is apacity
to allow the identification and the quantificatiohcompounds present at concentrations lower than t
limits of detection obtained with 1| water samplése sampler indeed makes it possible to concentrat
the analytes present in several litres (caffeibepiofen...) or in several tens of liters (carbaepaze,
amitryptiline...) (Table 4 a, b).

3-3-2 POCIS as a pre-monitoring tool

If POCIS sorbent contamination (ng.g°?OCIS), for the same period of exposition, is
compared, it appears that the contamination profilBOCIS for pharmaceutical substances as well as
for APEOs is consistent with the level of contartima measured by spot sampling, in the Alsace field
trial. [ESU7] < [ESO3] < [ESO4] < [RESO7] (Table.4n consequence, it can be concluded that
POCIS could be a very powerful tool for a pre-monitg study. It can help to discriminate an impédcte

site from a pristine site, according to a repres@re scale of time.

3-3-3 POCIS as a guantitative tool

1400 e Bt ESU 3 100000 1 g gt POCTS)  RESO 7
- g FOLL 90000
80000
70000 +
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Figure 2: Concentrations in pharmaceuticals and@$Ia the sorbent of POCIS (ng.gorbent) after 7
days and 21 days of deployment in the field.

a) Trends in the Lauch River, upstream of the WVétflrient (ESU3)

b) Trends in the effluents of the WWTP of MerxhgiRESQO7)
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Considering the trends of the compound adsorptiorthe POCIS sorbent (Figure 2), the
adsorption does not seem to be linear. The phautiaakand APEO concentrations in the sorbent of
POCIS (ng.g) after 7 days and 21 days of exposition in th&lfae not in agreement with what was
expected.

The calculation of ratios ([T21] / [T7]) gives 3ffédirent tendencies in the river Lauch. For
NP1EC, naproxen, amitryptiline and carbamazepiai@s are close to 3; for caffeine and paracetamol
ratios are close to 0.5, which means that theeel@ss of compounds in the sorbent between the two
days of sampling; finally for compounds such as fifaozil the ratio is close to 1.

In the WWTP effluent, tendencies are a little bffedtent; NPLEC and naproxen have ratios
around 2.5; carbamazepine and gemfibrozil havegatiose to 1; caffeine, paracetamol have ratios
below 1. Such tendencies have been mentioned pigyidy Togola and Budzinski (2007). Firstly,
some fluctuations of the compound concentratiortsitwed in the field as well as in WWTP (Ying et
al., 2002a; Tauxe-Wuersch et al., 2005; Vrana.e@D5b ; Xu et al., 2006; Togola, 2006) but ihdg
sufficient to explain all the observed tendenci®scondly, various environmental physicochemical
characteristics are suspected to modify the adsorpate (biofouling, suspended matter, flow, ety ...
(Vrana et al., 2005b; MacLeod et al., 2007; Togatal Budzinski, 2007; Arditsoglou and Voutsa,
2008). Thirdly, the fact that some degradation pinegna occurred in the POCIS sorbent cannot be
minored. In fact, pharmaceuticals such as paractaaffeine are known to be readily degradable.
What is relevant here is the crucial point thatdheice of the period of deployment: a short pefleds
than 1 week) can lead to the non detection of camgs, on the contrary a long period of deployment
(more than 1 month, less in some cases) can leth@ egradation of compounds in the sorbent and as

a consequence to the underestimation of field coimiztion.

Table 5: Rs values used to estimate water contdimimby pharmaceutical substances and alkylphenol-

polyethoxylates in field deployment.

Compound Rs Compound Rs Compound Rs Reference

CAFFEINE 0.3¢ DIAZEPAM 1.4 NAPROXEN 0.7¢

AMITRYPTILINE ~ 2.24 ASPIRINE 0.04 DICLOFENAC 0.83

DOXEPINE 2.68 IBUPROFEN 0.48 TERBUTALINE ~ 0.83 Togola et al. (20077®
IMIPRAMINE 2.02 PARACETAMOL  0.12 SALBUTAMOL  0.44

CARBAMAZ. 1.99 GEMFIBROZIL 0.27 KETOPROFEN  1.43

Compouni Rs (i) Compoun Rs (i) Compoun Rs (LiY)

p-NP 0.1167 p-NP1EO 0.0899 p-t-OP 0.1204 Arditsoglou et al.(20G8{"

(a) stirred conditions, 20°C™ stirred conditions, 2375 0.5°C

By determining Rs values in the laboratory, POCA8 estimate a TWA water concentration
in compounds of interest. Rs values have been letdcl for a wide range of pharmaceutical
compounds, under different conditions (salinitynperature) (Togola and Budzinski, 2007). The Rs

values obtained for a salinity of 0 PSU and a tewatpee of 20 °C were selected as representatitieeof
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field conditions of deployment and are presentedTable 5 (Togola and Budzinski, 2007). For
alkylphenol polyethoxylates, Rs values recentlylishled by Arditsoglou and Voutsa (2008) were used
in order to estimate a derivatized water conceiotmaand are summed in Table5. The comparisons of
measured concentrations (spot sampling) with estidhanes (passive sampling) are shown in Figures
3-4 and Table 6.

Figure 3: Comparison of the concentrations in pleentical compounds in water (n.given by
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discrete sampling and POCIS, during the Meuse figét trial. Trends in the controlled experiment

diverted from the Meuse River.

For pharmaceuticals, it can be noted that, in bzakes, POCIS tools overestimate the
pharmaceutical concentration. The trends are lonviite controlled experiment than in the field (g
3, Table 6).

Table 6: Concentrations (ng'prbent) in pharmaceutical compounds in POCIS’ exarbfter 5 days of
deployment in the Meuse River (n=3). Calculatedcenitrations (ng) from POCIS sorbent.

Average concentration in the POCIS sorbent  Average calculated concentration in the Meuse river
(ng.g*"/.standard deviation) (ng.I**/_standard deviation)
CAFFEINE 9,982/. 25% 5,145%/.1,286
AMITRYPTILINE 96 /. 41% 9%. 4
DOXEPINE 199'/. 48% 157.7
IMIPRAMINE 3317/.51% 33717
CARBAZ. 1,064°/. 9% 1077/.10
DIAZEPAM 505*/. 36% 72'1.26
ASPIRIN 309 47% 1,5467/.1,144
IBUPROFEN 932/.11% 3887.43
PARACETAMOL 2,923'/. 30% 4,871/1,471
GEMFIBROZIL 293'/. 64% 2177/.139
NAPROXEN 387'/. 15% 1087.16
DICLOFENAC 928'/. 6% 2237.13
KETOPROFEN 593/. 43% 83'/.36
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In the Meuse River, as mentioned above, there das & sudden modification of the flow due
to important load consecutively to a storm episddethe controlled experiment, the Meuse River
waters were stocked before being introduced in sy®tem; the suspended matter level was also
decreased by decantation and river flow variatisese attenuated by the tank. Nevertheless, the
estimated concentrations are still not those expeotspecially for small molecules which are, as
mentioned above, readily degradable. One explamatao be related to the fact that the Rs calculated
laboratory are not representative, even if thera gill to mimic as close as possible environmental
conditions.

For APEOs, depending on the compound and the biih under-estimation (p-NP in
groundwater (ESU7)) and overestimation were obsker({@igure 4); overestimation of water
concentrations by POCIS was usually noticed anddcamach maximal values in the effluents (430%
for p-NP and 605% for p-NP1EO). It is interestiognibte that the closer values for the less impacted
medium: groundwater. One more time, physicochenpeahmeters can be incriminated; nevertheless
the discrepancies in the methodology can also gklighted as a significant parameter. In factgsit i
difficult to simulate relevant parameters suchlag fand turbidity. The presence of dissolved organi
carbon has also been brought out by several au{hoama et al., 2006). It appeared that the use of
POCIS as a quantitative tool would require a catibn sets in the field. Zhang et al. (2008) comeldic
a two times development for pharmaceuticals ansd@mntke disruptors: the first one under laboratory
conditions and the second one under field condititirey obtained good agreement between theoretical
and measured concentrations for pharmaceutical congs but some discrepancies still remain for

endocrine disruptors.
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Figure 4: Comparison of the concentrations in APE@spounds in water (ngf) given by discrete
sampling and POCIS, during the Alsace field tfTaknds in various impacted systems

4- Conclusions and perspectives
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This work is one of the first involving the labarag development and field experiments of
POCIS for a quantitative monitoring purpose. Ithtights the fact that POCIS can become a powerful
pre-monitoring tool under WFD directive. In factDeIS tools present 2 notable characteristics: the
first one is their capability to integrate contaamits which are present in aquatic systems, at a wid
range of concentrations; the second one, whichersvgld from the first one, is their specificity for
screening purposes, as illustrated in this studshbyidentification of molecules that were not detd
by spot sampling. Although, some care has to bentakome degradation phenomena may occur in the
sorbent. Nevertheless, this work highlighted thet that, to date, POCIS cannot be considered as a
guantitative monitoring tool. Crucial points hawelte especially investigated. The first key pointhie
choice of the deployment period: some field deplegta need to be carried out in order to find the
appropriate duration. Secondly, the Rs values rstiéld to be validated. By far, several key pararsete
need to be tested: flow, biofouling and suspendattenat least. Field calibration of the tool appea
now, inevitable. Meanwhile, recent works condudbydMazzella et al. (2007) who found a PRC for

POCIS tools allow us to think that some alternatirgéght be found to overcome such limitations.
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Résumé :

Cette étude décrit un travail de surveillance dé&gure effectué afin d'établir dans quelle
ampleur I'estuaire de Seine : I'estuaire frangaiplus impacté par les activités anthropiques, paet
affecté par les composés alkylphénoliques. 5 andéesivi ont permis d’établir un état chronique de
contamination de I'estuaire par les métaboliteBidéégradation des NPEO, avec des concentrations en
composés qui peuvent atteindre le figlla distribution des molécules entre les phasesodies et les
phases en suspension a été tout particulieremevetilbée, confirmant la nécessité de considérer ces
deux phases dans les études de surveillance deunaitjuatique. Les matiéres en suspension peuvent
étre considérées comme des puits temporaires peurdmposés alkylphénoliques et par conséquent
comme des sources secondaires jouant un role danslispersion dans les systemes. La dynamique
intrinseque de l'estuaire a également été préciséme\si des apports significatifs vers I'estuaireémma
ont été mis en évidence, des phénomenes de dilutipites, se produisent. Néanmoins, il apparait que
les niveaux de concentrations mesurées en essa@itgroches ou supérieurs aux valeurs prédites san
effet, par conséquent un risque chimique lié adsgnce des composés alkylphénoliques dans lestuai

de seine existe.

tendances temporelles, tendances saisonnieres.

Pour soumission a Chemosphere
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Abstract

This work describes a large monitoring study maderder to establish to what extent the Seine
estuary (the most anthropized French estuary),beaynpacted by alkylphenolic compounds. The fifth
year survey has higlighted a chronic state of cuintation of the estuary with concentrations of
compounds which can reach |Ig.IPartition between dissolved and particulate phasas been
monitored, confirming the necessity to considehbgitases in environmental monitoring. Suspended
matter can be considered as a temporary sinkslkgiphenolic compounds and in consequence as a
secondary source for long term dispersion. Thénisitt dynamics of the estuary have also been pbinte
out. Even if significant loads in the marine esyuhave been highlighted, rapid dilution phenomena
occur. Nevertheless, it has to be considered kmatrteasured levels of metabolites are closer drehig
than the predicted no effect concentration, asreseguence a chemical risk due to the presence of

alkylphenolic compounds exists in the Seine estuary

Keywords: Alkylphenol polyethoxylates, nonylphenelstuary, dissolved phase, suspended matter,

temporal trends, seasonal trends

1-Introduction

Throughout the last 60s decades, there has besratiggmerging concern about the potential
dangers of anthropogenic chemicals in the enviremmendocrine disruptors are by far of main
concern. A combination of environmental and fietddéees shows the estrogenic effects of sewage
effluents on fish species: trout and roach (in EBi&rrison, 1999). Among well known or suspected
endocrine disruptors, natural and synthetic hormmpnhytoestrogens, polychlorinated biphenyls,

dioxins, phthalates and alkylphenol polyethoxyld®BEQOs) can be pointed out.
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Alkylphenol polyethoxylates (APEQOSs) are one of thain non-ionic surfactant groups. 80%
are nonylphenol polyethoxylates (NPEOs). They argdly used, worldwide, for their properties as
detergents, emulsifiers, adjuvants and wetting #gen industrial, institutional and domestical
applications: giving them a lot of entrance doavdods the aquatic environment. In fact 60% of APEOs
are estimated to be released in aquatic systemg @fial., 2002;Vazquez-Duhalt et al., 2006; Soates
al., 2008). Their physico-chemical properties dmrtbiodegradation properties endow them with good
dispersion capabilities in the aquatic environmamitere APEOs are ubiquitous. Furthermore, the
ultimate biodegradation products, nonylphenol (MPthe case of NPEOs and octylphenol (OP) in the
case of OPEOs are persistent and toxic at envirotaheneasured concentrations (Ying et al., 2002;
Vazquez-Duhalt et al.,, 2006; Soares et al., 2008)act, APEO metabolites are weak endocrine
disruptors; they have been shown to display estogeimetic activities due to their agonist propesti
toward the estrogen receptor (R M Harrison, 1998telmann et al., 2003; Mills and Chichester, 2005)
Although there are numerous environmental datehefstate of contamination of aquatic systems by
APEOs and their metabolites (Jonkers et al., 20D8t al., 2004a; Jonkers et al., 2005a; Jonket. et
2005b; Chen et al., 2005; Chen et al., 2006; Zo#@06; Xu et al., 2006; Pojana et al., 2007;tLale
2008; Ribeiro et al., 2008a; Ribeiro et al., 2008m¢re is still a need for awareness about théerdad

behaviour in estuarine systems.

The present work focuses on the understanding ef @hvironmental fate of APEO
metabolites in a complex ecosystem: the Seine gstlihe objective was at first to evaluate theestt
contamination of the Seine estuary (dissolved phasspended matter (SPM)) and secondly to
understand the intrinsic dynamics and specificitghe system. Numerous sampling compaigns have
been held between years 2002-2006 focusing on ha@biewater treatment plant effluents and

surfacewater.

2-Material and methods

2-1-Study area

The Seine River, which flows out onto the north4gas European continental shelf, has a
macrotidal estuary, of which 120 km are under d cwaine-river influence (Guezennec et al., 1999).
The watershed of the Seine estuary is 79,008 kmepresents about 25% of the French populaith
40% of the French economic activities. The rivduasy is characterized by a turbidity maximum zone
(TMS) which is a zone of maximum turbidity specifit estuaries, ranging between freshwaters which
are heavily charged with suspended material andneaalt water Guezennec et al. (1999). For more
than 10 years, screening programs have focusedeo8dine hydrosystem (Programs “SEINE-AVAL”
(http://seine-aval.crihan.friwebGIPSA)‘PIREN-SEINE”  (ttp://www.sisyphe.jussieu.friinternet/ipiggn These works have

pointed out a chronic state of contamination fdame scale of pollutants: PAHs (Cailleaud et al.,
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2007), PCBs (Cailleaud et al., 2007; Bodin et 2007), steroids (Labadie and Budzinski, 2005) and
more recently pharmaceutical compounds (Tamtam l.et2807; Togola and Budzinski, 2007).
Furthermore, several interdisciplinary studies haaxeealed that genotoxic effects (Cachot et al0620
Rocher et al., 2006; Rombke et al., 2007) and tegio effects (Minier et al., 2000; Peck et al.0Z)

occurr in the Seine hydrosystem.

2-2-Sampling campaigns

Several campaigns were carried out during the y2a@2-2006 and aimed to characterize
effluents loads and surface waters. Semi-monthlpeup was held throughout the year 2002-2003,
they focused on 4 points the Seine estuary (P&#lesuf, Rouen, Honfleur) and in the same time @n th
3 main wastewater treatment plants (WWTP of ElbBRaiiien and Tancarville) (1IS1). Further sampling
campaigns were also carried out in May 2005 anduae 2006. Moreover, sampling campaigns were
especially conducted at Honfleur (Kp350). Besidesé samplings, 2 sampling campaigns were carried
out in a fixed point at Honfleur (Kp350) in May 20(tidal coefficients (71), (74)) and June 20044t
coefficients (63), (64)) and had for objective tody the variation of concentrations and potential
transfer mechanisms of APEO metabolites duringal tycle. 2 campaigns were also conducted in the
marine estuary in June 2003 and November 2004 .(l®1¢ach point, 2 samples were taken: the first
one in the sub-surface (0.1 m depth) and the seanadn the bottom of the water column.

After sampling, the unfiltered water was stored,aimber glass bottles (which has been
previously washed with acid reagents and heatd8@ftC for 6 hours) in a cooler at 4°C until anaysi
Sample treatment occurred in the first 48 hourdofdhg the sampling in order to prevent

biodegradation phenomena.

2-3-Standards and Reagents

Unlabeled p-n-nonylphenol (98%+, p-n-NP), p-n-npmdnol monoethoxylate (95%+, p-n-
NP,EQO), nonylphenoxyacetic acid (ring chain isomer38%-+, 4-NREC) were purchased from
Promochem. (Molsheim, France) (106.mI* in nonane, respectively). 4-nonylphenol (100%, R-N
technical), 4-nonylphenol-monoethoxylate (99.59%0\REO) and 4-nonylphenol-diethoxylate (99.5%,
4-NP,EO) were purchased from Sigma Aldrich (Saint QueFRtllavier, France). The spiked solutions
were prepared in methanol at concentrationgugtrhl of each compound.

Methanol (MeOH) was for the analysis of pesticidsidues from Merck (VWR international,
Strasbourg, France). Dichloromethane (DCM) wasofganic residue analysis from J.T.Baker; water
used for LC/MS analysis was from JT Baker (Atlaritabo, Bruges, France). All the above solvents
were used without further purification. Water usedsolid phase extraction was Eviarwater in glass

bottles and has been tested for low level of NPoreef(<5 ngl) (France Boisson, France).
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Hydrochloric acid (minimum purity 37%) was purchaé$em VWR international (Strasbourg, France).
Ammonium acetate (minimum purity 98%) was purchasexn Sigma Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). All the chemicals were testatbiackground levels for the compounds of interest.
Due to the ubiquitous occurrence of alkylphenold alkylphenol polyethoxylates, materials
in plastic and detergents, glassware was chosawmdio contamination of the sample. Furthermore, all
the glassware and sampling apparatus requiredasgeeatment prior to use. All the glassware was
washed and then heated at 45@or 6h prior to use. Whatman GF/F glass fibreefd (pore size 0.7
um) were purchased from VWR International (Fontesays-Bois, France) were also heated af@50
for 6 h prior to use. 200 mg Bondélu€18 cartridges were purchased from Varian (Coueiafy

France).

2-4-Extraction procedures

The protocols have been published previously (Raal.e submitted; Lardy-Fontan et al.
submitted). Briefly, between 1 | and 4 | of watanmgples were filtered through GF/F glass fiber fdte
The treatment of the dissolved phase occurrede@&hours following the sampling in order to prave
biodegradation phenomena. The extraction was madelld phase extraction (SPE) on Bondelut® C
cartridges (200 mg, 3 cc,Varian). The elution washieved with 5 ml of a mixture of
methanol/dichloromethane (50/50; v/v). The extractse evaporated under a nitrogen flux prior to LC-
ESI-MS analysis (SIM) (100 pl to 300 ul final exits).

The suspended matter materials were stored at -8@fiCthe analysis. After freeze-drying,
the samples were extracted by microwave assistécotion MAE with 40 ml of a mixture of
methanol/dichloromethane (3/1; v/v). The raw exsagere then filtered and reconcentrated to a few
millilitres using RapivVap® (Bioblock, Fontenay sohois, France). They were then redissolved in 60
ml of Evian® water (pH 2) to undergo a purificatistep according to the sameg€artridge protocol as
the dissolved phase. Identification and quantificatwere performed by reversed phase liquid
chromatography coupled with electrospray mass gpeetry, in SIM mode (Agilent technologies 1100
series LC-MSD, Palo alto, USA).

The HPLC separation was achieved on a8 150x 2.1 mm i.d. C18 reversed-phase
column (Zorbax-SB, Agilent, USA) and the same kiidjuard column with gradient elution procedure
The injection volume was set atp and the flow rate was 0.15 ml.iffinDetection was carried out
using an Agilent 1100 series LC/MSD mass seledtector equipped with an electrospray interface
in Single lon Monitoring (SIM) mode. NP, OP, NBEC were detected under negative ionization (NI)
conditions as [M-H] m/z 219, 205, 277 respectively. f#® and NPEO were detected under positive
ionization (PI) conditions as [M+Nff and [M+NaJ]' m/z 282 and 331 respective{iPan et al.,
submitted).
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2-5-Quality Assurance /Quality Control

All the chemicals and solvents were tested for bemknd levels for the compounds of
interest. Due to the ubiquitous occurrence of alkghols in plastics and detergents, glassware and
sampling apparatus require special treatment priase. All the glassware was washed and thendheate
at 450C for 6 h prior to use.

The quantification was performed by an externalbcalion. Each series of injection was
preceded by the injection of an analyte mixture Kabwn concentrations) from which a 5 point
quadratic calibration curve was establishe®@>(R99). Moreover, a pseudo-unknown standard saiutio
was also injected during each sequence in orderale sure of the linearity and sensitivity of the-L
MS. To each extraction series a protocol blank jeaeed in order to show evidence of contamination
during the different analytical steps. Small amswft4-NP has been quantified in some cases (<80 ng
while for the other analytes blank signals wereeabhsMoreover, spiked water, which follows all the
experimental procedure, was joined to each extnracteries. Reported concentrations were corrected
for the blank values and the recoveries. Develogpedytical methodologies show recovery rates upper
than 80% with relative standard deviation of 20%fis$actory repeatability and reproducibility.
Furthermore, optimized methodology displays goausieity 1-5 ng.I* for the dissolved phase, tens
ng.g" for suspended solids (Pan et al., submitted; L-fatytan et al., submitted).

3-Results and discussion
3-1-Occurrence of NPEOs in WWTP
3-1-1Temporal trends in the Occurrence of NPEO WWTPs effluents

Concerning the dissolved phase, results show i@m@mtof the concentrations (ng.l
according to the station, the period of sampling #re compound considered by a factor from 10 ™ 20
(I1S2). The 4-NEEC is the major compound of the dissolved phash wiaximum concentrations of
11,637 ng:f in July 2003 for the WWTP of Elbeuf, 6,138 rfgih July 2002 for the WWTP of Rouen
and 7,384 nglin July 2003 for the WWTP of Tancarville. It shoamsiplitudes equal to a factor of 10
between the concentrations of the hottest montiig)(dnd those of the coldest months (February® Th
4-NP,EC results from the aerobic biological breakdownN®tEOs, which is thermo-dependent (Di
Corcia et al., 1998). This seems to confirm thestexice of intrinsic seasonal dynamics of WWTPs,
which have been highlighted before (Ahel, 1994; ghanet al., 1998). The concentrations of other
metabolites are weaker, between 8 and 768'rigrithe 4-NREO, between 2 and 437n{ior the 4-
NP,EO and between 39 and 627 igfér 4-NP. Concerning the suspended solids, theamumations
vary from several hundreds of ng.¢p several tens of ug'g(2,070-20,599 ngyat the WWTP of
Elbeuf, 508-15,041 ngigat the WWTP of Rouen and 2,100-23,047 Hgat the WWTP of

Tancarville). In May 2005, the dissolved phaserexdpminant and represents of effluent contamination
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depending on the compound. On the contrary, itsgeoreases to ,in February 2006 (Figure 1). It may
be assumed that due to high flows arriving in th&/WP, the hydraulic residence time, which is a

prevalent factor for the elimination rate of organompounds as for APEOs in WWTPs (Langford et
al., 2005; Bruchet and Janex-Habibi, 2007) wastshoConsequently the efficiency of processes could
be significantly lowered and allowed the loads edsl| purified water to the system (characterized by

high levels of 4-NP).
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Figure 1: Distribution of NPEO in WWTP effluentsar®of each phase in the total concentration
(expressed in ng'), in 2 seasons. a) Winter, February 2006 (wet itioms); b) Spring, May 2005 (dry

conditions).

3-2-Fate and Occurrence of APEO metabolites in thBeine estuary
3-2-1 Fate and occurrence of APEO metabolites enflilvial estuary

a) Temporal trends

As shown in IS3 the dissolved phase is dominated-biP,EC throughout the estuary and
whatever the season (with the exception of Febr@@86 as discussed in the previous section) with
concentrations of hundreds to thousands of'n@93). The seasonal trends are significant forP4EC
with higher concentrations observed in the summanths, which is consistent with previous works (Li
et al., 2004a; Li et al., 2004b) (IS3). Wang et(2006) concluded that the formation of 4,HE was
due to both phenomena: biodegradation and phot@aydprocesses, clearly dependent on the season.
4-NP1EO, 4-NP2EO and 4-NP are quantified at allsfia¢gions during all the sampling periods. Their
concentrations are lower by a factor of aroundtbkem 4-NREC concentrations, with concentrations
ranging from tens to hundreds of fg.|

Concerning the suspended solid phase contamindticer) be ascertained that, in most cases,
4-NP is the predominant form in the solid phasehwitgher concentrations of more than [g.g
followed by 4-NREO and 4-NBEO with concentrations between tens to thousandgof. As stated
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before and as shown in Figure 2, there is a vdit\alm the occurrence of NPEOSs in the Seine estuar
By adjusting the total concentration (expressedgn’) by the flow (at Poses station), the quantity of
NPEO metabolites which enter the estuary can bmaistd (expressed in kgl(Figure 2). Of course,
the fact that longer chain ethoxymers have not lmeasured has to be taken into account. It leads to
the underestimation of the quantity of NPEOs entgthe system. It appears that the fluctuations of
measured concentrations at Poses cannot be exaiuskplained by flow (alternation of low water and
swelling) but in a part by the variation of quaptitf NPEOs and metabolites entering the system. The
guantity fluctuates with an amplitude of 7 (Fig@e Several hypotheses may be put forward: firstly,
the fluctuation of uses (pesticide spreading, itihlgproduction dynamics) which induces variatiafis

the load to WWTPs and aquatic systems; secondéyettistence of punctual, sporadic loads to the
system; thirdly, the seasonal dynamics of WWTPgraps of the estuary (WWTPs of Acheres and

Colombes) and their dysfunctioning period.
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Figure 2: Quantity (kg.day-1) of APEO entering 8&ine estuary at Poses level, temporal trends {2002
2006) (a). Measured flow (hs") at Poses dam all through the studied period (b).
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a) Fate in the estuary

The concentrations of NPEO metabolites in the diissbphase fluctuate in function of the
sampling period (Figure 3a). Fistly, it appearst thlmbal contamination of the dissolved phase is
significantly upper in May 2005 than in Februaryd0In May 2005, the dissolved phase is dominated
by 4-NREC (685 to 1,128 ng'), followed by 4-NREO and 4-NFEO (59 to 200 ng) and finally 4-

NP (161 to 311 ngY. It appears that the amplitude of concentratisnaround a factor of 2, the
concentrations are constant throughout the estlrmryebruary 2006, the situation is very differemt.
this case, the dissolved phase is dominated by 4388 to 107 ng), followed by 4-NREC (123 to
181 ng."), 4-NP1EO and 4-NP2EO with concentrations aroueds tof ng:f. Once more the
concentrations are constant throughout the estuahyan amplitude of concentrations around a factor
of 2. If we compare the contamination levels ofhboampaigns, it can be observed that the rules of
dilution phenomena (decreasing in the concentration all the compounds) are not respected, the
observations held in February are unusual in tef@istribution with 4-NP which is the predominant
compoud of the dissolved phase. In February 2066 sampling campaign followed a swelling (flow
value~600 ms?). In consequence a further hypothesis can be gutafd to explain such situation.
Firstly, this swelling was the first since 2004,nsecutively the swelling of the catchement area
(spreading sludges, agricultural uses) should haen very efficient in bringing NPEO metabolites to
the system, especially high levels of 4-NP. Seogntis well known that when WWTPs are confronted
with high flows, the hydraulic residence time ie thewage is shorter, in consequence the remoeal rat
are lowered. It can reasonably be assumed thatpheific contamination profile of February’s waters
should be largely explained by such phenomenaadh fipstream of Poses Dam, are located WWTPs
which are in charge of the treatment of the rawevgbf the Paris area (urban area of more than 15
millions inhabitants) among which the WWTP of Ack®r(2,100,000 Equivalent inhabitants) and the
WWTP of Colombes (240,000 Equivalents inhabitarits}an be assumed that, during rainy seasons,
they releas untreated waters to the Seine Rivachadan explain the low level of 4-MNPC (which is a
biodegradation product generated during WWTP pr®E®s Thirdly, it can be assumed that both
hypotheses have been emphasized by the seasortiamndlow temperatures (6°C), short spell of
sunshine) which are not favorable for efficient @egtion phenomena (Staples et al., 1999; Ahdlet a
2003).

In both campaigns, we can observe the predominaingeNP in the solid phase (2,015 to 832
ng.g" in May 2005; 1,153 to 232 ngdn February 2006), followed by 4-NPO and NBEO (1,237 to
350 ng.g in May 2005; 1,079 to 180 ng'dn February 2006); 4-NEC is below our detection limit in
most cases (tens ng)g In both campaigns, we can observe a dilutiomphenon along the estuary
(decrease of concentration in ngdw) (1S3, Figure3b). Meanwhile, if we look at the paf each
phase in the total concentration of 4-NP in the @amg campaign of May 2005 (Figure 3c), we can

observe an increase of the contribution of the esnded solids phase: less than 10% to more than 30%
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(less than 5% to more than 25% in February 200@)cakhe estuary with the increase of the total
supended solids (TSS).

To go further with the study of the fate of NPE@<ghe estuary and especially the trends in
the concentrations from the upstream part to thendoream part, some more hypotheses can be put
forward. Even if the principal load is from the Baarea, it can be assumed that watershed condriisut
participate in the chronic state of contaminatimmughout the estuary and compensate the degradatio
phenomena which may occur in the estuary by coatisuloads of “fresh” APEO metabolites.
Furthermore, as suggested by several authors (\&aslg 2006; Wang et al., 2007) degradation (bioti
as well as abiotic) phenomena are reduced by #tmepce of TSS. As the load of TSS increases through

the estuary, it can be assumed that the degradatiemecreases from Poses to Honfleur.
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Figure 3: Occurrence and fate of NPEO metabolitesughout the Seine estuary in May 2005 and Fep2@06.

a) Concentrations (expressed in ipdf the dissolved phase in NPEO metabolites
b) Concentrations (expressed in ngdgw.) of the suspended matter phase in NPEO migteo
c¢) Part of each phase (dissolved and solid phésélsg total contamination of the water column BBEO metabolites
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3-2-2 Fate and occurrence of APEO metaboliteskinepoint of Honfleur

Because of its particular location in the estuémg, site of Honfleur has been more deeply
investigated (in fact, it is a transition pointrindhe fluvial estuary to the marine estuary).

a) Temporal trends

As said before, 4-NJEC is predominant with concentrations of more thandreds of ng
in any cases (sum of the dissolved phase and sispelids). 4-NP is quantified at concentrations
between 62 and more than 684 figwhich represents a significant load to the masiystem (Figure
4). A five-fold fluctuation of the concentrationsrc be observed (February 2003 compared to July
2003) which is not surprising considering the fliattons of NPEOs entering the system and the
seasonal trends that have been presented in theysesection (Figure 4). No decreasing in the

contamination is observed in 2005.
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Figure 4: Concentrations (sum of suspended solgsedired phase, ni)l of nonylphenolic

compounds at Honfleur level, temporal trends (220@5).

b) Tidal cycle

As it was difficult to highlight transfer phenomeraafocus on a small scale of time (a tidal
cycle) was performed. First, it can be observettti@variations of concentrations follow the si#fin
gradient: highest concentrations are observechtdwest salinity (Figure 5). It is interestirgrtote
the two opposite tendencies observed in May 20@4Jane 2004. In May, the highest concentrations
were obtained for surface water with a maximum eotration of almost 2,500 ng.lOn the contrary
in June, bottom water seems to be more contamingiteda maximum concentration of 1,800 fg.|
Here, we can notice, an abnormally contaminatedmaaooint (June 2004), it can be assumed that it

was a consequence of a handing-over in the sugpeokssediments which can be related to biological
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activities (bioturbation), frequent dredges ocagrin the estuary. In May, the flow value was 508
m’.s* and in June the flow was 243 8T, in consequence the dilution phenomena cannotaeu

the observed trends. In June the water temperatasechigher than in May (20°C in June, 15°C in
May), in consequence it can be assumed that biadation phenomena were more efficient in June;
in fact biodegradation efficiency is controlled temperature and thus affect biodegradation rates of
NPEOs. Furthermore, in June the sunlight periodbiger and the sunligt intensity stronger, in
consequence it can be assumed that photodegradafienomena, susceptible to occur in the
superficial layer of the water column, were moré&cefnt and explain the higher level of NPEO

metabolites in the bottom water by comparison efghbsurface water.

2500 N24.9 Co(ng) Salinity 25 18007 C°(ng.1) S(ahnll)y 20
. (psu) © 429 psu
~ 'R 18
T 1600 . .
N . .
2000 ‘. 00 62 \ 16
. A 155
\.1155 5 '\14.5 ya : "
\ 1200 . K
. N 12.4

1500 : May 2004 15 \ June 2004 / 12

1000 .
. . 10

800 \ /
1000 10 8 - 8

600 S .
- _ - \/< - ) 6
500 \ .. / 5 400 \ / 4
N\ ; S
.. / 200 Nt 2.1 2
N
0 0 0 0
a) Tidal cycle b) Tidal cycle
— Top water Bottom water

Figure 5: Occurrence and fate of nonylphenolic coampls during a tidal cycle, at 2 levels of the
water column: subsurface water (0.1 m depth) atbimowater, at Honfleur.
a) Concentrations of NPEO metabolites in May 2004.alTatoncentrations (sum of all the quantified
nonylphenolic compounds in both dissolved and suspe phases) are expressed in“hd) Concentrations of
NPEO metabolites in June 2004. Total concentrat{snm of all the quantified nonylphenolic compourinls

both dissolved and suspended phases) are expiagsgd’

3-2-3Fate of NPEO metabolites in the Seine marsteagy

In the marine estuary, the main phenomenon whicktgeds is dilution (Figure 6). This
phenomenon is more obvious for the 4;8@, with a correlation of more than 90% between the
measured concentrations and salinity. For the atbepounds, the correlations are less strong (such
as for 4-NP with a correlation of 55%), which leirnk that the degradation phenomena initiated én th
estuary continue, but in a less efficient way. Seoelies showed that the rates of degradation NPEOs
and their metabolites in the marine environmentictdne weaker than in brackish waters (Mann and
Boddy, 2000). Moreover, it can be supposed thaihssttation phenomena occurre at the mouth of

the estuary.
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Figure 6 Fate and occurrence of the nonylphenolic compsimdhe marine estuary in 2 seasons July
2003 and November 2004.

a) Fate of NPEOs in the surface part of the water maluConcentrations (sum of suspended solids and
dissolved phases) are expressed in'ng.|
b) Fate of NPEOs in the bottom part of the water celuBoncentrations (sum of suspended solids and
dissolved phases) are expressed in'ng.|

4-Conclusions and perspectives

This research study presents 5 years of follow-opkvon the state of contamination of the
Seine estuary in NPEOSs. This work makes it possibtnclude in favour of a chronic contamination
of the Seine estuary by the degradation metabait®dPEOs in both dissolved and suspended solids
phases. If it is compared with the tendencies mredsby other research studies carried out on
European estuaries (Kvestak et al., 1994; KvestakAdhel, 1994; Blackburn et al., 1999; Jonkers et
al., 2003; Jonkers et al., 2005a; Jonkers et @58; Weigel et al., 2005; Vethaak et al., 20063an
be observed that this estuary presents the sarfike focontamination in terms of distribution aghv
as of quantification. However, certain specifigtishould be noted. It appears there is a intrinsic

dynamic of the Seine estuary are strongly linkethupstream part of the Seine. Indeed, works of
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this extent (period of study, frequency of sampliage not numerous. Even if a restriction of uses
occured in January 2005, it does not appear fontbment that it is reflected in the french natural
environment. It is obvious that NPEOs are stillwvkargely employed in France. In the Seine estuary,
the average measured values are lower than theoaméntal quality standard (EQS-AA 0.3 [1y.|
come into effect with the adoption of the Water dagan Framework Directive. However, that does
not mean that there are no chemical risks for asgas exposed to NPEOs and their metabolites in the

Seine Estuary.
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IS1: Presentation of the investigated sites on thgeine estuary over the period 20(-2006.

LE HAVRE wwre
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A o ROUEN
PiC 39D
P ® PK”; — PKZQQ. e Rouen
Frzm -
R
K240
PK 250
°
Pic2ad
g PK 260° B
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WWTP de Poses
Elbeuf %2”‘ —,
eu ’ Pic 200
Sampling points Characterist Sampling periods
- March 2002, May 2002, July 2002, September 2002¢her 2002, Marc
Poses Kp 202 -
2003, July 2003, May 2005, February 2
March 2002, May 2002uly 2002, September 2002, November 2002,
Elbeuf Kp 235 - -
2005, February 20l
March 2002, May 2002, July 2002, September 2002¢her 2002, Marc
Rouen Kp 250 - -
2003, July 2003, May 2005, February 2
. March 2002, May 2002, July 200@eptember 2002, March 2003, May 2C
Duclair Kp 280 - -
February 2006
March 2002, May 2002, July 2002, September 2002¢hber 2002, Marc
Caudebec  Kp 310 - -
2003, July 2003, May 2005, February 2
Tancarville  Kp 340 - - May 2002, July 2002, September 2002, Noven2002, February 2006
March 2002, May 2002, July 2002, September 2002eNber
Honfleur Kp 350 - - 2002,February 2003, March 2003, July 2003,NoverabéB, February 200
May 2004, September 2004, November 2004, May
Activated
WWTP - May 2002, July 2002, September 2002, November 20@2¢h 2003, Jul
110,000 EI sludges
Elbeuf 2003, May 2005, February 2C
(average loac
Activated
WWTP - 550 000 EI sludges May 2002, July 2002, September 2002, Noven2002, March 2003, July
Rouen ' (under prolonge 2003, May 2005, February 2C
ventilation)
Activated
WWTP - 1800 EI sludges May 2002, July 2002, September 2002, November 20@2¢h 2003, Jul
Tancarville (under prolonge 2003, May 2005, February 2C
ventilation)
! | Points in the Marine Estu:
» 2003, November 2004
Le Havre
PSS P25 P4 P44 P2 P28 -
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IS2: APnEO metabolites in WWTP: Temporal trends inWWTP effluent contamination in the

dissolved phase (expressed in ng)land in the suspended matter phase (expressed ig.i"). A

five year survey.

WWTP ELBEUF WWTP ROUEN WWTP TANCARVILLE
4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-
NP1EO| NP2EO | NP1EC | NP | NP1EO | NP2EO | NP1EC| NP | NP1EO | NP2EO | NP1EC| NP
May- Diss ng.t 136 400 862 81 306 172 800 1f6 <lod <lod 307 59
02 Susp ngit 561 428 <lod 4994 188 92 197 48 29 52 68 29
July- | Diss ng.! 107 118 4589 | 19 348 437 6138 46 31 22 3,943 | 211
02 Susp ngit 44 65 54 46 na na na nh 16 16 15 41,8
Sept- | Diss ng.t 48 5 1,233 144 172 116 2,827 271 <lod <lod 484 180
02 Susp ngit 29 11 102 79 38 7 19 2 6,2 10,7 27,2 29,3
Nov- | Diss ng.! 45 2 886 144 193 28 2,937 194 8 8 1,01 121
02 Susp ngit 48 23 30 124 52 26 61 107 5,5 29 92
March | Diss ng.F 334 117 580 95 684 87 2,322 K °] 33 25 649 83
-03 | Suspngit 30 5 42 64 36 5 48 11B 42 36 66 68
July- Diss ng.t 114 31 11,637 43 422 104 6,07 39§ 61 23 7,384 480
03 Susp ngit 86 29 19 62 40 14 7 1 4 7 58 49
May — | Diss ng.t' 232 142 1,861 36 377 176 4,171 | 62 238 259 2,166 | 361
05 Susp ngit 40 20 37 36 9 3 6 6 62 44 44 57
Feb- Diss ng.t 768 311 1,137 57 379 152 1,555 24 46 48 677 102
06 Susp ngit 175 296 300 234 258 577 1,078 30 34 29 38 19

Page 360



1S3 APEO metabolites in the Seine estuary: fate and ogrence.

Publications

Contamination in the dissolved phase (expressed ing.I") and in the suspended matter phase (expressed ig.g" d.w. and in ng.I"). A five year

survey.
March-02 May- 02 July-02 Sept-02 Nov-02 March-03 July-03 May-05 Feb-06
Susp Diss Susp Diss| Susp Diss| Susp Susp Susp Susp Diss| Susp
) Susp Susp| . Susp| Susp| Susp| . Susp| . Susp| . Susp| Susp|
Diss. Susp. Diss. Diss. Diss. Diss.
. | . ng. 4 |- g . | . ng. | . ng. | . ng. N | . ng. N | . ng. N | . ng. | . ng.
ng.l* | ng.g it ng.l | ng.g it ng.l* | ng.g [t ng.l | ng.g [t ng.l | ng.g [t ng.I* | ng.g [t ng.l* | ng.g it ng.l* | ng.g [t ng.l | ng.g [t
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,32 1,56 2,36 1,18
NP1EO | 155 0 39 | 100| 1,729 42 61 0 13 | 117 28 1 141 49( 20 167 520 32 60 . 56 | 136 1 18 | 80| 773| 76
1,36 2,10 1,68
NP2EO | 267 0 40 | 73| 1,610 40| 119 0 18 | 109| 696| 14| 122 180 7] 177 493 71 1023 40 | 116 | <lod| <lod 87| 892 89
POSES' 2,07| 4,13 2,65 1,00 1,44 2,91 1,12 1,10
NP1EC | 718| <lod <lod 745| <lod | <lod 35 | 766 52 | 538 40 <lod | <lod <lod | <lod 10 | 146| <lod| <lod
DAM 2 0 3 0 1 3 8 2
1,96 9,77 4,08 2,52 5,45 3,26 | 4,92 2,01 1,15
NP 203 57 | 121| 4,220 104 14 82 | 195 80 | 205 101 | 288 232 122 | 221 18 | 338 113
0 0 3 0 3 4 2 5 3
TSS mg.l-
a = 29.5 = 245 = 8.5 - | 20.0 - | 40.0 = 43.0 = 25.0 = 9.0 - | 98.0
1,99 1,23
NP1EO | 157| 740 17| 11p 1,580 3p g1 0 25 | 109| 309 4 151 43 17 ns ns ns ns ns ns 16? 23 | 47| 541 25
3,42 1,01
NP2EO | 254| 840 20| 74 1,040 2 163 42 | 135| 479 7 114 24 9 ng ns s ns ns ns 13E:33 19 | 75| 682 32
2,03]| 3,96 2,13
ELBEUF NP1EC | 719| <lod <log 719 | <lod | <lod 5 0 49 | 435 0 31 | 661| 880| 34 ns ns n ng ns s 925 150 1 123  |<dad
1,26 8,40 2,62 2,74 1,94
NP 181 0 29 | 129| 4,270 91| 149 0 104 | 162 . 38 | 174 0 106 | ns ns ns ns| ng ng 311 36 | 107| 782| 36
TSS mg.l-
a = 235 = 215 = 12.5 - | 14.0 - | 39.0 = = = = = 18.0 - | 47.0
ROUEN NP1EO | 114 93d 9 101 1,320 36 10 202 Pp2 (1083 5222 ns ns ns| 14% 1,14 2 ns ns s 131 B63 0 50 |588
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0 7
1,31 2,88 1,24 1,07
NP2EO 200 0 12 62 98 27| 136 0 32 | 145| 706 30 ns ng n 156 5 26 ns ns ns 90| <lod <lod L 9 111
1,88 | 3,16 1,55 1,54
NP1EC 768| <lod <loq 721 | <lod | <lod ) 0 35 | 457 1 65 ns ns ns 9 <lod | <lod| ns ns ns 622 136 1 130 <lgd <lpd
3,41 7,10 1,60 6,76 1,71 1,02
NP 167 32 | 116| 1,020 28| 137 78 | 206 67 ns ns ns 367 141 ns ns ns| 28% 18 | 115 106
0 0 2 6 4 8
TSS mg.l- 103.
- 95 - 27.0 - 11.0 - 42.0 - - - 21.0 - - - 11.0 -
1 0
2,72 1,05
NP1EO 174 0 49 81 | 2,210, 29| 40,8 0 44 62 | 173 4 96| 430 13 93 519 14 99 380 N4 87 ng89 |483 | 180| 43
3,28 1,23
NP2EO 255 0 59 36 520 15 55 0 51 64 | 114 2 74| 190 6 102 250 37 283 B5 59 B50 |3B6 | 193| 46
CAUD- 1,05 1,86 1,04 1,40 1,39
NP1EC <lod | <lod| 728 | <lod | <lod| 1531 77 | 651| 986| 20| 473 31 <lod 0 <lod | <lod| 685 | <lod| <lod| 181 83 20
-EBEC 1 0 0 3 7
4,33 2,82 1,37 4,56 5,18 1,57
NP 241 0 78 | 108| 1,340 26 94 0 117 | 113 0 28 | 159 0 135] 221 5 143 | 24 5 189 | 164| 832 83| 170 232 5
TSS mg.l- 121. 239.
- 18.0 - 16.0 - 41.5 - 20.0 - 30.0 - 28.0 - - 99.0 -
1 0 0
NP1EO ns ns ns 91 1,2 109 46 560 B6 38 42 14 930 |21 ns ns ns ns ng ng n S hs na 70 39
NP2EO ns ns ns| 38 65! 5b 45 3P0 PS5 45 68 24 79 |28 ns ns ns ns ng ng n ns s na 45 25
1,01
TANCA NP1EC ns ns ns| 77 <log <lgdl168 0 65 | 506| <lod| <lod 592 | 640 27 ns ns ng n nis 5 ns ns ns na 15 8
R-
1,66 2,32
-VILLE NP ns| ns| ns| 90 2,340 198 0 o 108 | 93| <lod| <lod 144 o 99 | ns| ns| ns| ns| ng ng n ns hs  |[ha |56 |31
TSS mg.l- 347. 558.
- - - 84.6 - 64.8 - - 43.0 - - - - - - -
1 0 0
NP1EO 87 | 130 103 87 14( 143 3 110 b4 138 35 21 5230 (136 83 96 27 47 396 213 131 339 46 ns ns ns
HONF-
LEUR NP2EO 106f 180 143 10 190 195 26 200 b4 45 32 20 200 | 36 63 44 12 72 255 13 9 449 64 ns ns ns
NP1EC 580| <lod <lod 580 | <lod | <lod| 815 | 260| 83| 506 18 10f 393 2,51 4yl 526 <lod 4Id&EB8 | <lod| <lod| 782 | <lod| <lod| ns ns ng
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0
2,51
NP 131| 400( 314 131 220 225 6P 860 7S P3 177 071 100 471 91| 714f 1979 178 739 393 161 3p2 b4 ns ns
TSS mg.l- 793. 1024. 319. 347. 276. 532. 137.
1 0 5 0 0 5 5 0

Diss.: Dissolved phase (<0.7 um); Susp.: Suspesadlds phase (>0.7 um); ns not sampled
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Publication n° 7
Sources des métabolites d'alkylphénol-polyéthoxylén estuaire de Seine:

Identification and Caractérisation

Sophie Lardy-Fontan, Héléne Budzinski

Université Bordeaux 1, ISM-LPTC UMR 5255 CNRS
351 crs de la libération 33405 Talence Cedex

*Corresponding author. Tel.: 33 5 56 84 69 98 ;:R5 56 84 69 98.

E-mail address: h.budzinski@ism.u-bordeaux1.fr

Résumé :

Neuf tributaires, les trois principaux effluemts stations d'épuration et la Seine ont été
examinés pour examiner la présence des métabalifd3EO (4-NP1EO, 4-NP2EO, 4-NP et 4-
NP1EC). Les APEO sont omniprésents dans les pliisssutes et les phases solides en suspension.
Bien que les tributaires et les effluents de statial’épuration montrent une contamination
significative par les APEO. La Seine est la soyacipale d'APEO pour I'estuaire de Seine avec
plus de 95% des apports en APEO au systéme estubeie pressions chimiques liées aux NPEO et a
leurs métabolites ne semblent pas étre liées teddances saisonniéres. Selon les standards dequal
environnementale (EQS) fixés par la commission géeane, les eaux de la Seine présentent une
gualité globalement satisfaisante. Néanmoins, squé chimique lié a la présence d'APEO et de leurs

métabolites dans l'estuaire de seine ne peut patoélement écarté.

Pour soumission a Environmental Sscience and Tdéohyno
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Sources of Alkylphenol Polyethoxylates metabolités the Seine estuary:

Identification and Characterization

Sophie Lardy-Fontan, Héléne Budzinski

Université Bordeaux 1, ISM-LPTC UMR 5255 CNRS
351 crs de la libération 33405 Talence Cedex

*Corresponding author. Tel.: 33 5 56 84 69 98; &5 56 84 69 98.

E-mail address: h.budzinski@ism.u-bordeaux1.fr

Abstract

Nine tributaries, three main WWTP effluents and $®ne River have been checked for the
presence of APEO metabolites (4-NP1EO, 4-NP2EO,P4-8H-OP and 4-NP1EC). APEOs are
ubiquitous in both dissolved phase and suspendédssdlthough the tributaries and WWTP
effluents display a significant contamination by EPs; the Seine River is the principal source of
APEOs in the Seine estuary with more than 95% OE®@® loads to the estuarine system. Chemical
pressures linked with NPEOs and their metabolitesat seem to be seasonal dependent. The Seine
River displayed a quality which appeared to behenvthole satisfactory, according to average annual
environmental quality standard. Nevertheless, anoted risk related to the presence of APEOs and

their metabolites in the Seine Estuary cannot talyadiscarded.

1-Introduction

Alkylphenol polyethoxylates (APEOSs) are a widelyeddamily of surfactants among which
80% are nonylphenol polyethoxylates (NPEOs). APE@s used in complex mixtures for a wide
range of applications: industrial, institutionaldadomestic ones (Renner, 1997); giving them lots of
dispersion possibilities through the environmespeegially the aquatic system where more than 70%
of them are expected to be released (Renner, 18FB0s display complex biodegradation schemes
which lead to the formation of: parent compoundyfamenol (NP) and octylphenol (4-t-OP); shorter
chain ethoxymers (alkylphenol monoethoxylate (AP)E&kylphenol diethoxylate (AP2EQO)) and
carboxylated derivatives (alkylphenoxycetic acidP&C) and carboxyalkylphenoxyacetic acid
(CAPEC)). Furthermore, their physicochemical prtipsrsuggest broad dispersion capabilities (Ying
et al., 2002). APEOs are widespread contaminanejoétic systems as they have been found from
groundwater to marine water at concentrations ranffiom ppt to ppb as well as in suspended solids

and sediments (Ying et al., 2002; Soares et aBR@everal of the by-products are persistent dnd o
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ecotoxicological concern, considering their potntor endocrine disruption (Soares et al., 2008).
Because of this ecotoxicological concern, they Hasen banned or are under restriction in European

countries (Soares et al., 2008).
The goal of this work was to establish an assessoighe loads of APEOs entering the Seine

estuary system, to characterize the contributiosoofces from a qualitative and quantitative point
view; for this purpose both dissolved phase angenuded solids were considered. Furthermore, one

aim was to study the seasonal dynamics of the $situary catchment area.

2-Material and Methods

2-1-Sampling area

The Seine estuary is the natural discharge systehredSeine River which flows through the
north-west of France. It runs on a catchment afemare than 72,000 kin characterized by high
demographic pressure (more than 17 million inhabétathus 25% of the French population), high
industrial pressure (more than 14,000 registerddstries) and high agricultural pressure (more than
104,000 agricultural exploitations, 34 % of therfete production of cereals). The catchment area of

the Seine estuary (Figurel) is drained by 9 majbutaries which display various anthropogenic

pressures (IS1).

§ 3 g 2
E ] 3
A éésg’
pK335 ‘. g 8
) AN,
A S &
Tancarville o q?
~ 9 A "8
pK250
@
' Rouen ‘ POSES
pK235 3 pKzozSeine
QO Tributaries sampling location
A WWTP sampling location
<> Poses’ dam sampling location
Figure 1: Studied area and sampling locations.

2-2-Sampling strateqy
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3 sampling campaigns were held: in May 2005 ungenglike conditions, in February 2006
under winter conditions (after a rise in the wdearel) and in July 2006 under summer conditions
(lowest water flows). During each campaign, sangdiwere conducted and were related to: 1) the 9
principal tributaries of the Seine estuary at thefrction with the Seine (Figure 1 and IS 1); 2 th
Seine at Poses’ dam (entrance point of the estuaystem), 3) the effluents of the 3 principal
wastewater treatment plants of the Seine estuargetly the WWTPs of Tancarville (1,800 equivalent
inhabitants), Rouen (550,000 equivalent inhabi)eantsl Elbeuf (110,000 equivalent inhabitants). Spot
samplings were performed, manually, from bridged banks. Samples were kept, in glass amber
bottles (previously washed and heated at 450°Cpursl), then stored in a cooler at 4°C until

analytical treatment.

2-3-Standards and Reagents

Unlabeled p-n-nonylphenol (98%-+, p-n-NP), p-n-nq@mgdnol monoethoxylate (95%-+, p-n-
NP,EO), nonylphenoxyacetic acid (ring chain isomer@3%+, 4-NREC) were purchased from
Promochem (Molsheim, France) (106.mI* in nonane, respectively). 4-nonylphenol (100%, -N
technical), 4-nonylphenol-monoethoxylate (99.5%,NREO) and 4-nonylphenol-diethoxylate
(99.5%, 4-NBEO) were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Queftllavier, France). The spiked
solutions were prepared in methanol at concentrstiof 1 pg.mi* of each compound. Methanol
(MeOH) was used for the analysis of pesticide wssdand was purchased from Merck (VWR
international, Strasbourg, France). Dichlorometh@@M) was for organic residue analysis and came
from J.T.Baker; water used for LC/MS analysis waenf JT Baker (Atlantic Labo, Bruges, France).
All the above solvents were used without furtheriffpation. Water used for solid phase extraction
was Evian water in glass bottles (France Boisson, Francg)iréthloric acid (purity 37%) was
purchased from VWR international (Strasbourg, Fejindmmonium acetate (minimum purity 98%)
was purchased from Sigma Aldrich (Saint Quentinlaivédr, France); trifluroacetic acid (ACS,
mimimum purity 99%) was purchased from Acros (Ndis grand, France). All the chemicals were
tested for background levels for the compoundsitafrest.

Due to the ubiquitous occurrence of alkylphenols alkylphenol polyethoxylates (in plastic
materials and detergents), glassware was chosawoid contamination of the sample. Furthermore,
all the glassware and sampling apparatus requpeda treatment prior to use. All the glassware wa
washed and then heated at 45@or 6 hours prior to use. Whatman GF/F glas<fiiiters (pore size
0.7 um) were purchased from VWR International (Eoal-sous-Bois, France) and were also heated
at 450C for 6 hours prior to use. 200 mg Bond&I@18 cartridges and 500 mg HF-Bond&lBSA

were purchased from Varian (Courtabceuf, France).

2-4 Analytical methodologies
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The protocols have been published previously(Paal.etsubmitted; Lardy-Fontan et al.,
submitted). Briefly, between 1 | and 4 | of watangples were filtered through GF/F glass fiber ffdte
The treatment of the dissolved phase occurred endth hours' following the sampling in order to
prevent biodegradation phenomena. After acidifocat(pH 2, HCI), water was passed through
Bondeluf Cy5 cartridges (200 mg, 3 cc, Varian). The elution wabieved by 5 ml of a mixture of
methanol/dichloromethane (50/50; v/v). Solid matsriwere stored at -20°C until freeze-drying.
Extraction was carried out by microwave assistedraeion MAE with a mixture of
methanol/dichloromethane (40 ml; 3/1; v/v). Theraets were then filtered, evaporated to less than
500 pl and redissolved in 60 ml of water (pH 2utalergo a purification step ondCartridges. The
extracts were evaporated and redissolved in metha@ofinal volume of 100-200 pl.

Identification and quantification were performedwieversed phase liquid chromatography
coupled with electrospray mass spectrometry LCHS]-in Single lon Monitoring mode (Pan et al.,
submitted).

2-5 Quality control

The quantification was performed by an internalbcation. To each extraction series a
protocol blank was joined in order to show evidenteontamination during the different analytical
steps. Small amounts of 4-NP has been quantifisgime cases (<30 ng), while for the other analytes
blank signals were absent. Moreover, spiked wdt@® (g.l", individual compound), which follows
all the experimental procedure, was joined to eadinaction series. Reported concentrations have
been corrected for the blank value and the metleadvery. Developped analytical methodologies
show recovery rates upper than 80% with relatigadsrd deviation of 20%, satisfactory repeatability
and reproducibility. Furthermore, optimized methlody displays good sensitivity 1-5 ng.for the

dissolved phase, tens ng.fpr suspended solids (Pan et al., submitted; L-&atytan et al., submitted)

3-Results and discussion
3-1-WWTPs contamination

Table 1 sums up measured contamination of botloldisd and suspended solid phases by
APEO metabolites (minimal and maximal values) ia &investigated WWTPs, in the course of the
season. It highlights that dissolved phase contatioin are dominated by 4-NP1EC which are the
major NPEO metabolite whatever the season with extnations of up to ugt followed by 4-NP
(average values up to hundreds of Hg.IThe suspended solid phase displays significant
contamination between tens of n§.® tens of ug.g depending on the WWTP and the season. By
considering the TSS, the proportion of suspendéidssin the global contamination varies between
tens of ng:t for 4-NP1EO or 4-NP2EO to more than hundreds of'rfgr 4-NP1EC and 4-NP),
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which can get to represent 50% of the global comation of WWTP effluents, whatever the
metabolites and the seasons. The increase of 4-GlR1Ehe hottest time has to be noted. Such results
are in accordance with bibliographic data whichuarghat seasonal trends in biodegradation
phenomena affect both distribution and efficienéWNTP processes (Ahel, 1994; Soares et al.,
2008).

Table 1: Occurrence of NPEO metabolites in theotliesl phase and the suspended solid phase of the
Seine estuary WWTP effluents.

May 05 Feb 06 July 06
diss.ngt  part.ngt  diss.ngt part. ngt diss.ng  part. ngt
4-NP1EO 232-377 62-9 46-258 34-258 56-1,417 248,04
4-NP2EO 142-259 3-44 48-311 29-377 <lod-129 18-10B
4-NP1EC 1,861-4,171 6-54 677-1,555 38-1,078 2,5884 <lod-32
4-NP 367-627 6-57 102-576 19-305 116-205 9-96

3-2-Tributaries contamination

In order to simplify the general scheme, the S&ner at Poses’ dam was considered as a
tributary of the Seine estuary. Table 2 shows tleagsured concentrations of APEO metabolites
(dissolved phase, expressed in Hgfor each tributary at each season. There is argésed
contamination of the Seine catchment area by AP&@stheir metabolites which emphasize the idea
of a chronic state of contamination of the systéthagh some restrictions in APEOs uses have taken
place since 2005 (Soares et al., 2008).

The Seine River displays the highest contaminalelP1EC is the major metabolite during
the hottest season (with concentrations betwee?8%d 1,279 ng?), it could represent up to 90% of
the contamination. On the contrary, its part desgedo less than 25% in February when 4-NP is the
principal form with concentrations of up to 300IiHgSuch trends are in accordance with the fact that
the Seine River is one of the most anthropizedsiue Europe and is the receptacle of around 25% of
French industrial activities. Its contaminationinsthe same order of magnitude as those found in
Asian, American and European Rivers (Ferguson.et280D1; Jonkers et al., 2005a; Jonkers et al.,
2005b; Chen et al., 2005; Peng et al., 2006; Beaotd Brownawell, 2007; Ribeiro et al., 2008;
Soares et al., 2008).

The Eure River, the Commerce stream, the Caillyastr, the Austreberthe stream and the
Risle River display moderate contamination profilese dissolved phase is dominated by 4-NP1EC
(measured concentrations of 108 to 432 hgelxcept 2 points at 6 and 36 fy.which usually
represents more than 50% of the contamination. Bletyexhibit 4-NP at concentrations closed or up

to hundreds of ngll Those systems are the ultimate gathering placenoderately impacted
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catchment areas which exhibit some industrial armmmestic influenced areas. Once more
contamination profiles are in good agreement watitcltment area specificities (IS1).

The Andelle River, the Rancon stream, the Saintér@ke stream and the Robec stream
display lowest contamination profiles. Although £NEC is quantified in some moderate extent
(concentrations above 100 nY,l4-NP is the predominant form with concentratiémsn 34 to 170
ng.I*. Compared to previous observations, the propordfofr NP1EO and 4-NP2EO also increases to
get 50% of the contamination. These systems flowsmall catchments areas which display weak

anthropization, the hypothesis of various upstresanrces of contamination may be put forward.
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Seine River (Poses) Eure Commerce Cailly Austtebe
ng.I* May 05 Feb06 July06 Min-Max May05 Feb06 July06  Min-Max May05 Feb06 July06  Min-Max May05 Feb06 July06 Min-Max May05 Feb06 July06  Min-Méx
4-NP1EO 136 80 24 2-12% 73 19 18 9-13% 80 36 64 8-13% 30 9 181 4-28% 10 2 21 3-10pp
4-NP2EO 116 87 8 1-13% 43 16 3 2-8% 42 18 18 3—-7% 35 8 83 4-18% 30 1 3 1-9%
4-NP1EC 1,128 146 1,279 22-95% 250 108 121 %% 392 233 417 53-73% 69 86 252 35-39% 268 6 432 30-87%
4-NP 221 338 30 2-52% 178 75 28 16-34% 122 151 77 13-34% 63 117 128 20-53% 41 11 40 8 %55
4-t-OP NA 26 <lod - NA 7 2 - NA 36 25 - NA 9 13 - AN 1 <lod -
Risle Andelle Rangon Sainte Gertrude Robec
ng.r* May05 Feb06 July06 Min-Max May05 Feb06 July06 Min-Max May05 Feb06 July06  Min-Max May05 Feb06 July06  Min-Max May05 Feb06 July06  Min-Max
4-NP1EO 69 15 40 3-16 % 46 19 22 10-34 % 8 20 2110-20 % 5 13 38 3-20% 53 24 96 10 - 4%
4-NP2EO 115 13 16 6-27 % 48 9 1 2-18% 45 26 5 -574% 11 10 12 5-6% 94 16 29 6-48%
4-NP1EC 155 36 115 30-45% 86 24 8 13-32% <lod <lod 6 0-5% 15 <lod 37 0-19% 14 39 32 7946
4-NP 85 58 84 20 — 48 % 93 136 34 34-72% 26 59 7 7 33-71% 149 159 105 55 — 87 % 35 170 78 18%6
4-t-OP NA 9 <lod - NA 14 <lod - NA 11 3 - NA 12 6 - NA 9 <lod -

Min-Max*: minimal and maximal contribution of eaafetabolite to the global contamination of dissolpbdse
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3-3-Partition between suspended solids and liguidh@ases
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Figure 2: Part of each phase (dissolved phase and susperatézt phase) in the global
contamination (expressed in ri).bf 5 tributaries of the Seine estuary by 4-NP1d#@ 4-NP.
a) May 2005, b) February 2006, c) July 2006

In the past, the study of APEOs was restrictedh¢odissolved part of the aqueous phase. As
highlighted in a previous section, significant Ieaof APEO metabolitesia suspended solids are
found in WWTP effluents. The issue of the role pldyby the suspended solid phase in natural
systems obviously must be raised. Figure 2 presietscontribution of each phase to the global
contamination of 5 tributaries (for 4 of them, iffelient suspended solid materials were obtained
despite a sampling volume of 4 I; consequently dkigaction could not be done) in the course of
season (May 2005, February 2006, July 2006). Ddpgrah the site and the season, particulate phase
contamination is between 3 and 52 hddr 4-NP1EO and 3 to 30 ng.for 4-NP. In most streams 4-
NP1EO is the predominant form of NPEO metabolief®te 4-NP. Contrary to effluents, 4-NP1EC is
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under the limit of detection (< to tens ng.gvhereas it is the predominant form in WWTPs. Ehes
results are in accordance with previous ones L&aytan S.) which hypothesizes a punctual trapping
of acidic forms. In fact, as it has been showndoidic pharmaceuticals, acidic compounds did not
adsorb to suspended solids due to the existenoeg#tive charges at environmental pH (Ra et al.,
2008). For NPEOs, suspended solids can represdnt3Q9o of the global contamination (Commerce
stream, May 2005) even if average measures highliglues ranging from 10 to 30%. Isobe et al.
(2001); Li et al. (2004), Patrolecco et al. (200&hlighted the proportion of APEO metabolites
sorbed to suspended solids which ranged from D% @epending on the compound and the season.
In May 2005, the particulate organic carbon lewaks comprised between 649 [Igdt Poses dam to
4,309 pg.tin the Risle stream, in February the POC levedscamprised between 1,950 |Igi the
Risle stream to 5,250 pgdt Poses dam. At Poses dam (Seine River), the B@CT ihcreases by a
factor of 8 between May and February, in the saraamar the concentration of 4-NP (expressed in
ng.r") increase by a factor 6.5. In the same time, énRfsle stream the POC level decrease by a factor
of 2 as well as the concentration of 4-NP. The é#gltontamination levels could be correlated with
the highest organic carbon contents (Hou et aD62Chen et al., 2006). In fact, it has been asdume
that interaction with organic matter could playigngficant role in sorption phenomena, especiatly f
shorter chain ethoxymers. As it has been showmesuted solids could play a significant role in the
dispersion of APEOs in aquatic systems (Ra e2@D8), and may be considered as a temporary well
for the compounds. Furthermore, as it has been dstraded, the sorption to suspended solids might
affect bioavailabilityy and toxicity: the toxicitgf organic compounds could be reduced by sinking
suspended solids or increased by serving as soafaantaminated food for aquatic species. Thus,
Ra et al. (2008) has demonstrated that the toxi@fy substituted phenols (octylphenol,
pentachlorophenol) t®aphnia magnadecreases by 36% and 22%, respectively, in theepoe of

suspended solids.

3-4-Seasonal trends

One of the aims of this work was to evaluate sealsoends in the occurrence of NPEOS in
the Seine estuary system. This work put forwardatio rbased on the concentration of aerobic
biodegradation metabolites of NPEO (4-NP1EC) duidy the sum of anaerobic metabolite of
NPEOs (4-NP1EO+4-NP2EO) to assess trends in theadatipn efficiency of the system (R=[4-
NP1EC]/[4-NP1EO+4-NP1EQ]).
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Figure 3: Seasonal trends in the contaminatioh@fSeine catchment area. Proposition of a ratio

aimed to estimate degradation scheme, R = [4-NP1EENP1EO+4-NP2EO].

Figure 3 presents the calculated ratio for the istugources in the course of seasons.
Whatever the sources, higher ratios are obtainddlin the hottest month (water temperature between
20 to 26°C, intensive sunshine period; TSS comgrisetween 3 to 50 mg) and a lower ratio is
observed in February (water temperature betweem &€, weak sunshine period, TSS comprised
between 20 to 100 mg)t highlighting seasonal trends in the distributarNPEO metabolites in the
system. APECs formation occurred in both biologiadl abiological conditions Wang et al. (2007)
and has been shown to be strongly dependent ofquhgsemistry. Water temperature had been put in
evidence as predominant parameter (Hayashi eR@05; Xu et al., 2006; Fu et al., 2007), highest
temperature favours APEC formation as well as hgHight intensity (Hayashi et al., 2005).
Furthermore, the presence of dissolved organicematid its quality, which led to the oxidation of
terminal alcoholic group, improves the formationcafboxylated metabolites (Hayashi et al., 2005).
On the contrary, the presence of high contentsighended solids (as it was observed in Februasy) ha

been shown to decrease APEO degradation and ARfE@tion. Seasonal trends in the distribution of
NPEO metabolites exist in the Seine river catchmarga.
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3-5-Loads to the Seine estuary system
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Figure 4: Loads of APEO in the Seine estuary inctherse of seasons. Relative proportions of
tributaries, WWTPs and the Seine River.

Another aim of this study was to evaluate the priopo of each source (The Seine River, the
tributaries and the WWTPSs) in the global contaniorabf the Seine estuary by NPEOs and their
metabolites. Whereas taking into consideration wed@centrations, it could be reliable to consider
the flux of compounds (the quantity of the compoped unit of time), which takes into account flow
variations. Figure 4 presents the loads of NPEGabwdites (the sum of the quantified metabolites) by
the 9 tributaries and by the Seine at the Poses’daar the course of time. The Seine (upstream) is,
by far, the principal contributor of the Seine esyucontamination with average loads of compounds
ranging from 47.47 kg:Hin February 2006 to 20.5 kg'dn July 2006. Regarding the tributaries,
values are comprised between lowgahd 5 g.d for the smaller streams (namely Sainte-Gertrude,
Rancon, Commerce, Robec, Cailly and Austrebertieasts) and between 3 g.dnd 40 g.d for the
Eure, Risle and Andelle Rivers. Whatever the seafenSeine represents from 97% (July 2006) to
99% (May 2005 and February 2006) of the global @mmation entering the Seine estuary.
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Surprisingly, WWTPs represent no more than 3% (maxa value, July 2006) of the contamination

and the tributaries less than 1%.

Table 3: Flux of NPEO metabolites in the Seine &stuin the course of seasons.

g.d’ Tributaries Seine (up.) WWTP
May 2005 71 46,959 487
February 2006 38 47,471 429
July 2006 33 19,870 515

Tributaries: Sum of the flux of the 9 tributaries

Table 3 presents the flux of NPEO metabolites & 3eine estuary by the 3 identified main
sources. Inputs by the tributaries and the SeiverRiecrease by a factor of 2 between the first 2
campaigns (May 2005 and February 2006) and theolast(July 2006). On the contrary they are
constant in WWTP effluents, with average value§@d g.d". As shown by previous works (Lardy-
Fontan S., submited), temporal trends exist inSéime system (inter annual variations of a fact@& o
have been highlighted); as a consequence the t@slrved in this work could be related to the
intrinsic variability of the Seine basin. As it hasen demonstrated by Quednow and Puttmann (2008)
in the Hesse basin, trends to a decrease of therreoce of APEOs and metabolites in European
natural systems exist. It is assumed to be a coeseg of the implementation of European Directive
2003/53/EG which restricts both the marketing asdsuof nonylphenols. But as no decrease in
WWTP loads, at the level of the Seine estuarybseoved, this hypothesis does not seem sufficient t
explain observed trends. WWTPs located upstreameofampling area might have been improved. In
fact the improvement of processes could lead tanarease of WWTP efficiency and by way of
consequence to a decrease of the loads of compdhraiggh the system. The WWTP of Achéres
(2,100,000 Equivalent inhabitants), which is in rgeaof the treatment of 80% of Parisian waste
water, had been under renovation works between ibge 2005 and April 2006 (which led to direct
releases into the Seine River). By consequencejytpethesis of abnormal loads to the system might

be advanced and explained the trends to a dedreagsatamination observed in February.

4-Conclusion

The Seine estuary, a natural discharge of the SRimer, displays a chronic state of
contamination predominantly linked to the pressofrdhe Paris basin; the catchment areas of the
Seine estuary show widespread contamination whichad impact the Seine estuary to a great extent.
Chemical pressure linked to NPEOs and their meitgisaloes not seem to be seasonal dependent, in
fact whatever the season, significant loads of NPBCcur in the system. By comparing the levels

measured during this study with the maximum averagiies fixed by the Water Framework
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Directive for these molecules, it appears thatth@nlevel of the catchment area of the Seine ggtuar
the surface water seemed to show a satisfactojtygiracomparison with the reference level. The
Seine River displays a quality which appears tediesfactory even if it seems that in certain psio
(whose cyclicity and duration were unspecified) theasured concentrations are higher than the
average value fixed by the European Commis§R80 ng.') as well as the predicted no effect
concentrations (fresh waters). Nevertheless, a ida¢mmsk related to the presence of APEOs and thei

metabolites in the Seine Estuary cannot be clésglylighted.
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Supplementary information 1: Presentation of the pessure occurring at the Seine estuary level
and principal characteristics of the catchment area and tributaries.

Eure . Seine . Ste-
Andelle (downstream) Risle Commerce (Upstream) Rangon Austreberthe Cailly Robec Gertrude
Domestric Pressure ++ ++ ++ + +++ + ++ ++ +++ +
Industrial Pressure + ++ + ++ +++ + + +++ + +
Agricultural + + " + et + + + + +
pressure
Number of
Wastewater
treatment plant 3 14 13 2 . 1 3 3 - 1
effluents
Flow May 2005
54 20.1 7.6 0.2 330 1.1 1.4 2.3 0.3 1.2
(mé.sh

Flow February 200¢

28 55 14.2 0.3 592 0.4 1.6 2 0.3 1.1
(m*s?)
Flow July 2006
55 171 8.8 0.5 166 1.2 17 24 1.2 0.5
(m*.s?)

+: minimal pressure; ++: moderate pressure; ++gh Ipressure (arbitrayy
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Résumé:

Quatre années d'investigation au niveau de 5 estiftiancais ont mis en évidence un état
de contamination chronique par les métabolites #@PChacun des systemes semble présenter une
dynamique de fonctionnement propre. En dépit de festriction d’'usages pour une large gamme
d'applications, les tendances temporelles ne sempkes refléter une diminution dans la présence des
métabolites d’APEOQO. Ce travail met également edeéne une contamination significative des phases
solides en suspension par les métabolites d’APE©®© pIDs, les concentrations environnementales
mesurées sont proches des concentrations préditeefets ; en conséquence, des effets toxigees li
a la présence des métabolites d’APEO sont sustepiikétre détectés dans les estuaires francais et
les zones cétieres sous influence, si I'on prendagnpte la contribution des systémes estuariens pou

les écosystemes marins.

Mot-clés alkylphénols, alkylphénol-polyéthoxylés, acidekyfihénoxyacétique, matiéres en

suspension, estuaire, France.
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Abstract

Four years of investigation on five French estwarigighlight a chronic state of
contamination by APEO metabolites. Each system se&ndisplay an intrinsic dynamic of
functioning. Despite their prohibition in a widenge of uses, temporal trends did not reflect a
decrease in their occurrence. This work highlighgsificant contamination of suspended solids by
APEO metabolites. Furthermore, measured envirorehecwncentrations (MECs) are near the
predicted no effect concentrations values; thusjestoxic effects related to the presence of the
degradation metabolites of APEOs are likely to beedted in the French estuaries as well as in the
coastal zones under influence, taking into conatten the contributions of estuarine systems to the

marine environment.

Keywords: alkylphenols, alkylphenol polyethoxylates, acidyhihenoxyacetic, suspended solids,

estuary, France

1-Introduction

An estuary consists of a confined water mass hawifige connection with the open sea and
inside which the sea water is diluted in a meadanafy with fresh water resulting from the drainage
of the catchment area (Allain et al., 2006). Themethree main ideas around the notion of estuaries
they display specific characteristics; - they amder the strong influence of river flows; - thette of
degradation is very often the reflection of theltiestatus of their catchment area. They are refeio
by the Water Framework Directive (WFD) as watersrafsition near the mouths of rivers, which are
partially salted because of their proximity to daasvater, but which are influenced by fresh water.
Analyses, led on a Community scale, reveal thataeste areas are not made up in clearly identified

territories and that there is a gap in the law wihibir definition; what raises problems for their
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management. France has on its western coasts tli@ié and the Channel, no less than 57 estuaries.
A certain number of stakes and environmental problere attached to them: - environmental
protection and prevention of risks; - developmdrlans of prevention; - control of the water gl
and protection of the aquatic environments. Theagws are the receptacles of all anthropic am#it
Although they display important purification cap&s through their mudholes and reed beds; their
water are seldom of good quality. The inventorfixtures drawn up within the WFD lets us predict
that, for the majority of the identified water messit will be difficult to obtain their “good stit
label in 2015. Among the 33 priority substanceshef WFD: heavy metals, pesticides, polycyclic
aromatic hydrocarbons and alkylphenol-polyethoxedatAPEOs). APEOs are non-ionic surfactants
whose applications range from the agricultural ke tndustrial domains; 80% are nonylphenol-
polyethoxylates (NPEOs) and 20% are octylphenojgtbloxylates (OPEQOS) (review by Ying et al.,
2002;Vazquez-Duhalt et al., 2006;Soares et al.8200 heir fate, sources and occurrence have been
studied for more than 20 years and have been reddwy Ying et al. (2002), Vazquez-Duhalt et al.
(2006), Soares et al. (2008). Although they presenderate bioaccumulation and bioamplification
properties (Servos, 1999; Vazquez-Duhalt et alQ620Soares et al.,, 2008); they are of first
ecotoxicological interest because they are disptpgndocrine disruption properti@s vivo andin

vitro (Mills and Chichester, 2005) and are suspected ricfjzating in endocrine disruption occurring

in natural ecosystems.

The objective of this work was to establish a stteontamination of five of the main
important French estuaries by APEO metabolitesth&y display specific characteristics, one aim of
this work was to try to compare them and to undecttheir intrinsic dynamics in the course of
seasons and time. Moreover, this work took interedhe role played by suspended solids in the
dispersion of APEOs in those highly complex systehRisally, a discussion of the ecotoxicological

risks linked with the occurrence of APEOSs in Frerstuaries will be provided.

2-Material and methods
2-1-Investigated sites

Among the 57 French macrotidal estuaries (Allairalet 2006), 5 have been selected and
investigated between 2002 and 2005, namely: TheeSestuary, The Gironde estuary, the Adour
estuary, The Vilaine bay and the Authie bay. A8 thvestigated sites are briefly presented in Egur

1; their pertinent characteristics are summed inld &.
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Figure 1: Localization of the five investigatedugstes. Localization of the sampling points in eath

the five sites.

Table 1: Relevant characteristics of the 5 inveséid estuaries.

Seine estuary ) Adour estuary | )
Gironde estuary (b) Vilaine estuary (c)| Authie Bay (d
@) (b)
Catchment area (Kin 79,000 29,500 16,880 10,400 1,305
Density of population
) ) 35-2000 84 54 NR 57
(inhabitants/krf)
Domestic pressure +++ ++ + + +
Industrial pressure +++ ++ + + +
Agricultural
+++ ++ ++ ++ +
pressure
Inorganic Multi ) o
o Cadmium Moderate Moderate pristine
contamination components
Organic Multi o o o
o Moderate Pesticides Pesticides pristine
contamination components

+, ++, +++: increasing level of pressures; NR: reference; http://www.eau-seine-normandie.fr/; (b)
http://www.eau-adour-garonne.fr/; (c) http://wwwilaine.com/; (d) http://www.eau-artois-picardié.fr
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The Seine estuary was investigated at three sRese§ dam, Caudebec, Honfleur) in
September and November 2002, March and July 2063, 2005.

The Gironde estuary was investigated in Februaf22fbwnstream from Bordeaux to the
mouth at Le Verdon. A second campaign was heldavelhber 2005 upstream of the Gironde estuary
(Garonne River from upstream of Toulouse to upstred Bordeaux) and in the Gironde estuary
(downstream from Bordeaux to the mouth at Le Veydon

The Adour estuary was investigated in July 2002henlevel of the estuary (downstream
from Bayonne to the mouth). A second campaign vedd im November 2005: upstream of the Adour
estuary (Adour River from upstream of Saint Monupstream of Bayonne) and in the Adour estuary
(downstream from Bayonne to the mouth). In ordeensure comparability of data, all samplings
were made at low tide.

In the Vilaine bay, sampling campaigns were carpatin 3 points: the site of the Arzal
dam, point of entrance of the estuary, was theestilujff weekly samplings (controlled by the flow)
during the period from 04/18/06 to 07/24/06 (12 k&eThe sites of Halguen (47°30.05 N, 2°29.63
W) and Maresclé (47°27.83 N, 2°29.75 W) locatethinzone of influence of the mouth of the Vilaine
were the subject of semi-monthly samplings durivgperiod from 04/18/06 to 07/24/06.

In the Authie Bay, sampling campaigns were helthmintertidal zone on the level of the
northern mudhole (50.22.2170 NR; 1.36.4840 E) ibr&ary and November 2003, February, May,
September and November 2004. In order to be abémsare the comparison of data, the samplings
were carried out at low tide.

All the samples were collected in 4l glass bottlelsich were previously washed and heated
at 450C for 6 h, and transported to the laboratory imaler (4°C).

2-2 Reagents and chemicals

Nonylphenoxyacetic acid (ring chain isomers) (98%+NPEC) was purchased from
Promochem. (Molsheim, France) (108.mI* in nonane, respectively). 4-nonylphenol (100%, 4-NP
technical), 4-nonylphenol-monoethoxylate (99.5%RH0D) and 4-nonylphenol-diethoxylate (99.5%,
4-NP,EO) were purchased from Sigma Aldrich (Saint QueRtllavier, France). The spiked solutions
were prepared in methanol at concentrationsad.inl* of each compound.

Methanol (MeOH) was for the analysis of pesticidesidues from Merck (VWR
international, Strasbourg, France). Dichlorometh@D€M) was for organic residue analysis from
J.T.Baker; water used for LC/MS analysis was franBaker (Atlantic Labo, Bruges, France). All the
above solvents were used without further purifamatiWater used for solid phase extraction was
Eviand water in glass bottles (France Boisson, Franceg)dréthloric acid (purity 37%) was
purchased from VWR international (Strasbourg, Fegndmmonium acetate (minimum purity 98%)

was purchased from Sigma Aldrich (Saint Quentifavar, France). All the chemicals were tested
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for background levels for the compounds of interé30 mg Bondel(t C18 cartridges were
purchased from Varian (Courtabceuf, France).

Due to the ubiquitous occurrence of alkylphenold alkylphenol polyethoxylates, materials
in plastic and detergents, glassware was chosawoid contamination of the sample. Furthermore, all
the glassware and sampling apparatus requiredaspgesatment prior to use. All the glassware was
washed and then heated at #5@or 6 h prior to use. Whatman GFF glass fibref#l (pore size 0.7
pm) were purchased from VWR International (Fontesays-Bois, France) and were also heated at
450°C for 6h prior to use.

2-3-Analytical methodologies

Briefly, between 1 | and 4 | of water were filterdstough GF/F glass fiber filters. Between
0.5 to 1 | of acidified water (pH, Bydrochloric acid) were passed through Bondelly; cartridges
(200 mg, 3 cc,Varian). After one hour of drying den vaccum; 5 mmHg) the cartridges were eluted
with a mixture of 5 ml of MeOH/DCM (50/50; v/v). Ehextracts were evaporated under a gentle
stream of nitrogen, transferred to MeOH prior to-ESI-MS analysis (SIM) (100 pl to 300 pl final
extracts). The treatment of the dissolved phaseroed in the 48 hours following the sampling in
order to prevent biodegradation phenomena (Pah, submitted).The suspended matters were stored
at -20°C until analysis. After freeze-drying, thangles were extracted by microwave assisted
extraction (MAE) with 40 ml of a mixture of methdftchloromethane (3/1; v/v). The raw extracts
were then filtered and redissolved in 60 ml of BYiavater (pH 2) to undergo a purification step
according to the same ;Lcartridge protocol as previously described (Lardytan S. et al.,
submitted).

2-4-Quality control/Quality assurance

Due to the ubiquitous occurrence of alkylphenolsl aikylphenol polyethoxylates in
materials in plastic and in detergents; glasswaik sampling apparatus required special treatment
prior to use. All the glassware was washed and tested at 45C for 6 hours prior to use. Glass
microfiber filters were also heated at 460for 6 hours prior to use. Moreover, to each &ttoa
series a protocol blank was joined in order to skesdence of contamination during the different
analytical steps. A small amount of 4-NP has bagmntffied in some cases (<30 ng), while for the
other analytes blank signals were absent. Additipnspiked water (100 ng'| individual compound
basis), which follows all the experimental procejuvas joined to each extraction series. Reported
concentrations were corrected for the blank vahdaethe recovery.

The quantification was performed by an externaibecation. Each series of injections was

preceded by the injection of an analyte mixture k@wn concentrations) from which a 5 point
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quadratic calibration curve was establishe®>(R99). Moreover, a pseudo-unknown sample was also
injected during each run in order to make suréneflinearity, accuracy and sensitivity of the LC-MS
All the preparation steps were performed underigretric control. The overall methodologies show
satisfactory recovery rates (upper than 80%), tapday and reproducibility. Typical limit od
detection are of 1-5 nglfor dissolved phase, tens ng.épr solid samples (Pan et al., submitted;

Lardy-Fontan et al.; submitted).

3-Results and discussion

3-1-Comparison of the contamination profiles of thés estuaries

Table 2: Contamination of the dissolved phase eftinvestigated estuaries by APEO metabolites.

Diss Vilaine Bay ) ] _
Authie Bay Gironde Estuary| Adour Estuary Seine &stu

Phase Halguen Maresclé

ng.l! [ min| max| % Det.| min | max| % Det.| min| max| % Det.| min | max| % Det.| min| max| % Det. [ min| max| % Det.

4-NPEO| 6 | 83| 100%| 10/ 248 100% 1p 4 100% f4 B9 100% |12 |530%I1| 87| 136| 100%

6
4-NPEO| 3 38 75% 4 22 88% 3 4 100% 12 83 100% 6 36 100% | 396 | 100%
4

4-NPEC| 7 74| 88% | 16| 62| 75% <2 - 50% 5 88 100% |57 |99 1(09%S5 | @128 100%

4-NP 14| 50| 100% 5/ 39 100% 14 46 100% (21 125 100% | Bb | 100% | 161 221 | 100%

4+4-OP 7 7 13%| 2 4 50% NANA | NA [NA|NA | NA |NA|NA NA | NA | NA NA

NA not analyzed; Diss. Phase Dissolved phase; ¥8bdetection

Vilaine Bay: min-max-frequency of detection over gexiod 18/04/06 to 24/07/06

Authie Bay: min-max-frequency of detection over pegiod February and November 2003; February, Mapt&nber and
November 2004

Gironde Estuary: min-max-frequency of detectionmyithe sampling campaign of 2005

Adour Estuary: min-max-frequency of detection dgrihe sampling campaign of 2005

Seine Estuary: min-max-frequency of detection akerperiod September and November 2002, Marchlalydl2003; May
2005

Table 2 sums the contamination of the dissolvedg@haf the five investigated estuaries by
APEOS compounds. It presents the minimal and maxirmeasured concentrations (fy.4s well as
percentages of detection for all investigated camps. By looking at the results, a widespread
contamination of French estuaries by APEO metamldan be assumed. 4-NP and 48, the
more persistent metabolites, are quantified at estehand at all sampling campaign; 4.HE, an
aerobic degradation metabolite of APEOs, is quigdtift a frequency ranging from 50% (Authie Bay)
to 100% (Gironde estuary, Adour estuary and Sesteaey). 4-OP is quantified in no more than
50%, which is coherent with the fact that it isgwoed and used less. Contamination profiles seem to
classify estuaries as following: Authie bay < Milaiestuary < Gironde estuagyAdour estuary <<
Seine estuary; which appears consistent with thbrapic pressures they undergo (Table 1). As
expected, the Authie Bay appears poorly contamihatéth average concentrations, for all
compounds, lower than 80 ng.lInterestingly the Vilaine estuary displays a liowpacted profile with
concentrations lower than 100 nl(except 4-NFEO with a maximal value of 246 ng)l Both
results seem to highlight a background environmelatzel in APEO metabolites on the French
Atlantic and the Channel coasts of tens hépt 4-NP, 4-NREO. The Adour estuary and the Gironde
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estuary present maximum measured concentrationshwtan reach: 125 ng.lfor 4-NP in the
Gironde estuary; 99 ng.ffor 4-NPEC in the Adour estuary; but in any case they digphoderately
impacted profiles. Both estuaries do not seem highpacted by APEO metabolites although their
catchment areas display significant anthropic press The case of the Seine estuary is obviously
dissimilar; results highlight contaminations 2-fold-NP,EO and 4-NBEO) to 10-fold (4-NP, 4-
NP,EC) higher than those of other French estuaries.

The Seine estuary displays a contamination profiterms of occurrence and distribution of
compounds which is similar to those of major Eusspestuaries: the Scheldt and Rhine Estuaries
(Jonkers et al., 2003; Jonkers et al., 2005); ta kestuary (Kvestak and Ahel, 1994). The Authié an
Vilaine bays, the Adour and Gironde estuaries,tih@ir part, present contamination profiles in the
range of the Dutch (Bester et al., 2001) and Gerooastal areas (Vethaak et al., 2005); the Modego
and the Douro estuaries (Ribeiro et al., 2008agiRibet al., 2008b) as well as the Venice lagoon
(Pojana et al., 2007). As highlighted by Soarea.g2008), significant differences in the managetme
of production and use of APEOs between Europeantdes and Asiatic or American countries exist;
thus no comparisons were drawn with those coungit®ugh numerous works have been recently

published which highlighted significant contamioatby APEO metabolites.

3-2-Seasonal trends

APEO metabolites are byproducts of both photodedran and biodegradation of longer
chain APEOs whose efficiencies have been linkgohisico-chemistry (Hayashi et al., 2005; Corvini
et al., 2006). As water systems present naturahlvitity particularly concerning flow conditiondhe

comparison of concentrations can be tricky and teadisinterpretation.

Figure 2 sums up the 15 week survey at the Arzal (toncentrations expressed in fg.|
dissolved phase). Figure 2a presents the VilaimerRlow and highlights the fact that except for 2
weeks before the beginning of the survey (whichewsraracterized by a high flow), the Vilaine River
flow appears to be constant over the studied pdaad in any case lower than the reference flow);

thus the variations observed in Figure 2b canndinked to variations of the flows.
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Figure 2: Seasonal trends in the occurrence of AREE@bolites in the dissolved phase of Vilaine
Bay at the Arzal Dam.
a) Flow (n7.s%) on the Vilaine River during the studied perio(h http://www.hydro.eaufrance.fr/).
b) Measured concentrations in APEO metabolites frorf04-2008 to 23-07-2008 (weekly reconstituted

samples).

All through the studied period, the distributiordasccurrence of APEO metabolites appears
to be highly variable. Total contamination (sunttu five APEO metabolites pg)l varies from less
than 50 ng:t at the end of June to close to 350 hat the end of April and July, thus a 7-times
variation. 4-NP1EC, the predominant compound, s from 31% (end of May) to 90% (end of
June) of the global contamination, 1% to 42% fdXR- To sum up, this 12 week survey does not
highlight any clear seasonal trends in the VilaiBay. The exceptional dry weather (low
precipitations, high temperatures) that occurredhduhe monitoring survey might have affected the
natural intrinsic dynamics of the system.

Figure 3 presents the total flux (§.jsum of dissolved phase+ suspended solids) of efach
the compounds of interest in the Authie Bay albtigh the studied period (years 2003 to 2004).
Fluxes are affected by a two-fold variation in twairse of seasons. Maximum loads occur in February
2003 and 2004 as well in August 2004. August wsi®amy period in the Authie Bay, consequencetly
some resuspension or reload phenomena may havereddom the sediment to the water column
increasing the occurrence of 4-NP. Biodegradatibenpmena are thermo-dependent; in February,
low temperatures might have decreased the purditadfficiency of the system and thus led to an

increased occurrence in 4-NP.
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Figure 3: Seasonal trends in the occurrence of ARE@bolites in the Authie Bay.
To sum up, should you consider the Vilaine and Autiays, variability in the occurrence
and distribution of APEOs was observed and appearéé linked to the dynamics of the system. No

clear seasonal trends were highlighted.

3-3-Temporal trends

The European Union has subjected 4-NP to the gskssment procedure and furthermore
added the substance to the list of 33 priority tarxes of the European Framework Directive (WFD).
It has lead to a restriction of uses for a widegeaof applications, it has been transposed in thadh
right and thus came into application as from 17uaan2005. Figure 4 presents temporal trends in the
occurrence of APEO metabolites: 4-NP and 48P in the Gironde, Adour and Seine estuaries
between years 2002 and 2005. As flows were in@heesange of values, comparability of data seems
valid. For the three estuaries, measured concemtsapf the dissolved phase in 4-NP are similar
(ranging from tens to hundreds rg.IIn the Seine estuary, although trends in the éitcompound in
the estuary are dissimilar (decrease of the corat@ns from Poses to Honfleur in 2002, whereas the
concentrations increase in 2005), 4;8€ concentrations are in the same range in 2006 2802.

On the contrary, in the Adour estuary they arel8-fower in 2005 than in 2002 and 2-fold lower in

the Gironde estuary. In the Adour estuary, the 26@®paign occurred in November whereas the
previous one occurred in July 2002; the formatidndeNP,EC has been shown to be strongly
dependent on physico-chemistry, especially tempexand photoactivity which are strongest in July
(Hayashi et al., 2005; Wang et al., 2007). Morep@ar previously explained in this paper, natural
systems seem to display intrinsic dynamics requitinvariations of concentrations, which can reach

factor of two. Finally, the Adour-Garonne water Agg reports that strong improvement of the

purification networks occurred during the last angeleading to more than 65% of depuration rate on
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catchment areas of the Adour and Gironde estua@dabally, trends do not demonstrate any
significant declining in occurrence of APEOSs in iga. On the contrary, Quednow and Puttmann
(2008) observed a significant decrease in the oenoe of 4-NP in the water system of the city of

Halle (Germany) between years 2003 and 2006, andwted it was the consequence of restrictions

of uses.
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Figure 4: Temporal trends (2002-2005) in the oange and fate of APEO metabolites in the Seine,
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3-4-Role of the Total Suspended Solids (TSS) on matidal estuaries

When talking about estuaries, especially macrogdalaries, which are characterized by the
presence of Turbidity Maximum Zones (TMZ), the dums of the role played by suspended solids

appeared to be prevalent to understand the biogeustry of pollutants.

Table 3: APEO metabolites in the suspended sofiéstoaries.
Occurrence (ng:Y in the suspended solids of the Adour, Gironde $eite estuaries and in the Authie Bay.

Part of the suspended solids in the global contatiain of the water column.

Seine estuary Seine estuary
Ky Part of SPM in contamination
Cng.gin SPM min max mean (%) min max mean
0
4-NP1EO 35 396 211 4-NP1EO 26% 82% 46%
Honfleur 4-NP2EO 32 449 194 Honfleur 4-NP2EO  33% 65% 49%
4-NP 177 2510 906 4-NP 25% 85% 659
4-NP1EO 173 519 398 4-NP1EO 5% 97% 36%
Caudebec  4.NP2EO 986 1040 1013|  Caudebec 4-NP2EO 4%  93% 38%
4-NP 832 5182 2703 4-NP 20% 99% 57%
4-NP1EO 28 2367 917 4-NP1EO 0% 94% 33%
Poses 4-NP2EC  18C  168: 76: Poses 4NP2EC 0%  94%  28%
4-NP 201t 545: 379¢ 4-NP 4% 99% 34%
Adour estuary Adour estuary
. . Part of SPM in contamination
C ng.gtin SPM min max mean max mean
(%)
4-NP1EO 114 179 135 4-NP1EO 22% 26% 24%
Transect 4 nNp2EC  3C 86 66 Transect 4-NP2EC 4%  27%  15%
4-NP 211 357 304 4-NP 33% 52% 43%
Gironde estuary Gironde estuary
a1 . Part of SPM in contamination .
Cng.g in SPM min max mean min max mean
(%)
4-NP1EO 11 139 62 4-NP1EO 16% 26% 21%
Transect 4-NP2EC 9 112 60 Transect 4-NP2EC  13%  21% 19%
4-NP 37 567 22¢ 4-NP 30%  56% 40%
Authie Bay ) Authie Bav
C ng.g'in SPM min max mean Part of SPM in contaminatior min max mean
(%)
4-NP1EO 21 177 102 4-NP1EO 0% 37% 15%
Interseason  4.NP2EO 25 89 66 Interseason 4-NP2EO 0%  67% 209
4-NP 51 1337 517 4-NP 7% 92% 469

Vilaine Bay: min-max-mean concentration over thequei8/04/06 to the 24/07/06,

Authie Bay: min-max-mean concentration over theqeeRebruary and November 2003; February, May, Sdpee and
November 2004,

Gironde Estuary: min-max-mean concentration duttirgsampling campaign of 2005,

Adour Estuary: min-max-mean concentration durirgsampling campaign of 2005,

Seine Estuary: min-max-mean concentration oveindtuthie sampling campaign of May 2005.

Trends observed in TSS are the same as those dissaved phase, with suspended solids
of the Seine estuary significantly more contamidatéth average concentrations between 3,799"g.g
to 906 ng.g for 4-NP, between hundreds n§. one hundred nglgfor 4-NP_,EO from Poses to

Honfleur (Table 3). By comparison the of the 3 othstuaries: the Adour estuary, the Gironde estuary
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and the Authie bay which present lower levels aftamination all through the system, maximum 4-
NP concentrations of 357 ng.dgn the Adour estuary, 567 ng-dn the Gironde estuary and 1,337
ng.g" in the Authie bay. Etcheber et al. (2007) havenshthat in the Garonne River, soil and litter
are the major (90%) Particulate Organic Compouii3Q) sources; on the contrary, in the Seine
River, soil and litter contribute to 70% of POC dri%s is from human origin. Average contamination
of estuarine suspended solids vary between few'rig.dew pg.g depending ofhe compound and
the site. 4-NP is the predominant metabolite befoNP,EO; 4-NREC was usually below detection
limit (<30 ng.g', depending on the matrix).

It appears relevant to consider the part of TStenglobal contamination (which takes into
account the TSS concentrations). First of all, gehintrasite variability is observed in the Seine
estuary where parts of SPM in the total contamimataange from 4% (July 2003) to 99% (March
2003) for 4-NP, 0% (September 2002) to 97% (Ma@b3? for 4-NREO and 0% (May 2005) to 94%
(March 2003) for 4-NFEO (5 sampling campaigns) and in the Authie Bayretparts of SPM in the
total contamination range from 7% (May 2004) to 9@8agust 2004) for 4-NP, 0% (May 2004) to
37% (August 2004) for 4-NP1EO and 0% (May 2004)6#%%6 (August 2004) for 4-NEO (6
sampling campaigns). The part of the suspendedssirlithe global contamination is lower for the 2
other estuaries: 52-56% for the 4-NP, 21-37 %Her4-NP1EO.

In the Authie Bay or in the Seine estuary, no clseasonal trends are observed. It is
assumed that it is intrinsic dynamics of the systenthe Authie Bay, maximum values for 4-NP are
observed in November 2003 (71%) and in August 2(RPo6) which were stormy periods. By
consequence some resuspension phenomena may lcaveeddrom sediment to the water column, as
highlighted by measured TSS: 79 rifgm November 2003 and 98 mg.n August 2004, values
significantly upper than those measured in othasses (lower than 40 mg)!

In the Seine estuary, the winter season in 2003chagacterised by high flows (maximum
of 1,400 m.s") which may have brought some erosion material femricultural areas to the Seine
estuary. In fact, sludge spreads are very commooepiure in France, sludge have been shown to be
very contaminated by APEO metabolites and espgciNP (Soares et al., 2008). The scrubbing
phenomenon could bring organic materials with Heglels of 4-NP and induced an enhancement in
the contamination of the suspended matter and ahikeir part in the contamination of the water
column. It can also be explained by the impacthef wastewater treatment loads upstream from the
estuary. Indeed, when strong pluviometric contidng occured, hydraulic residence time in the
plants are shortened, consequently the effluentédcbe characterized by high levels of strongly
contaminated suspended matter (Lardy-Fontan efuddmitted).

In the Seine estuary, from the upstream area tmntheh, a significant increase of the part of
the suspended solids to the global contaminatian,3#-65% for 4-NP (Table 3). In the Adour and

Gironde estuaries; the part of the SPM in the cuoimtation remained constant along the estuary.
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Although the 3 estuaries are macrotidal estuatiEse results seemed to highlight specific trends i
the fate of APEO metabolites; one hypothese coelthb influence of the Turbidity Maximum Zone.
The partitioning of organic compounds between wated organic matter is generally
controlled by hydrophobicity. Then situ organic carbon-normalized particle-water partition
coefficient K% was calculated using the AP concentration inalNesl phase and particulate phase

and organic carbon contents in the particles agiorad in the equation (1)

oc =CdCadffoc (1)

WhereC; is the solid-phase concentration on a unit welgis (ng.kg), C,q is the aqueous phase
concentration on a unit volume basis (f.landf,. is the mass fraction of organic carbon on the
particles.

Schwarzenbach et al. (1993) found that thereirseat correlation betweéfy,,, andK, (i.e.,
organic carbon—normalized particle—water partitoefficient) in a laboratory sorption experiment

using natural sediments as mentioned in equatipn (2

Log Ky = 0.8log Ko,+0.14 (2)

The logK % values determined (eq 1) in the Adour Estuary, Gi@nde estuary and the
Seine estuary water samples are: 5.8+0.3, 5.4404d+0.1 for 4-NP; 5.5+0.2, 5.1+0.4 and 5.11 +
0.13 for 4-NREO, respectively. They are 1 order of magnitudééighan the predicted 1d¢,.: 3.81
for 4-NP and 3.55 for 4-NEO (eq 2); meaning that APEOs partition more tdipalate phase than
expected from their hydrophobicity. Furthermoreytrere in the same order of magnitude than
previous published data which brought back averadges of 6.0+0.6 for 4-NP in the Rhine estuary
and 5.9+0.6 for 4-NP in the Scheldt estuary (Joletral., 2003). The average I§g. are similar in
the 3 estuaries and remain constant along eaclobtieem. It implies that the particulate APEO
metabolites could play a significant role in thieamsport in the aquatic environments especialthén

context of the transfer from estuarine to marirgeys.

3-5-Chemical risk linked to the presence of APEOsmong French estuaries

Estuaries are ecosystems of high productivity, iafun the life of many fish, invertebrates
(Mc Lusky, 1989). French estuaries show a widespieatamination by APEO metabolites. The
values of Predicted No Effect Concentrations (PNE)4-NP and 4-t-OP have been established
starting from chronic toxicity data (INERIS) ancearqual to 330 ng'land 61 ngit in fresh waters,
respectively (33 ng and 6.1 ng} in marine water, by correction). By comparing treues of

PNEC esh waterWith those measured in the Seine, the Adour aed3iinonde Estuaries; it appears that
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except for the Seine estuary, which presents riteeen Measured Environmental concentrations
(MEC) and PNEC higher than 1 in some points, theagges of the Gironde and the Adour showed,
for their part, ratios MEC/PNEC lower than 1. Ie thame way, if one compares the values measured
in the Vilaine Bay and Authie Bay with the valudsPNE G arine water the ratios MEC/PNEC are higher
than 1 concerning 4-NP and also for the 4-t-OPaiWé Bay). Thus, it appears that the toxic effects
related to the presence of the degradation metabotif APEOs are likely to occur in the Seine
estuary as well as on the level of the coastalzone

APEOs are well known endocrine disruptors towardgsatic species (Lintelmann et al.,
2003; review by Mills and Chichester, 2005). Altgbuno studies succeeded in linking APEOs
occurrence to observed effects in natural systemsertheless it can be assumed that APEOs
metabolites can be involved in global disruptiorempbmena. Verslycke et al. (2005), in a multi
thematic survey in the Scheldt estuary, showedegwid of the estrogenic potencies of both water and
sediments; interestingly APEO metabolites were tfiad in significant amounts in the system
(Water, Sediments and Mysids shrimps). Peck €2807) have recently put in evidence the potential
for accumulation of exogenous PBfestradiol and nonylphenol iDreissena polymorphdissues
(sampled in various Rivers: the Darrent River, Dmile River and the Seine River), they concluded
that bivalves could be susceptible to estrogenmpmunds. In the same manner, Minier et al. (2000)
revealed that 8% of male European floundelafjchtys flesus sampled in the Seine estuary had
intersex. Mouneyrac et al. (2008) in a multisitedstonScrobicularia planaobserved higher levels of
17f-estradiol in the Seine estuary than in the prissite of the Authie Bay.

A chemical risks linked to the ubiquity of APEO metlites exist especially in the Seine
estuary. It is important to consider that it is because measured concentrations are lower than the
PNEC values that adverse effects do not occur.

The estuaries play a crucial part in the historylifef of a great number of species, in
particular by their role of nursery. Arslan andIB&ai(2007) concluded that 4-NP and 4-t-OP can cause
the normal sea urchin and that of other invertelstatlevelopment, to be inhibited at low
environmental concentrations as these compoundss@m an ecological hazard for the population
level given the cumulative effects of other envirmmtal pollutants. Bistodeau et al. (2006) recently
demonstrated that larvae exposure to 4-NP or efflueconstituted APEO mixture can affect
competitive behavior. They conclude that APEO mmesu have an effect on the reproductive
competence of previously exposed male fathead miantn addition, 4-nonylphenol concentrations
utilized in all exposures were below EPA regulatgmydelines, suggesting that the evaluation of 4-NP
alone may not be sufficient to identify potentialiggverse effects usually found as mixtures in the
aquatic environment. Canesi et al. (2007, 2008)osep musseldMytilus galloprovincialisto a
mixture of endocrine disruptors (Brestradiol, Ethynilestradiol, 4-NP, 4-NP1EC and zmphenone)
and highlighted that it can affect their immunetsys by interfering with their lysosomal function,

redox related enzyme activities and gene transonpif digestive glands. Guerit et al. (2008) have

Page 394



Publications

recently conducted a work which faced the Europ&&D to an in situ application focusing on
pesticides. They concluded that as the accuradyNEC derivation is the decisive criterion when
applying the TGD approach to in situ data, thera meed of prioritization of ecotoxicological daia
target species endemic in the place of study, edperegarding the high complexity and specificity
of estuarine ecosystems.

These considerations let us assume that the coasa®e of 4-NP, alone, allows an
underestimation of the risks linked to the ubiguwfysome biodegradation metabolites, especially 4-
NP1EC which is, in most cases, the dominant metabof the aqueous phase. Furthermore, it
highlight than even if the average measured coragons are lower than the predicted no effect
concentrations, for individual compound; some tcefilects are susceptible to occur in the estuarine
system, especially by consequence of exposureigtdyhcomplex mixtures of compounds, at some

crucial key time of the development.

4-Conclusion

Four years of investigations on five French esasrhighlight a chronic state of
contamination by APEO metabolites, especially byhbie biodegradation products. By far, the Seine
estuary is the most impacted system with averageerdrations between hundreds hgd ug.I*. The
Adour estuary, the Gironde estuary, the Authie d&ray the Vilaine bay also display a chronic state of
contamination by APEO metabolites but in less extEach system seems to show intrinsic dynamic
of functioning. Interseason and interannual studizsiot highlight any seasonal trends. Despite thei
prohibition of a wide range of uses, temporal teedd not reflect a decrease in their occurrence in
French aquatic systems. This work highlights sigaift contamination of the suspended solids by
APEO metabolites (between tens nf.tp more than pgl depending of the compound, the
localization and the system), thus future work $thdacus on their role in the fate and occurrence i
the marine environment, especially in the dispersimf compounds through marine water.
Furthermore, MECs are near the PNEC values, thamge goxic effects related to the presence of
degradation metabolites of APEOs are likely to odouhe French estuaries as well as in the lefel o
the coastal zones under influence, taking into icenation the contributions of estuarine systems to

marine environment.
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Résumé :

A notre connaissance, cette étude met en évidesgaémiéres données sur la présence et le
devenir des métabolites d'’APEO sur la cbte médiéenne francaise. Elle montre que la cbte
méditerranéenne francaise présente une contaminalioonique des eaux et des sédiments, qui
laissent penser que des effets néfastes sont simbeepde se dérouler. Cette hypothése a été
confirmée par la quantification des merlus qui reet évidence une contamination chronique et
répandue des espéces aquatiques. D'un point de m#éganistique», ces résultats prouvent que les
phases solides en suspension sont un vecteur empale la contamination dans les systemes marins
par les métabolites d'APEO et jouent un rOle sigaiif dans les phénomenes de dispersion. De

futures études devraient se concentrer sur ce ppatifique.
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Abstract

To the best of our knowledge, this study highligihis first data on the occurrence and fate
of APEO metabolites on the French Mediterraneastcdtashows that the French Mediterranean coast
shows a widespread contamination of waters andreeds, which allows us to think that some
adverse effects might occur. This idea has beerhasiged by the quantification of European hake,
which shows a chronic and widespread contaminaifamguatic species. From a “mechanistic” point
of view, these results show that suspended sofils anajor contributor to the contamination of the
marine system by APEO metabolites and play a s$ggmif role in dispersion phenomena. Further

studies should focus on this specific point

1-Introduction

The Mediterranean Sea is a large semi-enclosedisiea total surface area of approximately
2.5 millions knf and an 80 year water renewal time. It is share@®ystates, and one projection
suggests that the population in the Mediterraneea @an be expected to increase from 323 million in
1980 to 547 million by 2025 (UNEP, 1989). In aduliti the Mediterranean attracts some 200 million
tourists every year. Many human activities result environmental stresses and human health
problems, such as high nutrient concentrations eutiophication, increasing incidences of algal
blooms, as well as high levels of hazardous substf(Stanners and Bourdeau, 1995; EEA, 1998).
Conscious of the pressure on the Mediterranean $@alMediterranean countries adopted the
Mediterranean Action Plan (MAP) in 1975 and Thed®twna Convention in 1976. Although its aim

was firstly focused on marine pollution, over theass, its activities gradually widened to coastal
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management leading to the adoption and amendmentheofBarcelona Convention, renamed
Convention For the Protection of The Marine Envimemt and the Coastal Regions of the
Mediterranean. Its strength lies in the close aitBons among countries’ organizations and actions.
Faced with a widespread deterioration of waterspf@an countries decided to implement the Water
Framework Directive WFD (2001) whose objectives #re achieving of a good ecological and
chemical status by the year 2015. For more thamahegntury a general awareness has emerged about
the contamination of natural systems by pollutaratited emerging pollutants, whose uses or abuses
are linked with our way of life. Numerous monitairsurveys whose purpose was to screen the
ubiquity and occurrence of pollutants have beew liebpez de Alda et al., 2003; Vethaak et al.,
2005a; Cespedes et al.,, 2006; Ko et al., 2007). ignthe most prevalent ones: alkylphenol-
polyethoxylates (APEOSs) are found. APEOs are asadfismon-ionic surfactants that have been largely
produced and used since the 1960’s for a wide rahgeplications (Renner, 1997). Their noteworthy
characteristics are their biodegradation propewtigish lead to the formation of persistent metabsli
and the loss of amphiphilic properties through mglex scheme (Ahel, 1994; Di Corcia et al., 1998;
Hayashi et al., 2005); their ubiquity, APEOs esaligioctylphenol-polyethoxylates (OPEOs) and
nonylphenol-polyethoxylates (NPEOs) have been tedeand quantified in various ecosystems
(atmosphere, groundwater, freshwater, marine watsliments, soils, fauna and flora) from ppt to
ppm (Soares et al., 2008). Metabolites (alkylphgnaionylphenol (NP) and octylphenol (OP);
alkylphenol-mono and di-ethoxylates; alkylphenoxypthoxyacetic acid (APEC)) have been shown
to display moderate bioamplification and bioaccuatioh properties (Vazquez-Duhalt et al., 2006;
Soares et al., 2008) as well as huge metabolis@ervos, 1999; Vazquez-Duhalt et al., 2006; Soares
et al., 2008 ). Thus, APEO metabolites have becaihi@st interest since they have been shown to
display endocrine disruption properties, bathvitro andin vivo, and that at realistic environmental
concentrations (Soares et al., 2008; Vazquez-Dehalt, 2006; Mills and Chichester, 2005).

2-Material and methods

2-1-Investigated sites

The North western Mediterranean Sea is the redimérextensive urban, industrial water
from bordering countries as well as a natural disgé for major European Rivers. At the French
level, 2 main areas can be pointed out as reprsaendf pressures: The Gulf of Lion and the Ralde o
Marseilles.

2-1-1 The Rade of Marseilles

The Marseilles shore is strongly urbanized and strihlized; various sources of chemical
contaminations have been identified (domestic @8/ agricultural activities, harbor, maritimedan

industrial activities). The Rade of Marseilleshg receptacle of several cleansing networks ortleeof
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most important of France. The Wastewater Treatni@lant, whose capacity is of 1,600,000

equivalent-inhabitants and uses a physicochemicategs (primary decantation and lamellar
decantation). The effluent load flows towards thecky Inlet of Cortiou. 2 sampling campaigns

(coastal oceanic ship Europe, IFREMER) were camwigd The first campaign was held in November
2004; its goal was to study the local influencehd effluent of the WWTP of Marseilles in a semi

closed semi medium: the Rocky Inlet of Cortiou. $hng waters were taken out in sub-surface
(depth 0.1m) in the plume of dilution of the efffugFigure 1). In parallel, surface sediments were
sampled in the rocky inlet periphery using a Rekrimacket (Figure 1).

The second sampling campaign was held in Novemb@®.Ats aim was first to supplement
data from the first sampling campaign in the Rodhdgt of Cortiou (Figure 1). For this purpose,
sampling waters were taken out in sub-surface fdégdtm) in the plume of dilution of the effluent.
Moreover some surface sediments were drawn outefptume using a Reineck bucket. Secondly,
some samples were taken out to characterize thtaroomation profile of the Rade of Marseilles
(Figurel); 3 sites were investigated for both watsst sediment according to the same methodology as
previously described, namely: the Planier (mariteevgithout direct anthropic influences), the sitds

Huveaune and Chantier (sites under direct anthiopacts).
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Figure 1: Location of the sampling sites in the RatiMarseilles
a) Localisation of the sampling sites of Europbkake. Sites I, 1ll, IV and TECPEC (2005), sites VII, XVII
(20086).
b) Location of the sampling sites in the Rade afr$¢illes. Sampling points in the Rocky inlet ofr@ in
2004 (left one) and 2006 (right one).
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2-1-2 The Gulf of Lion

The Gulf of Lion (42—44°N, 3-6°E) has a large cesgshaped continental shelf. More than
10 rivers with a total watershed area of aboutd@Bknf deliver significant water discharges into the
gulf. The Rhone River on the northwestern parthef gulf delivers about 90% of the total riverine
water inputs. The shoreline is heavily urbanized (hillion inhabitants), with one of the largest
French cities, Marseilles, at the northeasternofighe shelf. Terrestrial sources of nutrients from
sewage treatment waters, runoff and rivers brirgjgaificant supply of nutrients to the Gulf in the
form of nitrate and phosphate (Durrieu, 2003), ilegdo an extensive productive area.

The european hakdierluccius merluccidsis a very common demersal marine fish in the
Mediterranean Sea (30-1,075 m depth) and of pé#aticaterest due to its high commercial value. 2
sampling campaigns have been held: the first cagnpaccurred in May 2005 in the continental
margin (30-100m depth): sampling areas were locagzdt the mouth of the Rhone River and in the
central part of the Gulf of Lion (Stations I, 1IIY, TEC PEC; Figure 1). The second sampling
campaign occurred in October 2006 in the deepgdfatie Gulf of Lion (200-400 m depth, Stations
VI, VII, XVII; Figure 1). After collection, fish wa immediately dissected; fish bile was extracted

from gall bladders, immediately frozen in liquidrogen and then stored at -80°C.

2-2-Standards and Reagents

The compounds were selected taking into their Lityigtheir persistence and toxic potential.
Unlabeled p-n-nonylphenol (98%+, p-n-NP), p-n-n@mdanol monoethoxylate (95%+, p-n-NEO®),
nonylphenoxyacetic acid (ring chain isomers) (98%-NP,EC) were purchased from Promochem.
(Molsheim, France) (10Ag.mi* in nonane, respectively). 4-nonylphenol (100%,P-kechnical), 4-
tert-octylphnol (4-t-OP; 98%), 4-nonylphenol-mortatylate (99.5%, 4-NfEO) and 4-nonylphenol-
diethoxylate (99.5%, 4-NEO) were purchased from Sigma Aldrich (Saint QueRallavier, France).
The spiked solutions were prepared in methanabmtentrations of ug.ml* of each compound.

Methanol (MeOH) for the analysis of pesticide ressl was from Merck (VWR
international, Strasbourg, France). Dichlorometh@D€M) for organic residue analysis was from
J.T.Baker; water used for LC/MS analysis was from Baker (Atlantic Labo, Bruges, France). All
the above solvents were used without further paiion. Water used for solid phase extraction was
Eviaril water in glass bottles and has been tested forlém@l of NP before (<5 ng') (France
Boisson, France). Hydrochloric acid (purity 37%) swaurchased from VWR international
(Strasbourg, France). Ammonium acetate (minimunityp@B8%) was purchased from Sigma Aldrich
(Saint Quentin Fallavier, France). All the chemicalere tested for background levels for the

compounds of interest.
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Due to the ubiquitous occurrence of alkylphenold alkylphenol polyethoxylates (materials in
plastics and detergents), glassware was choseroi eontamination of the sample. Furthermore, all
the glassware and sampling apparatus requiredaspgezatment prior to use. All the glassware was
washed and then heated at #5@or 6 h prior to use. Whatman GF/F glass fiblerfs (pore size 0.7
pm) were purchased from VWR International (Fontesays-Bois, France) and were also heated at
450°C for 6 h prior to use. 200 mg Bondélu€18 cartridges and 500 mg HF-Bond&IRSA

cartridges were purchased from Varian (Courtabéafice).

2-3 Analytical methodologies for abiotic matrices

The protocols have been published previously (Raad.esubmitted). Briefly, between 1 |

and 4 | of water samples were filtered through Ggiéss fiber filters (which was heated at 450°C, 6
hours)(0.7 um). The treatment of the dissolved @lmsurred in the 24 hours following the sampling
in order to prevent biodegradation phenomena. Adtédification (pH2, HCI), between 0.5 to 1 | of
water was passed through Bond@IQg cartridges (200 mg, 3 cc, Varian). The elution waBieved
by 5ml of a mixture of methanol/dichloromethane/8&0) v/v). Solid materials were stored at -20°C
until freeze-drying. Sediments were then passeougir a sieve (0.2 mm) and homogenized before
being stored in a glass amber vial, at room teniperaExtraction (0.1 g of sediment, d.w.; Total
Suspended Solids: equivalent of 2 | to 4 | of wdilerate) was carried out by microwave assisted
extraction MAE (Prolabo, france) with a mixturera&thanol/dichloromethane (40 ml; 3/1; v/v). The
extracts were then filtered, evaporated to less 83 pl and redissolved in 60 ml of water (pH®) t
undergo a purification step on;dartridges (Lardy-Fontan et al., submitted). Thérasts were
evaporated and redissolved in methanol to a fiokinae of 100-200 pl.

Identification and quantification were performedtiwreversed phase liquid chromatography
coupled to electrospray mass spectrometry (LC-M@jilént 1100 series, Palo Alto), in Single lon

Monitoring mode (Pan et al., submitted).

2-4-Analytical methodologies for biotic matrices

Samples (100 pl) were first treated with @0of a B-glucuronidase-aryl-sulfatase mixture
(Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)0Q00 and 7500 units.tirespectively, for
enzymatic deconjugation. To this purpose, sampler® wuffered to pH 5 (acetate buffer made up of
sodium acetate and acetic acid in water) and wene placed in an oven at 40°C for 2h according to
Martin-Skilton et al. (2006). The samples were tlaandified to pH 2 (HCI) to undergo the C18
extraction. The extracts were then reconcentratettua nitrogen stream, transfered into methanol
(200-200 pl) and characterized by LC-MS.
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2-5-Quality assurance-Quality control

All chemicals were tested for background levelstfer compounds of interest. Due to the
ubiquitous occurrence of alkylphenol materials laspics and detergents, glassware and sampling
apparatus required special treatment prior to Aliethe glassware was washed and then heated at
45@°C for 6 h prior to use.

The quantification was performed by an internalbzation (p-n-NP; p-n-NP1EO). To each
extraction series a protocol blank was joined ideorto show evidence of contamination during the
different analytical steps. Small amounts of 4-NReénbeen quantified in some cases, while for the
other analytes blank signals were absent. Moremmked water (100ng') individual compound),
which follows all the experimental procedures, wamed to each extraction series. Reported
concentrations were corrected for the blank valug #e method recovery. Developped analytical
methodologies show recovery rates higher than 80% velative standard deviations of 20%.
Furthermore, optimized methodology displays goatsiigity 1-5 ng.I* for the dissolved phase, tens

of ng.g" for suspended solids (Pan et al., submitted; L-&afytan S. et al., submitted)

3-Results and Discussion

3-1 Occurrence and fate of APEO metabolites in theocky inlet of Cortiou

Table 1 sums the occurrence of APEO metabolitakédrrocky inlet of Cortiou during the
two sampling campaigns of 2004 and 2006. It praeseminimal, maximal and median measured
concentrations as well as frequency of detectiam@investigated compounds. Firstly, the ubiqaity
anaerobic metabolites of biodegradation (4BP, 4-NBEO) as well as ultimate biodegradation
products (NP) of NPEOs with 100% of detection carabsumed. Interestingly, 4- NEC is under the
limit of detection (frequency of detection of 0%y fdetection limits of the range of 8. NP,EC is
the ultimate biodegradation product of NPECs whiégke aerobic biodegradation metabolites of
NPEOs. NPECs have been shown to be the predomamamtous metabolites of WWTP secondary
effluents and their receiving waters. Furthermgnesvious works highlighted the fact that shorter
chain APECs were persistent in the aquatic envieminfAhel, 1994; Di Corcia et al., 1998; Hayashi
et al., 2005). The WWTP of Marseilles has a primaegatment of raw waters, thus the non detection
of 4-NP,EC in the effluents appeared to be consistent. ileskess, what is relevant here is the fact
that natural systems do not seem to show adaptesipabilities to ensure aerobic biodegradation of
APEOs. As most environmental monitoring focusedN#h and OP, few are the data reporting the
occurrence and the fate of APECs in marine wabtdmitoring works which have focused on these
metabolites were held in coastal areas impactebidiggical wastewater treatment plant loads, thus
the comparability of observed trends did not appedo be relevant. In the Rocky Inlet of Cortiou, 4

NP,EO and 4-NBEO are the prevalent forms in the dissolved phasie median concentrations of
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141 ng.I" and 94 ng't in 2004 and 283 and 233 rigih 2006, respectively; 4-NP at hundreds of ng.|

1

Table 1: Concentrations of APEO metabolites indiseolved phase of the rocky inlet of Cortiou

ng .I* Sampling campaign 2004 Sampling campaign 2006
Min Max Median Frequency Min Max Median Frequency
of detection of detection

4-NP1EC <1-2 <1-2 <1-2 <1-2 <1-2 <1-2

4-NP 42 489 165 100% 182 17 109 100%
4-NP1EO 49 287 141 100% 471 21 283 100%
4-NP2EO 64 141 94 100% 452 26 233 100%

4-t-OP NA NA NA NA <5 <5 <5

The Table sums the minimal (min), maximal (maxgdan-measured concentrations as well as the fregue

of detection of each compound; NA : not analyzed

APEO metabolites are quantified in suspended sotiltal to 1.88pg.g for 4-NP, <lod to
1.78 pg.g for 4-NP1EO:; no clear distribution pattern is abse in the plume. The fact that places
which have got marine characteristics do not show 4-NP, 4-NPEO and 4-NBEO in their
suspended solid phase can be pointed out. By favjqus monitoring studies have highlighted the
occurrence of APEO metabolites in marine TSS (Isala., 2001; Wang et al., 2006; Xu et al., 2006;
Li et al., 2008). Further explanations can be puivard: a punctual desorption of compounds linked
with a modification of water physico-chemistry diwethe changeover from brackish water to marine
water (salinity, pH, conductivity) can be put fomdgaln fact, the sorption/desorption phenomena of
pollutants have been shown to be dependent on quighemistry; Xu et al. (2008) highlighted the
fact that sorption of BPA to marine sediments wakeld with physico-chemistry, an increase of
salinity results in the desorption of BPA. Furthermthe sorption of short chain ethoxymers has been
shown to be strongly dependent on organic carbateots (Hou et al., 2006).

Figure 2 shows the fate of APEOs in the plume ofddiles effluents in the Rocky Inlet of
Cortiou. The part of each phase in the global guimation is shown in ng'las a function of the
salinity (psu) (Sampling campaign of November 20@8)st, we can observe a general decrease in
measured concentrations as a function of saliniganing that the first phenomenon which occurs in
the rocky inlet is dilution. Interestingly, by loioky at the correlation between global aqueous
contamination and salinity (e.g. dilution), it appethat it is sturdier for 4-NP $80.935) than for 4-
NP,.EO (R=0.8182) and 4-NJEO (R=0.6993). Higher biodegradation rates for shortircha
ethoxylates (NFEEO, NREO) than for 4-NP can be put forward as one hymighdn fact, the longer
the ethoxy chain, the faster the biodegradatione(Ah994; Di Corcia et al., 1998; Hayashi et al.,
2005; Soares et al., 2008).
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Figure 2: Fate of APEO metabolites in the Rockgtiaf Cortiou.
Concentrations of each phase are expressed ihama function of salinity (sampling campaign ofvidmber
2006). Diss: dissolved phase (<0.7um); TSS: Tatsphended solids (>0.7um).

The sediments of the Rocky Inlet (S1 to S6 Noveng#i#4, C1 to C5 November 2006)
reveal significant contamination by APEO metabsliteshich is very heterogeneous in term
occurrence and distribution: from < lod to 2,713kggd for 4-NP, < lod to 2,840 ug.Kgor 4-NREO,
< lod to 2,091 ug.kgfor 4-NPEO. Subjected to various influences, continental@ls as marine, the
coastal sediments present characteristics and dapacities to retain the contaminants which are
highly variable. The particles of continental onigirought by freshwaters are mainly charged with
manganese and iron oxyhydroxydes, conferring them properties for the sorption of chemicals;
once at sea, these particles undergo modificatimngarticular they are impoverished in organic
carbon. The particles of marine origin (variousamig refuses, tests, mineratssitu) generally give
way to deposits richer in silica and carbonatesoAgthe properties of the sediments, granulometry
is a parameter usually associated because it @l tsyartly explain the natural variability in the
sediments. Indeed, the more the percentage irpfinicles is important, the more the capacity ef th
sediment has to absorb the contaminants is stkrg the point of view of granulometry, the marine
sediments are divided into two categories: - The Bediments (lutites), made up of lower patrticles
(<63 um of diameter: clays, silts). - The coarsdireents (arenites and rudites), made up of elements
whose granulometry is higher than 63 um (sands3(ptré to 2 mm) and gravels (>2 mm)). Generally
low in organic matter, these sediments display mmoption properties. The sorption of short chain
APEOs and APs has been shown to rely on both hhatmp interactions with organic matter and
hydrophilic interactions with mineral componentshd et al.,2000) which lead to the ubiquity and
heterogeneity of the distribution of APEOs in tedisents.

As it is observed for the aqueous phase, a gemle@ease in sediment contaminations
(Figure 3) can be observed from the outfall todpen sea (maximum distance of 1 km). Sarrazin et
al. (2005) published similar trends for linear d&kpzene sulfonate (LAS) whose concentrations
ranged from 12.19 pg'gto 0.47 pg.g in sediments from the Cortiou area and were styong|

influenced by the liguro-provencal current. Theypdaoded to a significant contamination as far &s 2.
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km from the outfall. Similarly, Wafo et al. (2006)¢ported a five zone sub-division based on the

sediment contamination profile in polychlorinatephenyls and DDT residues.
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Figure 3: Fate and occurrence of APEOs in the sealisnof the Rocky Inlet of Cortiou.
Concentrations are expressed in ug.kgesh weight) (S1 —S6: November 2004; C1-C5: Mover 2006)

3-2-Occurrence and fate of APEO metabolites in thRade of Marseilles

Table 2: Occurrence of APEO metabolites in the Rdddarseilles.

Huveaune Chantier Planier
Dissolved phase TSS Sediment Dissolved TSS Sediment| Dissolved phas¢ TSS Sediment
(ng.I*) (Mg.g) | (ng.g) | phase(ngh | (ng.g) | (ng.g) (ng.I*) (Mg.g) | (Hg.g)
4-NP1EC <1-2 <0.03 <0.03 <1-2 <0.03 <0.03 <1-2 <0.g3 <0.0
4-NP 11 18.88 0.85 34 8.27 0.82 8 3.48 1.74
4-t-OP <5 0.32 <0.1 <5 4.52 <0.1 <5 1.91 <0.1
4-NP1EO 7 0.57 0.33 13 0.84 <0.1 5 1.09 <0.1
4-NP2EO 12 0.06 0.27 20 0.55 0.143 11 0.41 0.43
TSS
(o) 2.50 - - 2.29 - - 1.95

The Rade of Marseilles is under direct and indit@athropogenic releases, leading to the
ubiquity of APEO metabolites in the Rade of Malssilas highlighted by the Table 2 which presents
the contamination in metabolites in the dissolvéthse (ngl), suspended solids (ug)gand

sediments (ug). The contamination of the dissolved phase appmeab® homogenous in terms of
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occurrence and distribution with concentrationgiag from few ng.f to tens of ngt. As in Cortiou,
4--OP and 4-NP1EC are below detection limits (fg2). On the contrary, the contamination of
suspended solids appears to be discriminated. ilehefHuveaune presents the highest contamination
in 4-NP with a value of 18.9 pg‘@nd the lowestalue of NR,EO. This site is located near the
outfall of the Huveaune stream which flows on a k88 catchment area. For ten years, the major part
of the river has been deviated towards the WWTRlarfseilles because it polluted the beaches of the
city located near its mouth. When strong precijates occur, the excesses which cannot be absorbed
by the WWTP are evacuated by the old natural béaisTrelevant amounts of compounds can be
linked with the loads of highly charged suspendedten. The site of Chantier also displays a high
proportion of 4-NP with concentration of 8,277 {iand high concentration of 4-t-OP of 4,518 jig.g
! The occurrence of these compounds at high coratimts seems to show the existence of different
sources of contamination. In fact, the site of Gieans located near industrial areas and harbor
activities which may release APs. A significant &se of the contamination profile of TSS is
observed from the coast to the open sea; on thieacpito sediments whose concentrations are higher
in the site of Planier than in the sites of Huveaand Chantier, in any case lower than those of TSS
(Table 2). Sedimentation processes may occur irRimde of Marseilles leading to the deposits of
highly charged solids. 4-NP has been shown to lmelypdiodegradated in sediments with half-life
which can reach more than ten years (Shang et999). Furthermore, degradation rates have been
shown to be dependent on the distance from souscganic matter contents (Li et al., 2008); the sit
of Planier is located in the open-sea. As it hasnbéiscussed in previous section, the sorption of
APEOs is a function of the nature and structuresalids. Thus, the hypothesis of heterogenic

materials can be assumed to display variable sorptpabilities towards APEO metabolites.

0 | ng.1 Diss.
60 - u Sol.
50 -
40 -
30 -
20
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D - I

4-NP F-NFWEO%-NPZEO 4-NP %-NFWE

Huveaune Chantier Planiar

Figure 4: Global contamination expressed in"hinlthe Rade of Marseilles. Weight of each
phase, dissolved phase and suspended solids, gidbal contaminatioriDiss: Dissolved phase (<0.7
pm); Sol: Solid phase (>0.7 um)).
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3-3-French NW costal Mediterranean contamination bYAPEO metabolites in a global context

When replacing the observed trends from the FreNdditerranean to the general
Mediterranean Sea contamination by APEOs and thetabolites. It can be assumed that there is
nothing to compare with the Israelian context regubiby Zoller since numerous years (Zoller et al.,
2004; Zoller, 2006a; Zoller, 2006b; Zoller, 2008)ieh highlight huge contamination of all the water
systems with concentrations reaching more than t#ngig.I*. Petrovic et al. (2002) reported
concentrations which can attempt [fgih the dissolved phase and mg'kim harbor sediments.
Gonzalez et al. (2004) studied the contaminatiarfilps of the Barcelona and Tarragona coasts: they
found significant concentrations with maximum valus 9.2 ug:t for 4-NP1EO, 0.21 pg'lfor 4-
NP, 0.22 ug:t for 4-NP1EC for the dissolved phase. Pojana €2807) evaluated the contamination
of the Venice lagoon; they reported concentratiamging from <0.5 to 211 ng-ffor 4-NP and <0.1
to 82 ng.!" for 4-NP1EC in the dissolved phase; 47 to 192 giyfr 4-NP in sediments. Thus, the
concentrations reported in this study were sigaifity lower in the dissolved phase, with the
exception of the plume of the WWTP of Marseillesdan the same order of magnitude regarding
sediments. The profile of contamination was sigalffitly different from those described by studies
focusing on north and west European estuaries éBestl., 2001; Jonkers et al., 2005; Vethaak et a
2005b; Cailleaud et al., 2007) which highlighteghdiicant levels of 4-NPEC in the dissolved phase.

In Europe, the implementation of the WFD leads e tetermination of Environmental
Quality Standards expressed as an annual average (#QS-AA); for 4-NP this value has been fixed
at 330ng:f, which is the value of Predicted Non- effect Carication PNEC in freshwater (INERIS).
In the Rade of Marseilles, 4-NP was quantifieceatls of tens of ngﬂ tenfold lower than the PNEC,
with the exception of the plume where concentratimere found to be higher than hundreds of'ng.!
Thus, it appeared that the adverse effects whiaghtriie linked with the presence of 4-NP were
limited to the area close to the outfall. The dirmappeared to be drastically different for sefits.

In fact, a chronic PNEC for sediments based oritjpartcoefficients has been estimated at 39 pig.kg
Y(f.w.) (INERIS)). In the Rade of Marseilles, theioca MEC/PNEC were higher than 1, suggesting
that adverse effects linked with the presence ofmight happen in the sediments of the Rade of

Marseilles and that the risks were worse for thekigdnlet of Cortiou.

3-4-Occurrence of free APEO metabolites in the bilethe European hake (Merluscius merluscius)

5 samples of bile were divided into two aliquots W0 pl. One set underwent the
deconjugation protocol before the C18 extractiom;tlee contrary the second set of samples only
underwent the C18 extraction. It leads to the dateation of free alkylphenolic compounds and
conjugated forms of alkylphenolic compounds. Asspreged in Table 3, only 4-NP and 4-NP2EO

were detected and quantified in the bile (f{gaf bile) whatever the conditions (with or without
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deconjugation). The quantities of measured compewete significantly higher when deconjugation
was achieved (0.68.06pg.g"* by comparison to 0.39.19 pg.d for 4-NP) showing that more than
75% of 4-NP were conjugated in the bile which isagreement with previous works on atlantic
salmon (Arukwe et al., 2000). The successful methagy was applied to the determination of free
and conjugated forms of alkylphenolic compounds tie bile of mediterraneaMerluccius

merluccius.

Table 3: Alkylphenolic compound in the bile Merluscius merluscius

ug.g* Free metabolite Conjugate. metabolite

4-NP 0.08:0.06 0.340.19

4-t-OP <0.01 <0.01
4-NP1EC <0.01 <0.01
4-NP1EO <0.01 <0.01
4-NP2EO 0.91+0.89 1.1*0.66

Meantstandard devition, n=5

The obtained results were applied to a signifismttof samples in different locations on the
Gulf of Lion. The results are presented in Figuransl focus on 4-NPThese results demonstrate a
significant contamination of biles by 4-NP with dbtmeasured concentrations (sum of free and
conjugated forms) from hundreds i§jig more than 5 pglg A chronic exposition of aquatic species
and thus a widespread state of contamination oMbditerranean Sea can be assumed. In this study,
the results highlighted high inter-individual vdoility, which were also observed by Martin-Skiltet
al. (2006) in a study of the Red mulléfllet barbatu} in the north western Mediterranean Sea.
Variability could be linked to variability of expoge and metabolisation efficiency. Furthermore,
inter-site variability can be observed; maximum agmtrations are measured in sites I, XVII and |
(maximum values higher than pg)gthese sites are located near the mouth of tten&IRiver and
are under direct anthropic pressures; on the agntiadividuals from the sites V,VI and TECPEC
show lower levels of contamination with concentmas tenfold lower which was consistent with the

fact that those areas are located in the openngkatdigh depth.
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Figure 5: Contamination of the bile Bferluscius merlusciuby 4-NP.
(Concentrations are expressed in pg.g-1 of bile).

4-Conclusion and Perspectives

To the best of our knowledge, this study highligihs first data on the occurrence and fate
of APEO metabolites on French Mediterranean coésthows that the French Mediterranean coast
show a widespread contamination of waters and ssdsnwhich allows us to think that some adverse
effects might occur. This idea has been emphadiydte quantification of the European hake, which
showed a chronic and widespread contamination ot species. From a “mechanistic” point of
view; these results show that suspended solidsh&ranajor contributor to the contamination of
marine systems by APEO metabolites and play afsgnt role in dispersion phenomena. Further
studies should focus on this specific point.

Furthermore, since February, the new cleansing“@#blide” has been implemented. Now,
the WWTP of Marseilles is equipped with the lasteyation processes of biological treatment. Thus,
future works should concentrate on the impact & tiew tool at a local scale: the Rocky inlet of

Cortiou, and on a large scale; the Rade of Maesgill
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Une étude de cas dans la calanque de Cortiou.
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Résumé:

Seize composés pharmaceutiques a usage humaitéoétudiés pour leur présence et leur
devenir dans la phase dissoute, les matiéres eerssisn et les sédiments dans la région de Maseill
Une contamination généralisée de tous les sitediéstua été mise en évidence, principalement
dominée par les anti-inflammatoires non stéroidiémsggemfibrozil et la caféine qui sont présents
partout. Une contamination significative des phakiesoutes (valeur maximale supérieure au‘jef
des sédiments (valeur maximale supérieur auliqugids sec) a été mise en évidence, mais reste
cependant insuffisante pour exercer des effetgjo@s sur les organismes aquatiques. Néanmoins,
cela ne signifie pas qu'il n'y ait aucun risqueadog lié a la présence de substances pharmacesitique
associées a d'autres molécules organiques, patament dans la calanque de Cortiou. Par ailleurs,
les résultats ont mis en évidence que les phadiees@n suspension pouvaient étre d'importants

vecteurs pour la dispersion des molécules pharrtigaes dans les écosystémes marins.

Pour soumission a Marine Chemistry
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Occurrence and Fate of 16 Pharmaceutical compounds the North Western Mediterranean
coast.

A case study on the Rade of Marseilles.
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@ Institut des Sciences Moléculaires (ISM UMR 5238RS) - Laboratoire de Physico & Toxico
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Abstract

16 human pharmaceutical compounds were studiedhfgir occurrence and fate in the
dissolved phase, suspended matter and sedimetits Marseilles area. A widespread contamination
of all investigated sites was highlighted, mainlgminated by Non Steroidal Anti-Inflammatory
Drugs, gemfibrozil and caffeine which were preseverywhere. Significant contamination of water
(maximum value more than pg)land sediments (maximum value more than figdyw.) was
highlighted but nevertheless lower than expectedexert toxic effects on aquatic organisms.
Nevertheless, it did not mean that there was nadct@oncern linked with the presence of
pharmaceuticals mixed with other organic compouregecially in the rocky inlet of Cortiou.
Moreover, the findings highlighted suspended solads significant vectors for dispersion of

pharmaceutical compounds in marine water.

1-Introduction

The Mediterranean Sea is a large semi-enclosed wétba a total surface area of
approximately 2.5 million kfhand an 80 year water renewal time. Many humarvities result in
environmental stresses and human health problens) ss high nutrient concentrations and
eutrophication, increasing incidences of algal biepas well as high levels of hazardous substances
(Stanners and Bourdeau, 1995; EEA, 1998). Awar¢hefpressure on the Mediterranean Sea, 16
Mediterranean countries adopted on Mediterraneaiodlan (MAP) in 1975 and The Barcelona
Convention in 1976. Although its aim was first feed on marine pollution, over the years, its
activities gradually widened to coastal managemieaijing to the adoption and amendment of the
Barcelona Convention, renamed Convention For tloéePtion of The Marine Environment and the

Coastal Region of the Mediterranean. It is shane@® states and one projection suggests that the
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population in the Mediterranean area can be exgdcténcrease from 323 million in 1980 to 547
million by 2025 (UNEP, 1989). In addition, the Medranean attracts some 200 million tourists every
year, leading to the release of a cocktail of ntben 3,000 pharmaceutical compounds (among the
most prescribed in European countries) through evester treatment loads or direct release into
aquatic systems. For more than five years an expi@ahenterest has been taken in the study of the
occurrence and fate of PhACs in various treatmehnémmes and receiving environments. PhACs are
regarded as potential hazardous compounds becaukeio 1) Ubiquity- In fact, a wide range of
PhAC compounds has been identified and quantifiedrinking water, surface waters and marine
waters in concentrations ranging from low fAgtd a few pg:f (reviews Enick and Moore, 2007;
Khetan and Collins, 2007). Nevertheless, one shoatd that data dealing with the occurrence and
fate of PhACs in marine water are scarce (Heemkeal.,e2001, Weigel et al., 2002; Weigel et al.,
2004; Kasprzyk-Hordern et al., 2008; Comeau et aDP8; Togola and Budzinski, 2008);
2) Persistence In fact, PhACs display various degradation prépsr In WWTP, some compounds
like acetaminophen, caffeine, present average ralmmivmore than 90% in any case, contrary to
carbamazepine, diazepam, nordiazepam or diclofggd©%) which are poorly removed by
conventional treatment (Garric and Ferrari, 2008)natural waters, the fate of pharmaceuticals is
controlled by biotic (biodegradation) and abiotinafnly photolysis) processes (Garric and Ferrari,
2005). Consequently, PhACs display a wide rang&tadfility: low stability for ibuprofen, caffeine or
bezafibrate (with half-life less than 1 week), made stability for ciprofloxacin, atenolol (with Hfia
life of more than ten days), prolonged stability éoythromycin or carbamazepine (with half-life af
hundred days to more than a year) (Zuccato e2@D5);3) Biological activity- Although maximum
measured concentrations in the environment areoortero orders of magnitude lower than those
expectd to exert chronic toxic effects. Neverthgldghis does not preclude the possibility of other
biological effects on marine organisms such as emu® disruption and synergetic or additive toxicit
effects from the multitude of other PhAC/metabalitend pollutants possibly present in the area (Fent
et al., 2006).

The main aim of the undertaken work was to deteentive occurrence of 16 PhACs in the
Rade of Marseilles and in a smaller scale on tenPlof the WWTP of the City in the inlet rock of
Cortiou. It will lead to the generation of among tlirst data referring to the fate and occurrenice o
PhACs in French marine water. Furthermore this wtokk a specific interest in 3 abiotic

compartments: dissolved phase, suspended solidseatimients

2-Material and methods

2-1 Sites of investigation

Page 418



Publications

The Northern west Mediterranean Sea is the redimémextensive urban, industrial water
from bordering countries as well as natural disgarof major European Rivers. At the French level,
the area of the Rade of Marseilles can be pointk¢@® representative of pressures.

The Marseilles’ coastline is heavily urbanized andustrialized; various sources of
chemical contamination have been identified (doieattivities, agricultural activities, harbor,
maritime and industrial activities). The Rade of rbtlles is the receptacle of several cleaning
networks and industrial and agricultural wastese TWastewater Treatment Plant of Marseilles
displays a capacity of 1,600,000 equivalent-intzadtg and applies a physicochemical process
(primary decantation and lamellar decantation)lugfit loads are found towards the rocky inlet of
Cortiou.

A sampling campaign (coastal oceanic ship Europ&EMER) was carried out in
November 2006. Its aim was first to supplement diatm the first sampling campaign in the rocky
inlet of Cortiou (Togola and Budzinski, 2008). Rhbis purpose, sampling waters were taken out in the
sub-surface (depth 0.1 m) in the plume of dilutadrthe effluent (Go-Cys), moreover some surface
sediment were found in the plume using a Reinedkdt(G-Cs). Secondly, some samples were led
to characterize the contamination profile of thed®Raf Marseilles (Figure 1); the 3 sites were
investigated for both waters and sediments follgwime same methodology as previously discribed,
namely: the Planier (marine site without directhaopic influences), the sites of Huveaune and

Chantier (sites under direct anthropic impacts).

i,

Chanxer

o =

Huveaune A
WWTP Effluent

Pl anixr

b \

Cortiou

Figure 1: Location of the sampling sites in the $églies area.

Sampling points in the Rocky inlet of Cortiou in(G&)
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The 16 pharmaceutical compounds were obtained 8igma Aldrich (St Quentin Fallavie

France; purity > 98%) and are presented with ttie@mical structures in Table

Table 1: Presentation of the 16 selected pharmiaatabmpoinds

Therapeutic Class Molecules Analysis
Stimulant Caffeine Mo GC-EI-MS
° & CAFF
. GC-EI-MS
B-stimulant: Salbutamol (derivatization MSTEA
SALBU
Bronchodilatators -
|
. . A GC-EI-MS
B-stimulant: Terbutaline (derivatization MSTEA
Ibuprofen _ GC-El-MS
(derivatization MSTFA
Naproxen GC-EI-MS
P (derivatization MSTFA
NSAID Ketoprofen GC-EI-MS
P (derivatization MSTFA
Diclofenac LA _ GC-EI-MS
LI JpicLo (derivatization MSTFA
Aspirin O;?ou GC-EI-MS
. derivatization MSTFA
Analgesics o ASP (
P — GC-EI-MS
Paracetamol "~ /°PARA (derivatization MSTFA
- ) . GC-EI-MS
Lipid regulator agent Gemfibrozil GEME (derivatization MSTFA
"
Normothymic Carbamazeping (\/ ( GC-EI-MS
= “CARBA
L
Imipramine GC-EI-MS
Antidepressant | Amitriptyline GC-EI-MS
imipraminics
Antidepressants/
Anxiolytics .
Doxepine GC-EI-MS
Diazepam O O GC-EI-MS
Anxiolytics " DZP
(Benzodiazepine S
w5y
Nordiazepam oS GC-EI-MS
% NDzP

Deuterated products (diazer®, amitryptiliné®, nordiazepafl) used for pharmaceutic

quantification were purchased from Eu-Top (St Aubin, France; purity > 98%). Surrogatendtads
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Pyrene and 1-hydroxypyrene, used as recovery dietation standards, were purchased from Sigma
Aldrich (St Quentin Fallavier, France; purity > 98%\cetone, acetonitrile, ethyl acetate (HPLC
reagent grade, Scharlau) were purchased from |I@{Beliet, France); ammonium hydroxide (ACS
Reagent, Sigma Aldrich) was purchased from Sigmdrigth (St Quentin Fallavier, France).
Hydrochloric acid 37% (reagent grade) was obtafneh Atlantic Labo (Eysines, France). Ultrapure
deionised water was obtained with a Milli-Q systé@¥illipore, Molsheim, France). 60 mg Oasis
MCX® cartridges were purchased from Waters (St QuemtiYvelines, France). MSTFA (n-methyl-
n(trimethylsyliltrifluoroacetamide, purity > 97%cros Organics, Noisy-le-Grand, France) was used
as the sylilation agent for GC-MS analysis. GF/&sglfibre filters (pore size 0.7 um) were purchased

from VWR International (Fontenay-sous-Bois, France)

2-3 Analvtical treatment of dissolved phases

The protocol previously described (Togola and Bnski, 2008) was used for
pharmaceutical compound extraction. Briefly, theefed water (GF-F) was acidified at pH 2 and
between 0.5 and 1 | was loaded on an OASIS MEattridge. The cartridges were then dried under
vacuum and successively eluted with 3ml of eth@taie, 3 ml of an ethyl acetate/acetone mixture
(50/50; v/v) and 3 ml of an ethyl acetate/acetor@H mixture (49/49/2; viviv). The extracts were
evaporated under a nitrogen flux to a final volushd00 pl prior to GC-EI-MS analysis (SIM mode)
for neutral compound analysis. After a derivat@atstep (30 pl of MSTFA, incubation 35 min at

65°C) the extracts were analysed (GC-EI-MS analps&M mode) for acidic drug analysis.

2-4 Analytical treatment of solid phases

Suspended solids and sediments were freeze-driedi@n to remove water. Sediments were
then sieved (<0.2 mm) and homogenized before bsfiaged in an amber glass bottle, at ambient
temperature. SPM (equivalent of 2 to 4.5 | of fitigt water) or sediments (0.1 g dw) were extracted
using microwave assisted extraction (MAE, Prolabontenay sous bois, France) with a mixture of
acetonitrile/water pH 2 (70/30, v/v). After filtrah, the extracts were evaporated (Rapidvap,
Bioblock, Fontenay sous bois, France) before betagssolved in 60 ml water pHt@ undergo SPE

extraction as previously explained.

2-5 Quality assurance and quality control

All the chemicals were tested for background levafiscompounds of interest. All the
glassware was washed and then heated 4C4%0 6 h prior to use. Glass microfiber filtersR{G, 0.7

um nominal,@47mm, Whatman) were also heated at’@5fr 6 h prior to use.
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A two step quantification was held: The quantificatwas performed by internal calibration
(diazepam d5, amitryptiline d6, nordiazepam d5)eadoefore the extraction (50 to 200 ng, individual
compound: methanolic solution 1 pg)g Furthermore, the recovery of the internal stagidaas
checked by syringe standards, added before theneltographic analysis. Average recovery rates of
the compounds ranged from 75% to 97 % except fitmutsmmol and Terbutaline which show lower
recovery rates, standard deviation is lower tha#,1thus the methodologies show good repeatability
and good within-laboratory reproducibility. All aicidns were gravimetrically controlled. To highligh

contaminations which might occur during analytipadcedures, a protocol blank was added to each
extraction series as well as spiked samples.

3- Results and discussion

3-1 Occurrence of PhACs in the rocky inlet of Cortbu

Table 2 presents the measured concentrations o€PlivAthe dissolved phase, expressed in

ng.I* (Table 2) and in sediments, expressed in [ig(R@ble 2), and sums up frequency of detection
and minimal and maximal concentrations.

Table 2: Occurrence of Pharmaceutical compounttseimocky inlet of Cortiou

Dissolved phase Suspended solids Sediments
Min Max % Min Max ) Min Max )
(ng.r) | (ng.l') | detection| (ug.kgdw) | (ng.kg' dw) 76 detection (ng.kg dw) | (ug.kg dw) 7o detection
CAFF 11 912 100% 10 532 100% 40 6,222 100%
CARBA | <Lod | <Lod 100% <Lod <Lod 0% <Lod 36 40%
AMI <Lod 138 100% <Lod 80 83% <Lod 3 20%
IMI <Lod <Lod 0% <Lod <Lod 0% <Lod <Lod 0%
DOX <Lod 1 67% <Lod <Lod 0% <Lod <Lod 0%
NDZzP 0.6 2 100% <Lod <Lod 0% <Lod 43 20%
DzP <Lod 1 17% <Lod 8 17% <Lod <Lod 0%
ASP 16.1 | 1,989 100% 506 6,463 100% 182 1,87 100%
IBU 0.8 433 100% <Lod 21 33% 11 64 100%
PARA 1.3 541 100% 3 9 100% 14 28 100%
GEMF 0.5 39 100% <Lod 15 83% <Lod 12 60%
NAPRO | 06 133 100% <Lod 86 83% 61 279 100%
DICLO 0.9 107 100% <Lod 167 33% <Lod <Lod 0%
TERBU | 0.4 3 100% <Lod 7 67% <Lod 7 40%
SALBU | <Lod 2 67% <Lod 7 33% <Lod 3 20%
KETO 15 461 100% 52 318 100% <Lod 611 40%
Table 2 presents minimal and maximal measured ctwrat®ns and frequency of detection in the dissdlv

phase (ngl) and the sediment (ug.Kgfrom the plume of the WWTP effluent of Marseiifethe rocky inlet of
Cortiou. Abbreviations’ are given in Table 1
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In the dissolved phase, out of the 16 investigtBACs, 12 are detected at a frequency of
100%, thanks to the method very low detection lifaitder ng:f), with the exception of imipramine
(0%), diazepam (17%), salbutamol and doxepine (67Phg distribution is consistent with the
prescriptions, pharmacokinetics, physicochemicaperties and the treatment processes implemented
in the WWTP of Marseilles. NSAID and caffeine agefar the prevalent PhACs in the plume, which
is in agreement with the fact that they are largelgsumed in France and poorly removed by primary
treatment. Nevertheless, by comparing the resilisi® study to those previously reported by Togola
and Budzinski (2008), the maximal measured conagatrs are a ten-fold lower, higher than 100°ng.!
1 (912 ngt for caffeine, 1,989 ng'l for aspirin, 432 ngl for ibuprofen). One can note the
significantly lower concentrations in paracetamoltiiis study by comparison with the 200 fig.|
previously reported. Antidepressants, lipid requisitare quantified in the range of fig.In a first
time carbamazepine has been identified and quedtifnevertheless the chromatogram appeared
interfered (in GC-EI-MS, in SIM mode). Consequently a second time, all the extracts have been
analyzed in SCAN mode (m/z range from 50 to 500)foctunately, the interference has not been
determined. Each time carbamazepine was detecheti, tane the interference was present.Thus, a
reliable quantification was not possible in somanzoof the Rocky inlet of Cortiou (near the ouifal

Such variations in occurrence can be explaineuliher hypotheses. Firstly, the effluent
load was found in a semi-enclosed environment, tiluson phenomena are important; samples were
not done in the same locations which may explaimesof the trends (Salinity 14/g, (Togola and
Budzinski, 2008) Salinity 22, this study). Secondly, it is now well documenteat tine efficiency of
WWTP processes towards PhACs are hugely affectedvaopus parameters: physico-chemistry
(Urase and Kikuta, 2005), temperature (Vieno et 2005; Castiglioni et al., 2006); age of sludge
(Federle et al., 2002; Ternes et al., 2004; Claa.e2005a; Clara et al., 2005b). Moreover, Cieaba
et al. (2005) reported that the efficiency of pniynreatment is strongly dependent on lipid corgent
but in any case lower than 25%. Considering theé the WWTP treats more than 1,600,000
inhabitants pollution, it may be assumed that eeeri% variation in removal efficiency can
significantly affect the measured concentrationgchSphenomena can explained the temporal trends
observed for praracetamol (one of the most presdrdnd sold compounds in French pharmacies).

Thirdly, one cannot ignore that the consumptiomofe than 1 million people can be highly variable.

The occurrence of PhACs in SPM is also observel @ghcentrations ranging from <Lod to
more than a few hundreds of ng{@or some compounds the maximal measured concimtsatere
higher than pg:d, meaning that for some compounds more than hialthe contamination is
associated with SPM. Even if hydrophilic, PhACs dan sorbed to SPM which can represent a
significant well for PhACs and participate in themersion of molecules in marine water.

In sediments, 5 PhACs belonging to NSAID are dettat 100% frequency (caffeine, ibuprofen,

naproxen, aspirin, paracetamol). Maximal measuoetentrations were as high as 6,222 pgky
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caffeine, 1,870 ug.kgfor aspirin, only 279 pg.kbfor paracetamol. As expected, compounds which
are below detection limit in the dissolved phaserat detected in sediments (diazepam, imipramine,
doxepine). The distribution of PhACs appears tovdny heterogeneous in the rocky inlet of Cortiou.
As reviewed by Delle Site (2001) the sorption ofjaric compounds to solids is linked with
hydrophobic interactions and strongly dependenpldrfor ionizable molecules. Lorphensri reported
that sorption of neutral compounds such a$-EThinyloestradiol and acetaminophen is controligd
the hydrophobicity of the compounds, contrary tosth of acidic compounds where ion exchange to
oppositely-charged surfaces appeared to be thendmmsorption mechanism. That was emphasized
by Suntisukaseam et al. (2007) who studied thetisorpf PhACs to polar and non polar sorbents.
The sorption of PhACs appeared to rely on both ouée structures and surface properties. Subjected
to various influences, continental as well as m@rthe coastal sediments present characteristits an
thus capacities to retain contaminants which aghlpivariable. The particles of continental origin
brought by freshwaters are mainly charged with raaege and iron oxyhydroxydes, conferring them
new properties for the sorption of chemicals; oatesea, these particles undergo modifications, in
particular they are impoverished out of organidboar The particles of marine origin (various organi
refuses, tests, minerals form in situ) which, galer give place to deposits richer in silica and
carbonates. Among the properties of the sedimgnégulometry is a parameter usually associated
because it is useful to partly explain the natueaiability in sediments. Indeed, the more impadrtan
the percentage in fine particles, the more the agpaf the sediment to absorb the contaminants
stronger. From the point of view of granulometripe tmarine sediments are divided into two
categories: -1) The fine sediments (lutites), cosapoof lower particles (<63 um of diameter: clays,
silts). 2) The coarse sediments (arenites andesiditonstituted by elements whose granulometry is
higher than 63 pm (sands (>63 pm to 2 mm) and tgg»@ mm)). Generally poor in organic matter,
these sediments display poor sorption propertie®reblver, a gradient in physico-chemical
components exists in the plume and can also expltaime of its heterogeneity. As data reporting the
occurrence of PhACs in sediments are scarce, casopaappeared tricky. Antonic and Heath (2007)
studied the occurrence of some NSAID in river sedite along a river impacted by the
pharmaceutical industry; they found maximum lewaf®.06 ug.g for naproxen and 0.32 pd.dor
ketoprofen. Rice and Mitra (2007) studied sedimémtn Lake Erie and found detectable levels (up
to 10 ng.g") of ibuprofen, naproxen and ketoprofen discharfyjeth the WWTP which may result
from the widespread use of anti-inflammatory andlgesic pharmaceuticals in numerous medical

situations.
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Figure 2: Fate of Pharmaceutical compounds in linag of the WWTP of Marseilles, in the rocky

inlet of Cortiou. Concentrations are expressedjifi'ras a function of salinity’/y)

In the dissolved phase, the main phenomenon tordncthe Rocky inlet of Cortiou was
dilution. Figure presents the concentrations ofsafithe 16 PhACs (focus on the PhACs with 100%
detection frequency) as a function of salinity (@hiwas assumed to represent dilution). Caffeine
(0.96), aspirin (0.91), ibuprofen (0.96), diclofenf.95), nordiazepam (0.85) displayed strong
correlation, on the contrary to naproxen (0.63) gedhfibrozil (0.79). Naproxen is known to be
photolabile through direct photolysis. Lin et £#006) reported that 40% of the daytime removal of
naproxen should be attributed to photolysis; Lid &ginhard (2005) reported the degradation rates of
PhACs in river water and estimated a half-life df Bours for ketoprofen, 1.4 hours naproxen and 15
hours for ibuprofen. In the rocky inlet of Cortioayen if brackish water displayed significant
turbidity, photolytic phenomena occurred especiallfhe context of this sampling campaign which
was held under sunny conditions. As for the dissdlphase, the concentrations of PhACs in
suspended solids (expressed in Hpdecreased from the outfall to the open sea. Nesiess, it is
interesting to note that the farer the site, theensignificant the SPM part in the contaminatio?(tb
53% for caffeine, 1% to 72% for aspirin). Comeaale{2008) studied the plume of various WWTPs
in Atlantic coastal receiving waters (Canada). Tnevalent PhACs were caffeine, salicylic acid
(metabolites of aspirin), naproxen, ibuprofen aechfibrozil with concentrations of tens ng.they
were found in one or two order of magnitude lowenceentrations than those found in the effluent.
They assumed that dilution was the prevalent paemi® control their fate in marine water.
Compared to our study, the distribution and ocawee appeared to be similar; although the
phenomena of dilution seemed to be faster in tise cdudy reported by Comeau et al. due to the

existence of tidal phenomena.
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As highlighted by Figure 3, it was surprising totexdhat no decreasing trends in the
contamination of sediments from the outfall to tpeen sea occurred. Alkylphenols were examined in
the same study (Lardy-Fontan et al., submitted)@edented a significant decrease in concentrations
as one moves away from the outfall (Figure 3a)re&ar et al. (2005) published same trends for linea
alkybenzene sulfonate (LAS) whom concentrationsgednfrom 12.19 pgjto 0.47 pg.g in
sediments from Cortiou area and were strongly erfed by the “liguro-provencgal” current; they
concluded there was a significant contaminatiofaasis 2.5 km from the outfall. Similarly, Wafo et
al. (2006) reported a five zone sub-division based the sediment contamination profile in
polychlorinated biphenyls and DDT residues. Theselésses of organic compounds are from
midpolar to apolar compounds for which sorption barassumed to be hydrophobically controlled. In
the present study, the occurrence of PhACs, edpepialar ones (caffeine and aspirin) was quite
surprising. One clue should be the fact that thesgmce of such compounds in solids could be
artefactual. But, in fact, the freeze drying pracesgenders a loss of water by sublation; consdlguen
compounds which were located in the interstitialavaould be found in the solids. Moreover as & ha
been shown in sludge by Joss et al. (2005), thetisarof polar and ionizable pharmaceuticals to
solids cannot be predicted by considering log Kavd @ahus could be significantly affected by

physico-chemistry.
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Figure 3: Trends in the occurrence of PhACs ins@iments in the rocky inlet of Cortiou

a) Fate and Occurrence of 4-NP in the rocky infe€@artiou (extract from Lardy-Fontan et al., sulteuk).

To sum up, the occurrence of PhAC compounds imdbley inlet of Cortiou was highlighted
in all the compartments: dissolved phase, suspesadids and sediments. The context in the rocky

inlet appeared to be harmful in the plume of dilotiof the WWTP because of the presence of
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compounds in mixtures and significant amounts; rtbedess this worrying situation appeared to be
confined near the effluent load, thanks to dilutiphenomenon, photolytic and biodegradation
phenomena. The contamination of the solid phasecaapd to be highly heterogeneous but

nevertheless can be considered as a significahenelcarrier for PhACs in marine environment.

3-2-Fate and Occurrence of PhACs in the Rade of Maeilles

PhACs have been quantified in three sites of theleRaf Marseilles; the measured
concentrations in the dissolved phase and SPM éesgpd in ngY) are presented in Table 3. In the
dissolved phase, except for aspirin which was dfieaiat a maximum level of 63 ng.in the site of
the river Huveaune, all compounds presented maximomeentrations lower than 10 nf.ost of
them were below detection limit. Trends in theritisition did not appear to be unequivocal; although
the site of Huveaune appeared as the most impédtesr to the coast) in front of Chantier (cloter
harbor activity) and Planier (open sea). The oenwe of PhACs in the SPM was limited to caffeine,
aspirin, ketoprofen, paracetamol whose concentrstave lower than 10 ng.lAs for the dissolved
phase, SPM from the site of Huveaune appeared todse contaminated than those of Chantier and
Planier. As in the inlet of Cortiou, SPM can be Wieetor of no less than 50% of the contaminatios. A
in the SPM, the occurrence of PhACs in sedimenimited to caffeine, aspirin, naproxen, ketoprofen
and gemfibrozil (Figure 4). The site of Chantiepagrs to be more contaminated with concentrations
of 4,772 ug.kg of ketoprofen, 1,026 pg.Kgfor naproxen; even more impacted than in the iofet
Cortiou (as shown in Figure 4). The Rade of Malesgiappeared to be chronically contaminated by
PhAC compounds; such trends are in accordance thghwork held in parallel focusing on
alkylphenol-polyethoxylates and highlighting a wsgeead contamination of the Rade of Marseilles
by persistent metabolites 4-NP, 4-8® and 4-NBEO (Lardy-Fontan et al., submitted).

The widespread occurrence of caffeine and aspirithé marine environment reported by
Comeau et al. (2008) on the Canadian Atlantic coaast assumed to be linked with defective septic
systems and direct releases of untreated wateranlalso occur in the Marseilles area, becausalthe
raw waters are not collected via cleansing netwadvksenitch and Mazumder (2008) focused on the
occurrence of caffeine in various systems and miedstoncentrations ranging from 4.5 to 149 hg.|
Carrara et al. (2008) reported the fate of some Gz three septic plumes and observed that
naproxen, gemfibrozil and ibuprofen were the conmuisuwhich were transported at the highest
concentrations and over longer distances, espeaimter anoxic conditions. The outfall of the
Huveaune Stream which flows on a 500°kratchment area occurs in the Rade of Marseillesteh
years, the major part of the river has been daviddevards the WWTP of Marseilles because it
polluted the beaches of the city located near itaittn When strong precipitations occurred, the

overflow which cannot be absorbed by the WWTP imcemated by the old natural bed. Although the
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study took place in dry conditions, the fall seasbaracterized by extensive precipitations whicly ma
have occurred before our sampling campaign leaidirige load of raw waters into the system (highly
contaminated). Moreover, Marseilles is locatechatriortheastern tip of the Gulf of Lions into which
the Rhone River delivers about 90% of the totaénive water inputs. Although French data are
scarce, some of them have reported environmentalr@nce in WWTP effluents and the receiving
streams and rivers of the South East of Francemdetto and Chiron (2005) studied the occurrence
of ibuprofen, carbamazepine and bezafibrate imrAticeRiver basin (near the city of Aix-en-Provence)
and concluded to continuous loads of moleculebénaquatic system; - Togola and Budzinski (2008),
in addition of the preliminary study in the Rockplat of Cortiou, reported a widespread
contamination of the Hérault watershed (Rabiel.e2806), the western side of the Gulf of Liong, b
PhACs (mainly caffeine, paracetamol, ketoprofemprogen, carbamazepine); - Feitosa-Felizzola et al.
(2007) applied a powerful SPE-LC-MS-MS methodolégyhe study of a wide range of antibiotics in
various effluents (domestic, hospital, etc...) in tarseilles area and obtained positive matches.
Moreover, upstream of the Rhéne River, significlratds of various classes of PhACs have been
highlighted to occurr by Andreozzi et al. (2003)hey described that effluent (WWTP of Pierre
Benite, Lyons) was dominated by NSAID, carbamazepgemfibrozil with concentrations ranging
from ng.I' to pg.I* (1.62 pgt for ketoprofen, 1.2 pgicarbamazepine, 0.06 pg.gemfibrozil,
etc....). Miege et al. (2006) investigated the ocemce of 5 betablockers in the area of Lyons;
although they highlighted widespread loads to tmérenment they concluded to negligible risks for

the receiving waters (Rhéne and Saéne rivers).

10000
log C(ug.kg")
1000
100 —
) . K 1 L m
1 . r I ; L T
Huveaune Chantier Planier Cortiou
B CAFF ASP = |BU u PARA B GEMF NAPRO KETO

Figure 4: Occurrence of PhAC compounds in the sedishof the 3 sites of the Rade of Marseilles.
Comparison with the site of Cortiou (expresseddrkg’)

Cortiou: occurrence of PhACs at point C5, refertimghe more distant ones (true marine environment)
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4-Conclusions

To sum up, a widespread occurrence of PhACs irFteach Mediterranean coast has been
highlighted. As it has been reported by previouskaon Spain (Kuster et al., 2006; Gomez et al.,
2007), Greece (Koutsouba et al., 2003; Botitsilet2807) or Italy (Zuccato et al., 2005; Zuccato e
al., 2006; Zuccato et al., 2008), continuous loafli$hACs occur in catchment areas whose final
receiving system is the Mediterranean sea or utidect release of PhAC compounds into the system,
as shown in the Rocky inlet of Cortiou. Non-Steabidnti Inflamatory Drugs and caffeine were by
far the prevalent compounds in terms of frequerfayetection and concentrations. Interestingly, this
work highlighted their occurrence in solid phaseBM and sediments. Both appeared as significant
vectors and wells for PhACs; some more works shéadds on this specific point to understand the
fate of PhACs in the environment especially in manvater.

Although the reported data in this work are oncénace fold lower, this does not preclude
the possibility of other biological effects on mmiorganisms such as endocrine disruption and
synergetic or additive toxicity effects from the liitude of other PhACs/metabolites and pollutants
possibly present in the area. Although ppt—ppb entrations may not induce adverse effects or
represent ecological risks, it is not well docuneeimivhether other receptors in non-target organisms
are sensitive. On the other hand, it is also reizegithat even though individual concentrationarof
drug might be low, the combined concentrations rofgd sharing a common mechanism of action
could induce additive or synergetic effects (Beasd Garric, 2008). In this sense, there is an
increasing demand for information on the poterttalcity of drug residues. However, there is a lack
of data concerning their effects on terrestrighguatic fauna (Besse and Garric, 2008).

Since February 2008, the new cleaning unit of titye af Marseilles “Geolide” has been
implemented. Now, the WWTP of Marseilles displalie tatest generation processes of biological
treatment. Thus, future works should concentrat¢ghenimpact of this new tool at a local scale; the

Rocky inlet of Cortiou, and on a large scale; tlel®of Marseilles.
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ANNEXE | Glossaire

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique

Bassin d'aération :Ouvrage dans lequel les eaux brutes et les botigéex sont mélangées et aérées
Bioaccumulation : capacité des organismes aquatiques a concenteea@umuler les substances chimiques |
concentrations supérieures a celles ou elles séaéeptes dans I'eau qui les environne.

Bioamplification (ou biomagnification) augmentation des concentrations lorsque I'on pdlasemaillon trophiqu
inférieur a un maillon trophique supérieur ou béensein d'une méme espéce.

Biodisponibilité : la concentration totale diucontaminant dans le milieu est rarement suffesgo@ur évaluer sc
effet sur les organismes vivants. Ce ne sont qrtaines formes (c.f. Spéciation) qui pourront &seimilées par
organismes.

Bouchon vaseux :zone de turbidité maximale partickle aux estuaires, comprise entre des eaux doueu
chargées en matiéres de suspension a I'amont edlxssalées marines. Sa situation n'est pas stableévolue a
gré des conditions hydrologiques (débits, cyclemdee).

Boues activées dans une station d'épuration des eaux usées)traitement consiste a mélanger, agiter, aér
eaux usées et des boues riches en bactéries daassia d'aération. A la sortie de cet ouvrageydéange est sép:
par décantation dans le clarificateuredu épurée est dirigée vers le milieu récepteurvens un traiteme
complémentaire. Les boues décantées sont élimméemmises en circulation dans le bassin.

Clarificateur (Ou décanteur secondaireDuvrage de station d'épuration ou l'on sépaagl les boues activées
l'effet de la gravité (les boues, étant plus degses'eau, se retrouvent au fond de I'ouvrage).

DBO : Consommation en oxygéne des miorganismes leur permettant d'assimiler les substamrganique
présentes. La DBO constitue en une mesure de listipaldes eaux usées par les matieres organiques.

DCO : consommation en oxygéne par les oxydants chiesqforts pour oxyder les substances organiqu
minérales de 'eau. Elle permet d'évaluer la chpojleante des eaux usées.

Carbone organique totalouC.O.T. : Dans un échantillon donné, il désigne le carlioted contenu ayant une
origine organique (donc y compris le carbone desgles tests ou des coquilles)

Equivalent habitant (ou Eq./Hab.} c’est une unité d’évaluation de la pollution copasdant a celle d’'un habite
réel, soit en moyenne : DCO = 120 g par habitamntjo DBO5 = 60 g par habitant.jor MES = 90 g ps
habitant.jou, NTK = 15 g par habitant.jodr(NTK = azote total Kjeldahl), PT = 4 g par habitgour® (PT =
phosphore total).

Estuaire : zone de transition a I'embouchure d'un fleuveeeles eaux douces (cours d’eat)les eaux cotier
(mer).1l présente une forme évasée de la terre vers taetnene bathymeétrie croissante vers la mer. Bys€ace d
marée, on parle de delta. La pénétration contiteed I'estuaire correspond a I'extension maximeles 'amontde
la zone d'inversion des courants des marées. Aeumide transition, dont la masse d’eau oscillzesterre et me
se caractérise par une grande biodiversité et gaptiénomenes hydrodynamiques comme par exemptaitol
vaseux. La directive ZW/60/CE du 23/10/2000 de I'Union européenne peélas limites extérieures (vers la n
des estuaireselles sont définies en fonction des besoins gmEltats membres. La limite interne (vers lI'amest)lc

limite des eaux douces.
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Filtration par membrane : la filtration par membrane consiste en une filbratangentielle, c’est-a-dire que le
liquide coule paralléelement aux membranes et nrawviers. Mis a part cet élément, la filtration anmbeane est
trés semblable a la filtration « traditionnelleawgec une membrane ayant une porosité de 1 a 100 nm.

Filtration par osmose inverse; la filtration par osmose inverse consiste a ligee le flux osmotique (d'un
endroit plus concentré vers un moins concentr&ugmentant la pression du liquide le plus concentré

Filtres a charbons actifs: les charbons actifs sont utilisés pour I'exti@attdes traces de contaminants dans
'eau. On distingue deux techniques : les chartzatigs fixes ou les charbons actifs disséminés tleaas sous
forme de petites particules.

Fixation (ou I'adsorption) : fixe les substances a éliminer sur une substance punslgyr Ces substances, qui
sont plus faciles a extraire de I'eau, emportenplaiuants avec elles.

Floculation : le but de cette méthode est d'accélérer le pace de décantation gravitaire des substances
présentes dans I'eau. Le principe de fonctionnensiste en une neutralisation des forces électipsés et en
une formation de composés plus grands. Ces dengipes ont pour effet d’augmenter la vitesse adHgues
substances présentes dans I'eau se déposent au fond

Lit Bactérien: Ouvrage rempli de matériau grossier dans lequelelaux usées préalablement décantées
percolent et sont épurées (grace au film biologiqy#anté sur le matériau support).

Ozonation (ou Oxydation a I'aide d’ozone} consiste a injecter de 'ozone dans les eaupuaeé. L'ozone se
décompose en radicaux OHui vont attaquer et oxyder les substances orgasigLes substances résultantes
sont diverses.

Photocatalyse: méthode plus compléte que celle des seuls uliiets, elle consiste a rajouter un catalyseur
dans I'eau, comme par exemple, le dioxyde de Ti(ai®@2) ou I'oxyde de Fer. On peut aussi ajoutet’alsone

ou de I'eau lourde pour améliorer le procédé.

Prétraitements : Premiers procédés de traitement de l'eau dans sine de traitements des eaux usées pour
éliminer les éléments grossiers les plus facilexteénir.

Toxicité aigué: caractére d’'un produit chimique qui va avoir @ffets néfastes sur la santé de I'animal ou de
’lhomme aprés une seule exposition de courte dueEproduit.

Toxicité chronique : caractére d’'un produit chimique qui va avoir défets néfastes sur la santé de I'animal ou

de 'homme aprés plusieurs expositions et a longee
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ANNEXE |l Assainissement-Contexte National

A/ LES STATIONS D’EPURATION : DONNEES DE FONCTIONNE MENT

L'établissement d'un réseau d’assainissement d'agglomération doit répondre a 2
contraintes : assurer le transit vers I'épuraties daux usées et le cas échéant des eaux résduaire

industrielles et assurer I'évacuation des eauxigles.

On distingue 3 grands systemes :
- Le systéme unitaire : évacuation de 'ensemblesdes pluviales et usées par un unique réseau ;
- Le systéme séparatif : un premier réseau est affed®vacuation des eaux usées (domestiques et
industrielles), 'évacuation de toutes les eauwiglies est assurée par un deuxieme réseau ;
- Les systemes mixtes : ils sont constitués en partiesystéme unitaire et en partie en systéme
séparatif, selon les zones d’habitation. Ce typsyd&eme est majoritaire en France (60%) (IFEN).
Les filieres de traitements des eaux et des bamssent sur la combinaison de différents

mécanismes (Figure 1, Tableau 1) dont les pringpas détaillés ci aprés.

— \=UE§;§DE§§D

Traitement Pollution

Dégrillage s ehui ; p p
Degsablg ,  Déshuilage Traitement Traitement Phosphorée et azotée
9 tis Pollution carbonée .
matieres en Traitements
suspension complémentaires

Figure 1 : Etapes de traitement des eaux usées.
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Tableau 1 : Classification des traitements parsl@ugcanismes (d'aprés Bruchet et al., 2006).

Chimique Biologique Mécanique :
p . , . . _ Thermique
Mécanisme - dégradation - absorption - adsorption 5 :
. ) . . -dégradation
- adsorption - dégradation - cisaillement
Boues activées
© Faible Charge
Décantationp-y < Moyenne Charge
& Aération Prolongée
Filiére eau Biofiltres :
. . ®Lits bactériens i )
Traitement tertiaire . Décantation
®Cultures fixées
. ] Bioréacteurs & membrane o
Désinfection Agitation
Lagunage
Chaulage Digestion anaérobie Déshydratation Séchage
Polymere Digestion aérobie Séchage thermique Restrant
Filiére boues _ y i g g g
Traitement acide Compostage Ultra sons Hydrolysée
Lagunage Broyage

Les différentes étapes du processus de traiterdentsaux usées sont exposées ci-apres.

I/ Le prétraitement

Le but est de séparer les matiéres les plus gressit les éléments susceptibles de géner les
étapes ultérieures du traitement. Il comprend Befta
- Le dégrillage qui consiste en la rétention des disctolumineux,
- Le dessablage qui consiste en I'abattement deylad dont la granulométrie est supérieure a 100
Hm,
- Le dégraissage-déshuilage qui consiste en la sé&pades huiles et des graisses de I'effluent brut.

Il/ Le traitement primaire

Les processus de traitement primaire sont physiguesysico-chimiques. Les objectifs sont
d’'une part d’éliminer 60 a 80 % des matieres epension décantables dans I'eau et d’autre part de
réduire les caractéristiques dimensionnelles avaléimination de la pollution carbonée. On
distingue :

-Les procédés de décantation physique : ce sontpaeE®dés de séparation solide-liquide par la

pesanteur,
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-Les procédés de décantation chimique : coagukfiicnlation, flottation.

[1I/ L’élimination de la pollution carbonée

Le schéma de fonctionnement des traitements secesddéit au processus suivant :
- Les micro-organismes des boues se développenneusgssent des matiéres organiques,
- Les micro-organismes sont contenus dans des bakssteckage ou ils forment des communautés,
- La masse biologique qui épure I'eau polluée troswa substrat dans les boues provenant des
clarificateurs.

Schématiguement I'épuration biologique des eauesusgbaines repose sur 2 principes : la
sédimentation partielle des matieres en suspensiobactivité biologique des bactéries qui se

multiplient en dégradant les matieres organiques.

I11-1/ Les procédés biologigues naturels

®Le lagunage naturel ou bassin de stabilisation

Ce procédé repose sur I'écoulement naturel des eméers au sein d’excavation qui
ressortent, sans intervention extérieure, danstanjéger sans risques pour milieu récepteur. Le

fonctionnement d’'un lagunage naturel peut étremé&scomme suit :

Eaux usées + oxygene Bacterie ueBa- effluent traité

Sels minéraux + CO2+lumiere Végétaux Masse végéalgene

I11-2/ Les procédés biologiques artificiels

® Les lits bactériens

Cela consiste a faire ruisseler les eaux uséeauseirmasse de matériaux (poreux ou
caverneux) qui sert de support aux micro-organisibedilm biologique ou mucilage comporte des
bactéries aérobies en surface et des bactériembiegpres du fond (renouvellement en 3 semaines,
température=25°C).

@ Les boues activées

Ces systemes fonctionnent comme des lagunes nesurdl’aération est également
artificielle. La différence se situe au niveau deadcirculation des organismes actifs = boues éesiv
du décanteur secondaire vers le bassin d’aérdfieal. a pour conséquence : un temps de séjour des
eaux plus court et un temps de séjour des orgasiswtés plus élevé que le temps de séjour de I'eau
(le contréle du temps de séjour des boues est tamgdre important pour maitriser la capacité

nitrifiante et le degré d’oxydation des matieregamiques solides).
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La population bactérienne, présente en son sdisgasible a de nombreux paramétres :

- Le rapport entre la nourriture et la populationtbeenne,
- La nature de la biomasse,
- La teneur des eaux brutes en oxygéne,
- La température et le pH des eaux,
- Les interactions entre populations bactériennes,

L’élimination de la charge polluante est maximaéngant les premiéres minutes de contact
boues-rejets, elle correspond a l'initiation deérpmenes d’adsorption et de floculation des matiére
organiques.

®La biofiltration (cultures fixées)

Ce procédé repose sur I'action des micro-organis@esbies fixés sur un support granulaire
immergé dans un bassin. Le biofiltre comporte upeezbiologique aérée qui est favorable a
I'accrochage des micro-organismes. Cette zone |g®rgosée a une zone d'anoxie. L'opération
consiste a la fois a retenir les matiéres en ssépemt a traiter biologiquement la pollution carée

et azotée dans le méme filtre.

IV/ L’élimination de I'azote et du phosphore- lesaitements complémentaires

Les traitements complémentaires constituent un &&mmgnt d'épuration des eaux usées. Les
usages des eaux apres traitement tertiaire soisvaappoint pour les besoins d'une ville, retititu
au milieu récepteur ou recharge des nappes d'eaugreines destinées a l'alimentation, irrigation
agricole, alimentation des plans d'eaux, usagesinél réduction de I'eutrophisation.

Les différents types de traitement sont les sugzant
- les traitements physiques : décantation, filbmttamisage, microfiltration ;
- les traitements chimiques: chaux, floculatiortraction de l'azote et du phosphore ;
- les traitements biologiques : lagunage, boudsé&sd, rejet dans le sol ;

- les traitements bactériologiques : chlore, ozeharbon actif, rayonnement UV, membranes.

IV/A Elimination de la pollution azotée

Les mécanismes d'élimination biologique de l'azXé#fectuent en 3 étapes qui suivent le
cycle biogéochimique de l'azote :
v" L'ammonification :

Le processus d’ammonification quit la régle suieant

Norg » NH'+ OH+ produits carbonés

v L’'assimilation :
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Il s'agit de la transformation de la matiere azatéeérale ou organique présente dans les
eaux en matiére vivante (biomasse épuratrice).

v'La nitrification et la dénitrification :

La nitrification s'effectue en 2 étapes : I'étapest I'étape de nitritation qui est I'étape
d’oxydation des ions ammonium en nitrites, I'étapeest I'étape de la nitratation qui est I'étape
d’oxydation des nitrites en nitrates.

La dénitrification, qui conduit & I'élimination tdée de I'azote, est une réduction des nitrites et
nitrates en azote gazeux.

Les cinétiques de ces 2 mécanismes sont dépendimtesertain nombre de parametres :
conditions extérieures (pH, température,...), leseatrations en substrats, I'age des boues, I'oeygén

dissous.

IV/B Elimination de la pollution phosphorée

Les mécanismes d'élimination biologique du phosph@posent sur l'accumulation de

phosphore a l'intérieur de bactéries qui serontu#&es par les boues.

IV/ C Les traitements complémentaires

- La désinfection : désinfection au chlore, désitidacau brome, ozonation, rayonnement UV ;

- Les traitements des odeurs.

V/ Le traitement et I'élimination des boues

Le traitement des boues a pour objectif de rédaireaction organique afin de diminuer le
pouvoir fermentescible des boues et les risquesodtamination, et de diminuer le volume total des

boues afin de réduire leur co(t d'évacuation.

V/A Caractérisation des boues urbaines

On distingue :
- Les boues primaires obtenues au niveau du décapteuaire aprés la séparation physique des
matieres en suspension ;
- Les boues physico-chimiques engendrées par laatmd'un complexe entre la quasi-totalité de la
pollution particulaire et colloidale de I'eau etéactif injecté ;
- Les boues biologiques issues du métabolisme dellatipn organique biodégradable. Ces boues
peuvent étre classées en trois sous-classesoles lfraiches mixtes issues d'un mélange entresbou

primaires et boues biologiques, les boues activé®ses d'une station fonctionnant en aération
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prolongée, les boues digérées issues de la digeskoobie et anaérobie, des boues primaires et des
boues fraiches mixtes.

V/B Nature et structure des boues urbaines

Les principales caractéristiques des boues sorgueantes : la concentration en matieres
séches, la teneur en matieres volatiles, la teapumatiéres minérales, la composition élémentaire
pondérale, l'aptitude des boues a I'épaississeneentscosité, la composition du liquide intersditi
(salinité, pH, DCO, DBOS5, ...).

VIC Les filieres de traitements et d'élimination ds boues

Les principales étapes de traitement et destinasrboues sont résumées dans la Figure 2.

La valorisation agricole

Boues . .

o Stabilisation »| Stockage , Valorisation

liquides agricole

Boues issi Valorisation
. Epaississement > dé i >

solides P déshydratatior

agricole

Le compostage et le séchage

; - Valorisation
déshydratation Compostage agricole

. . Valorisation
séchage Epa|SS|ssemer-t—>| déshydratat|or1—. séchage o agricole

Incinération et mise en décharge

Compostage | Epaississemerit

A 4

Boues Mise en
E aississemerit—.l déshydratatio Incinération | ——» 4
liquides d décharge

Boues . —— -
. Epaississement Incinération > 'V!'SG en
solides décharge

A 4

Figure 2 : Les principales étapes de traitemenbdess et leur destination (D'apreés Satin, 2001)

B/ DONNEES GENERALES SUR LE PARC DE STATION D’EPURATION EN FRANCE
(d'apres IFEN, 2006)
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Le devenir des eaux usées

REIETS ET UTILSATION

SOLRES

1050kt =
de martitres 58 ched

Industries svec un= alimentation
=N R8L Privés mais racoordess

& Passainissement public i e
== 2.1kt [BOg -
I 70 b’ i?ud.h:ﬂm
¥ 2,1 ke DEO andage,
L5 Mt 1507 ke DB i ieira i, pation, 4
- ] € 570 M =
[ 110kt DB B ST
Res=au de collect= _ L, 5 . R = 1 180 Kme | %
das esus usdes *’W 40kt DROL e Eauxcontinentals
Wolume corsomme : ————y | —& Eaus mmarires
4450 Mm' - Traitement autanome
Sectzur non domestiqus | :
(gros consommateurs, L 9 .
o Fecturss, )
Sectsur dormestique
{Enages, sendices, Butres ou o dedar

petitss industries)
fen poids de maticres stdves
Mote : Les wolimes entrant 2n station (7 200 milliors de m3) sont largement supbrieurs aur volumes d'eau potable consommiés at emvopés vers

les stations (3 740 milliers de m?). La différence résulte des saux rejetées par les Industriels raccordés ayant une alimentation propre sur site, et
surtout des flux d'=aux de plule transportés par ks canalisations unitaires.

Figure 3 : Distribution des Processus de traitemdans les stations frangaises

L'IFEN a réalisé en 2006, un bilan sur l'assaimmsd des eaux résiduaires urbaines en
France. Les principales données concernant lesretad'épuration en France (traitements et milieu
récepteur) sont résumées dans la Figure 3. Lennaitt des eaux résiduaires est assuré par prés de
17 300 stations d'épuration. En avril 2006, lesfgremances de 68 % des stations d'épuration des
grandes agglomérations (>10 000 habitants) et @2 %urs flux étaient conformes aux objectifs de la

directive européenne sur les eaux résiduairesngbdlFEN, 2006)

C/ CONTEXTE REGLEMENTAIRE

I/ Directive du conseil du 21 mai 1991 relative draitement des eaux usées urbaines résiduaires

(91/271/CEE)

Tableau 1 : Prescriptions relatives aux rejets gmant des stations d'épuration des eaux urbaines
résiduaires et soumises aux dispositions desestitet 5 de la présente directive. On appliquera |

valeur de la concentration ou le pourcentage dectéh.

Pourcentage minimal

Parametres Concentration Méthode de mesure de référence

de réduction®

D

Echantillon homogénéisé, non filtré, non décant

Demande biochimique e 70-90 Détermination de I'oxygene dissous avant et apfes
oxygene (DBO05 a 20°C 25 mg.I' O, 40 aux termes de l'article  une incubation de 5 jours a 20%Q°C, dans
sans nitrificatiort? 4 paragraphe 2 I'obscurité compléte. Addition d'un inhibiteur de
nitrification.
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D

Demande chimique en Echantillon homogénéisé, non filtré, non décant

) 125 mg.t O, 75 ) )
oxygéne (DCO) Bichromate de potassium.

35 mg.I'® 90®
35 aux termes de l'article|490 aux termes de l'article - Filtration d'un échantillon représentatif sur ung
paragraphe 2 (plus de | 4 paragraphe 2 (plus d¢ membrane de 0,45 pum, séchage a 105°C et pegée.

Total des matieres solide ) ) ) )
10000 EH) 10000 EH) - Centrifugation d'un échantillon représentatif

[

en suspension . . . . L
60 aux termes de l'article [4 70 aux termes de l'article  (pendant 5 minutes au moins, avec accélération

paragraphe 2 (de 2000 § 4 paragraphe 2 (de 200p moyenne de 2800 a 3200g), séchage a 105°C, pgsée.
10000 EH) a 10000 EH)

(1) Réduction par rapport aux valeurs a I'entrée.
(2) Ce paramétre peut étre remplacé par un agaebone organique total (COT) ou demande totalexggéne (DTO), si une relation peut

étre établie entre la DBO5 et le paramétre de gutish.

(3) Cette exigence est facultative.

Les analyses relatives aux rejets provenant dunkggidoivent étre effectuées sur les échantillitinésf; toutefois, la concentration du total

des matiéres solides en suspension dans les dimandi'eau non filtrée ne doit pas dépasser 150'mg

Tableau 2 : Prescriptions relatives aux rejets gmant des stations d'épuration des eaux urbaines
résiduaires et effectués dans des zones sengifigétes a eutrophisation, telles qu'identifiées a
I'annexe Il point A lettre a). En fonction des ciioths locales, on appliquera un seul paramétriesu

deux. La valeur de la concentration ou le pourgetie réduction seront appliqués.

Pourcentage
Parameétres Concentration minimal de Méthode de mesure de référence

réduction (1)

Phosphore 2 mg.I* P (EH compris entre 1000 et 100 000 80 Spectrophotométrie par absorption
total 1mg. I* P (EH de plus de 100 000) moléculaire

15 mg. * N (EH compris entre 10 000 et 100

Azote total (2) 000) 70-80
10 mg. * N (EH de plus de 100 000) (3)

Spectrophotométrie par absorption

moléculaire

(1) Réduction par rapport aux valeurs a I'entrée.
(2) Azote total signifie le total de I'azote obtegpar la méthode de Kjeldahl (azote organique +)N#e 'azote contenu dans les nitrates

(NOy) et de I'azote contenu dans les nitrites {NO
(3) Autre possibilité : la moyenne journaliére roitghas dépasser 20 mg. N. Cette exigence se référe a une températuteadede 12° C

au moins pendant le fonctionnement du réacteuo@iglie de la station d'épuration. La condition esnant
Il/La Réglementation des boues d’'épuration

Le régime juridique des boues est déterminé patélret 97-1133 du 8 décembre 1997

relatif a I'épandage des boues issues du traitedesntaux usées. Selon l'article 2 du décret,deesh
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ont le caractére de déchet au sens de la loi quilled 1975, laquelle précisadt est considéré comme
un déchet tout résidu d'un processus de productientransformation ou d'utilisation (...) que son
détenteur destine a I'abandon ou qu'il est tenbat@onner»

Les conditions d'épandage définies par le décosturgent cing opérations : le stockage, les
études préalables a I'épandage, le programme jéved d'épandage qui consiste a planifier les
périodes d'épandage, un registre d'épandage d@tdoienu par I'agriculteur, un bilan annuel.

Des restrictions d'usages résultent de la directiv€onseil du 12 décembre 1991 relative a
la protection des eaux contre la pollution par nésates d'origine agricole. Cette directive a été
transposée par les décrets du 27 aolt 1993 et chard 1996. La directive et les décrets de
transposition définissent des « zones vulnérablesseciées a des restrictions d'épandage. Une
restriction des périodes d'épandage en fonctiomagport carbone/azote des boues et du type de
culture réceptrice. Concretement pour les bouasd@s et déshydratées qui présentent un rapport
carbone/azote inférieur a 8, la période d'épandagdamite au printemps, ce qui entraine des besoins
de stockage conséquent.

Une restriction des surfaces d'épandage en isterti'épandage sur certaines productions et sur
certains types de sol.

-Un accroissement des contraintes par le biais degrgmmes d'actions départementaux.
Le décret 97-1133 ne s'applique cependant pasptadxits composés en tout ou partie de boues qui,
au titre de la loi du 13 juillet 1979, bénéficiatitne homologation ou a défaut, d'une autorisation
provisoire de vente ou sont conformes a une noendue d'application obligatoire» Ainsi, il est
explicitement prévu que les boues sont aussi deenmes fertilisantes qui relévent de la loi du 13
juillet 1979. Les matieres fertilisantes, réalisé&stout ou partie & partir de boues, doivent étre
conformes a des normes (normes NFU 44-041 et 4%€5aire I'objet d'une homologation ou d'une
autorisation provisoire de vente. L'ambiguité demmesur la qualification de compost. Certains
souhaiteraient qualifier de compost une boue simefg séchée qui aurait certaines qualités
fertilisantes. D'autres souhaitent réserver la ification de compost aux boues mélangées a des

supports carbonés (bois ou déchets verts).
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ANNEXE Il ANNEXE AMPERES

La constitution d’un échantillon de stations d'éion urbaines et rurales représentatif du
parc frangais / européen actuel et des annéesiavété réalisée. L'échantillonnage a couvert iauss
bien des stations de taille importante congues pemirejets en milieu sensible que des filiéeres de
traitement des eaux usées de petites collectiy@900 P.E), dont I'impact local sur le milieu
récepteur est trés important en milieu rural. Léeres de sélection des filieres ont intégré tyfee
(en lien avec les mécanismes de traitement des as#spcibles), la taille, la localisation (milieu
récepteur), la qualité de I'exploitation, la pod## de disposer d’un historique du fonctionnemeat
l'installation et d’effectuer des prélévements etsores complémentaires.

Sur chaque site des bilans massiques entrée ¢ gertstations accompagnés de mesures dans
les boues ont été réalisés. Les différentes éthypaaitement ont été différenciées et considérées.

Au total, un nombre de 16 stations d’épuration @& &trété et étudié, seules 7 seront
considérées dans ce manuscrit.

Les caractéristiques de fonctionnement ainsi gsigl@ens d’échantillonnages sont présentés
pour chacune des stations d’épuration considéRems. satisfaire a une close de confididential@s, |

noms et localisations des stations d’puration nerggas spécifiés.

Station d’épuration SE-1

A-Présentation de la station
A Capacité (Equivalents Habitants) : 36 000 EH

A Type de réseau : pseudo séparatif

A Typologie des rejets traités :

- Rejets industriels : oui, faible

- Rejets hospitaliers : non

- Rejets urbains : oui
A Type de traitement appliqué dans la filiere eabaues activées (C, N, P)
A Type de traitement appliqué dans la filiere bousentrifugation directe

A Dates de la campagne : 26 février- 1 mars 2007

B-Campagne d’échantillonnage

Les données concernant la campagne de préleveor@nmesumeées dans le Tableau let la Figure 1.
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Tableau 1: Campagnes d’échantillonnage sur ladsila station d’épuration SE1.

_ Entrée STEP . Sortie STEP
Filiere eau o Retour de téte »
(eaux brutes apres dégrillage) (eaux traitées)
1 Prélevement moyenné 24 heures NR Prélevement moyenné 24 heures
proportionnel au débit proportionnel au débit
Prélevement moyenné 24 heures ) Prélevement moyenné 24 heures
J2 ] . Echantillon moyen ] .
proportionnel au débit proportionnel au débit
33 Prélevement moyenné 24 heures NR Prélevement moyenné 24 heures
proportionnel au débit proportionnel au débit
Filiere boue Entrée filiere boue Sortie filiere Boue
J2 Oui reconstitué Oui reconstitué

SE1l

Traitement physico-

Prétraitements chimique et biologique

Ajout
o Désableur FeCL,
Dégrilleur  pgshuileur

Eau
> o> >
1

3
5

Bassin
aération

Clarificate ur

Milieu
récepteur

OBEN

Préléevements
1-EBJ1 R Traitement boues

Polymeére
2-ETJ -

Centrifugeuse

3-EBJ2
4_ETJ2 7T —Pm
5-EB J3 9

6-ETJ3
7-RET

8- B biol
9— B Déshydr

Figure 1 : Schéma de la station SE-1, localisadespoints d’échantillonnage.

Station d’épuration SE-2
A- Présentation de la station
A Capacité (Equivalents Habitants) : 250 000 EH

A Type de réseau : faux séparatif

A Typologie des rejets traités :

- Rejets industriels : oui, importants

- Rejets hospitaliers : oui

- Rejets urbains : oui
A Type de traitement appliqué dans la filiere ead&cantation primaire, boues activées (C, N, P)
A Type de traitement appliqué dans la filiere bouggsaississement, digestion anaérobie,
centrifugation, chaulage

A Dates de la campagne : 24-26 avril 2007.
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B-Campagne d’échantillonnage

Les données concernant la campagne de préleveormésumeées dans le Tableau 2 et la Figure 2.

Tableau 2 : Campagnes d’échantillonnage sur lesifa station d’épuration SE 2.

. Entrée STEP . Retour de N
Filiere R i .| Sortie STEP | Retour de N Retour de | Matieres de
(eaux brutes apré{ Eau décantée » . téte . i
eau o (eaux traitées) | téte global téte curage vidange
dégrillage) centrat
oui oui oui oui
J1 NR NR NR o L o o
reconstitué| reconstitué| reconstitué | reconstitué
Prélevement Prélévement| Préléevement
moyenné 24 moyenné 24 moyenné 24
J2 heures heures heures
proportionnel au | proportionnel | proportionnel
débit au débit au débit
Préléevement Prélevement| Prélévement
moyenné 24 moyenné 24 moyenné 24
J3 heures heures heures
proportionnel au | proportionnel | proportionnel
débit au débit au débit
Filiere boue Entrée filiere Boue intermédiaire (digérée Boue sortie
J1 OUI (2voies) reconstitué OUI reconstitué OUlorestitué
SE2
Prétraitements Traitement Traitement biologique
primaire
Bassin
Désableur ’ .
Degrilleur Déshuileur Décanteur erz;_tl](_)n Clarificateur
Eau > ,‘ > Milieu
brute | | ” A ” ’ récepteur
18 20 19
21 23 22
Mat
vidange| 10
17 14
—
M at <_'G'Epaississeur Flotiate ur |
curage
16 Traitement boues
Prélévements -
10— B Prim 12 ovnere Chailage
11— B Biol 13 s
— oues
13— B chaul 19— ET J1 Dige'stion Centrifugeuse
anaérobie
14— RET global 20— El J1
15— RETcentrat | 21— EB J2 15
16 - RET curage | 22— ET J2 > 3
17 — Mat vid 23—-El J2

Figure 2 : Schéma de la station SE-2, localisadies points d’échantillonnage.
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Station d’épuration SE-3

A-Présentation de la station
A Capacité (Equivalents Habitants) : 50 000 EH

A Type de réseau : pseudo séparatif

A Typologie des rejets traités :
- Rejets industriels : oui, importants
- Rejets hospitaliers : oui
- Rejets urbains : oui
A Type de traitement appliqué dans la filiere eabaues activées (C, N, P)
A Type de traitement appliqué dans la filiere bouésttation, centrifugation, séchage

A Dates de la campagne : 11-14 juin 2007

B-Campagne d’échantillonnage

Les données concernant la campagne de préleveor@nesumeées dans le Tableau 3 et la Figure 3.

Tableau 3 : Campagnes d’échantillonnage sur lalsila station d’épuration SE 3.

Entrée STEP ) o Sortie STEP
Filiere eau o Eau intermédiaire » Retour de téte
(eaux brutes apres dégrillage (eaux traitées)
Ji NR NR NR oui reconstitué

. ) Prélévement moyenng¢ Prélévement moyenng
Prélévement moyenné 24 .
J2 ) . 24 heures 24 heures proportionne
heures proportionnel au débit

proportionnel au débit] au débit

. ) Prélévement moyenng¢ Prélévement moyenng
Prélévement moyenné 24 .
J3 ) . 24 heures 24 heures proportionne
heures proportionnel au débit

proportionnel au débit] au débit
indépendante oui reconstitué|
SR L . . Boue apres
Filiere boue | Entrée filiere | Point intermediaire Boue sortie filiere Boues avant séchag )
séchage
oul oul oul
J1 . - L
reconstitué reconstitué reconstitué
o oul oul
indépendante o L
reconstitué reconstitué
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SE3
L Traitement biologique Traitement
Prétraitements tertiaire
. Bassin
Dégrilleur gée:f?tljillz‘drr aération Clarlflcateur D(i;;gt:ur
bEStue _w [ —2°g%es _-”_» réhgtie";t:ur
28 29 30
31 33
S
26 %
Séchage thermique Condense

— 4—@ Flottateur buées du
Prelevgments Centriugeuse b — sécheur
24-B Biol 31-EBJ2 T
25- B Déshydr | 32— ElJ2 ——3—>
26— RET global | 33— ET J2 35
27- B tert 34 - B entrée sécheu 36bis
28—-EBJ1 35— B séchée
29-EIJ1 36— RET séchenur Traitement boues
30-ET J1 36bis— Lav sécheur

Figure 3 : Schéma de la station SE-3, localisadies points d’échantillonnage.

Station d’épuration SE-4
A-Présentation de la station
A Capacité (Equivalents Habitants) 110 000 EH
A Type de réseau : pseudo séparatif

A Typologie des rejets traités :

- Rejets industriels : oui

- Rejets hospitaliers : oui

- Rejets urbains : oui
A Type de traitement appliqué dans la filiere eabaues activées (C, N)
A Type de traitement appliqué dans la filiere bousmntrifugation directe
A Dates de la campagne : 10-13 septembre 2007

B-Campagne d’échantillonnage

Les données concernant la campagne de préléveomrésumées dans le Tableau 4 et la Figure 4.
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Tableau 4 : Campagnes d’échantillonnage sur lalsita station d’épuration SE 4.

_ Entrée STEP Sortie STEP Retour de téte foss ) »
Filiere eau o » Graisses traitées
(eaux brutes apres dégrillage (eaux traitées) toutes eaux
Jl NR NR oui reconstitué oui reconstitug
Prélevement moyenné 24 heures Prélévement moyenné 24
J2 ] . ) . NR NR
proportionnel au débit heures proportionnel au débijt
Prélevement moyenné 24 heures Prélévement moyenné 24
J3 ] . ) . NR NR
proportionnel au débit heures proportionnel au débijt
Filiere boue Entrée filiere Boue sortie
J1 OUI reconstitué OUI reconstitué

SE4

Prétraitements

Désableur

Dégrilleur Déshuileur

Traitement biologique

Bassin
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Figure 4 : Schéma de la station SE-4, localisadiempoints d’échantillonnage.

Station d’épuration CA-1

A-Présentation de la station

A Capacité (Equivalents Habitants) : 2 900 EH

A Type de réseau : unitaire

A Typologie des rejets traités :

- Rejets industriels : oui

- Rejets hospitaliers : oui

- Rejets urbains : oui

A Type de traitement appliqué dans la filiere eabaues en aération prolongée faible charge,

décantation

A Type de traitement appliqué dans la filiere bod#ge séchage planté avec plancher aérant
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A Dates de la campagne : 5-8 février 2007

B-Campagne d’échantillonnage

Les données concernant la campagne de préleveor@nmesumeées dans le Tableau 5 et la Figure 5.

Tableau 5 : Campagnes d’échantillonnage sur lalsila station d’épuration CA 1.

. Entrée STEP . Sortie STEP
Filiere eau o Retour de téte -
(eaux brutes apres dégrillage) (eaux traitées)
1 Prélevement moyenné 24 heures R Prélevement moyenné 24 heures
proportionnel au débit proportionnel au débit
Prélevement moyenné 24 heures ) Prélevement moyenné 24 heures
J2 ) . Echantillon moyen ) .
proportionnel au débit proportionnel au débit
P Prélevement moyenné 24 heures R Prélevement moyenné 24 heures
proportionnel au débit proportionnel au débit
Filiére boue Entrée filiere boue Sortie filiere Boue
J2 oui reconstitué oui reconstitué

CAl

Traitement biologique

Prétraitements

P Bassin
Désableur

Dégrilleur  pgshuileur 206  aértion Clarificateur -
brate —"D"“’@ ... Q——s—» P
201 202
203 204
208 209
Prélevements
201-EB J1
202-ET J1
203-EB J2 Y 4 B
204—-ET J2
205- RET
206- B Biol 205  Litde
207- B Déshydr séchage
208- EB J3
209 - ET J3 Traitement boues

Figure 5 : Schéma de la station CA-1, localisaties points d’échantillonnage.

Station d’épuration CA-2
A-Présentation de la station
A Capacité (Equivalents Habitants) 13 000 EH

A Type de réseau : unitaire

A Typologie des rejets traités :
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- Rejets industriels : NR

- Rejets hospitaliers : non

Annexes

- Rejets urbains : oui

A Type de traitement appliqué dans la filiere eabaues en aération prolongée faible charge (C, N),

décantation

A Type de traitement appliqué dans la filiére bouggle séchage planté (SINT)

A Dates de la campagne : 19-22 mars 2007

B-Campagne d’échantillonnage

Les données concernant la campagne de préléveomrésumées dans le Tableau 6 et la Figure 6.

Tableau 6 : Campagnes d’échantillonnage sur ladsila station d’épuration CA-2

Entrée STEP

Sortie STEP

Filiere eau o Retour de téte »
(eaux brutes apres dégrillage) (eaux traitées)
1 Prélevement moyenné 24 heures NR Prélevement moyenné 24 heures
proportionnel au débit proportionnel au débit
Prélevement moyenné 24 heures ) Prélevement moyenné 24 heures
J2 ] . Echantillon moyen ] .
proportionnel au débit proportionnel au débit
33 Prélevement moyenné 24 heures NR Prélevement moyenné 24 heures
proportionnel au débit proportionnel au débit
Filiere boue Entrée filiere boue Sortie filiere Boue
J1 NR Oui reconstitué
J2 Oui reconstitué NR

CA2

Prétraitements

Désableur

Dégrilleur  pgshuileur

Eau

Traitement biologique

Bassin

215 aération

Clarificateur

|——»|

brute

NN

1
1
1

~No

Prélevements
210-EB J1
211-ET J1
212-EB J2
213-ET J2
214- RET

215- B Biol
216- B Déshydr
217-EB J3

218 -ET J3

214

Litde
séchage

Traitement boues

Milieu
récepteur

Figure 6 : Schéma de la station CA-2, localisaties points d’échantillonnage.
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Station d’épuration CA-3
A-Présentation de la station

A Capacité (Equivalents Habitants) 700 000 EH
A Type de réseau : unitaire
A Typologie des rejets traités :
- Rejets industriels : oui
- Rejets hospitaliers : oui
- Rejets urbains : oui
A Type de traitement appliqué dans la filiere ead&cantation primaire, boues activées moyenne
charge, biofiltres (15%)
A Type de traitement appliqué dans la filiere bousntrifugation, polymeres
A Dates de la campagne : 21-24 mai 2007

B-Campagne d’échantillonnage

Les données concernant la campagne de préleveor@nmesumeées dans le Tableau 7 et la Figure 7.

Tableau 7 : Campagnes d’échantillonnage sur lalsila station d’épuration CA 3.

» Entrée STEP Retour de téte .
Filiere o o Sortie STEP

(eaux brutes apres Point intermédiaire »

eau L (eaux traitées)
dégrillage)
Prélévement moyenné 24 . ) Prélévement moyenné 24
) Prélevement moyenné 24 ) .

J1 heures proportionnel au Echantillon moyen heures proportionnel au

) heures proportionnel au débjt )
débit débit

Prélevement moyenné 24
Préléevement moyenné 24
J2 NR NR

) i heures proportionnel au
heures proportionnel au débjt

débit

Prélevement moyenné 24

Prélévement moyenné 24 . )
Prélévement moyenné 24

J3 heures proportionnel au ) . NR heures proportionnel au
. heures proportionnel au débjt .
débit débit
- Entrée Point intermédiaire Point intermédiaire Point intermédiaire o
Filiere boue . 5 ) o ) o Sortie filiere
filiere décanteur laire Bassin biologique Eau sale biofiltre
1 oul oul oul oul oul
reconstitué reconstitué reconstitué reconstitué reconstitué
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Traitement tertiaire
P> Milieu
s récepteur
; Traitement Bofitre
Prétraitements Traitement biologigue
primaire blologique B8 %m0
oa%ég% 223
Bassin 227
o Désableur ) rati 85 230
E Degiet” - Deéshuileus Décanteur 234 era on Clarificateur
au
brute _DM Af’(
221 222
225 226
228 229 Eau lavage
31
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221-EB J1
] 222-ElJ1
\—|—‘ Silo 223-ET J1
224 | 224— RET
Epaississeur 225_EB J2
Boues 2 233 231-B laire | 226—EI J2
séche i
Benne ' 232- B sortie 227—-ET J2
stockage Centrifugeuse "OY™Me® 233- B entrée | 228- EB J3
. 234— B bi 229-El J3
Traitement boues ©
235- B lavage | 230-ET J3

Figure 7 : Schéma de la station CA-3, localisatles points d’échantillonnage.
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ANNEXE |V Le Bassin versant de la Seine

Tableau 1 : Principales caractéristiqgues du bagswsant de la Seine.

LE BASSIN DE LA SEINE

Superficie totale

97 000 krf

Population

17 250 000 habitants

Densité

35-20 000 habitants.kf

Rejets nets en DCO dans les eaux de surface
du bassin de la Seine

Agricufture Eaux pluviales
12% 4%

/

Collectivités
64%

“‘“--\_

T
s
— .

Pressions domestiques :

84 % population raccordée au réseau
d’assainissement collectif

Pressions industrielles

14 000 industries (énergies, métaux lourds,
chimie)

Pressions agricoles :

104 000 exploitations

34 % production céréaliere nationale

17 % cheptel ovin

Tableau 2: Caractéristiques des principaux affeidet!’estuaire de Seine.

Norm Surface du Bassin versan Population Stations d’épuration
(km?) (habitants) (nombre de rejets dans le milieu)
L'Andelle 750 50 000 3
L’Eure (aval) 900 110 000 14
La Risle 147 - 13
Le Commerce 225 50 000 2
La Seine 25
Le Rancgon 1
L’Austreberthe 2000 800 000 3
Le Cailly 3
Le Robec -
La Sainte-Gertrude 1
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ANNEXE V Le Bassin versant de la Garonne

Tableau 1 : Principales caractéristiques du bassisant de la Garonne et de ses affluents.

LE BASSIN DE LA GARONNE

29 500 kmA
Superficie totale Vallée de la Garonne 6050 km
Rivieres de Gascogne et Neste 7396 km
Ariége 4170 krh
Population 2 500 000 habitants
Densité 84 habitants/ kfn

- Pression domestique :

Principales agglomérations (habitants, recense®31):

Pollution nette rejetée DBO5 dans les eaux de sugfa

(hors pollution agricole) Garonne Toulouse 741 120
% Bordeaux 735 337

18%

Agen 69 488
Marmande 23 046
14% Auch 21 836

65%

- Pressions Industrielles

[ Rejets des dispositifs d'assainissement autonome Industrie chimique

O Rejets industriels non raccordés

B Rejets des stations d'épuration Industrie de pomte

Aéronautique

Agroalimentaire : valorisation des produits régimna
- Pression agricole

oui

55 % des masses d’eaux reconnues en bon état chieniq

Page 458



Annexes

ANNEXE VI Le Bassin versant de I’Adour

Tableau 1 : Principales caractéristiques du basswant de I’Adour et de ses affluents.

LE BASSIN DE L'’ADOUR

16 880 km
Adour 5 780 krh
Superficie totale Midouze 3590 krh
Gaves 5 400 km
Nives 2110k
Population 944 700 habitants
Densité 54 habitants/ km
Pollution nette rejetée dans les eaux de surface - Pressions domestigues

(hors pollution agricole) Adour total Principales agglomérations (habitants, recensef¥98):

Pau : 181 413

Bayonne 178 965
Tarbes 77 414

36% Mont de Marsan 36 653
Dax 29 297

Lourdes 15 554

4%

-Pressions industrielles

14%

. . . . o -
B Rejets des disposts dfassainissement auonorme 335 établissements industriels, dont 37 % agroaliaies

@ Rejets industriels non raccordés . .
M Rejets des stations d'épuration - Pression agricole
@ Pertes des réseaux d'assainissement collectiéss(apnsferts) o

27 000 exploitations

704 000 hectares de surface agricole utilisable

54 % des masses d’eaux reconnues en mauvais étatighe
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ANNEXE VIl Analyse des APEO par CL-SM

Les analyses sont réalisées a l'aide d'une CLHR Thaiplée a un spectrométre de masse

GV 1946 VL (Agilent Technologies, Palo Alto, USA)e systéme est alimenté en azote par un

générateur d’azote UHPLCMSI18E et un compresseur dianair 2000-25M (Domnik Hunter,

Gateshead, England).
| /Chromatographe en phase liquide :

- Injecteur : injecteur automatique

- Colonne : ZORBAX (SB-Cyg) ; 150mm x 2,1mm ; diamétre de pores 3,5 pm

- Température de la colonne : 21°C

- Gradient de séparation :

lonisation Négative (NI)

lonisation Positive (PI)

25 min 80 % voie B
26 min 60 % voie B
36 min 60 % voie B

Solvant A Water : MeOH (2 :1, v/v, 3,5 mM acétatenaonium)
Solvant B MeOH
Débit (ml.min?) 0.150 0.150
0 min 60 % voie B 0 min 60 % voie B
2 min 60 % voie B 2 min 60 % voie B
Gradient 7 min 80 % voie B 7 min 80 % voie B

35 min 80 % voie B
38 min 60 % voie B
52 min 60 % voie B

I/ Spectromeétre de masse

- Mode d’'ionisation : Electrospray (ESI)
- Nature du gaz séchant : Azote

- Débit du gaz séchant (L)r: 600

- Température du gaz séchant : 350 °C
- Température de la source : 120 °C

- Température du quadrupole : 150 °C

- Mode d’acquisition : sélection d’ions (SIM)

lonisation Négative (NI)

lonisation Positive (PI)

Tension capillaire (kV) 3.5

4.0

Pression de nébulisation () 30

30
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Analyse des molécules en lonisation Négative (NI)

Composés Quantification
Masse moléculair m/z Masse moléculair m/z
(g-mor%) quantification Etalon interne (g-mof?) quantification
4-nonylphénol 220 219
4-tert-octylphénol 206 205 p-n-nonylphénol 220 219
acide nonylphénoxyacétiqug 278 277
Analyse des molécules en lonisation Positive (Pl)
Composés Quantification
Masse moléculair m/z Masse moléculair m/z
o Etalon interne o
(g.mol?) quantification (g.mol?) quantification
4-nonylphénol monoéthoxylé 264 282
p-n-nonylphénol monoéthoxylé 264 282
4-nonylphénol diéthoxylé 308 331
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ANNEXE VIII Analyse des substances pharmaceutiques par CG-SM

Les analyses sont réalisées a I'aide d’'un chromapbg 6890 couplé & un spectromeétre de
masse 5973 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA)

I/ Chromatographe en phase gazeuse

- Injecteur : Injecteur automatique en mode siitleon pulsé

- Gaz vecteur : Hélium 6.0 (Linde gas)

- Débit du gaz vecteur : 1,3 ml.rffin

- Température de l'interface : 280°C

- Colonne : HP-5MS Agilent technologies : 30 ;interne 0,25mm ; 0,25um épaisseur de phase
stationnaire constituée de 5% de diphényl -95 %&thgi-polysiloxane.

- Programme de température : 70°C pendant 2 mia p0fC-250°C & 10°C.ninpuis isotherme

pendant 5min.

Il/Spectrometre de masse

- Mode d'ionisation : Impact électronique (El), &0
- Température de la source : 230 °C

- Température du quadrupole : 150 °C

- Mode d’acquisition : sélection d’ions (SIM)

- Nombre de cycles par seconde : 1,67
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Analyse des molécules non dérivées

Composés Quantification Traceur d'injection
Masse Masse Masse
5 . m/z . 3 . m/z 3 . m/z
moléculaire Etalons interneg moléculaire| moléculaire
quantification quantification quantification
(9.mol-1) (9.mol-1) (g.mol-1)
Caféine 194 194
Diazépam 284 256 Diazépam d5 286 261
Carbamazépin 236 193
Amitriptyline 277 58 Pyréne 202 202
Imipramine 280 234,58 | Amitriptyline d6é 287 64
Doxépine 279 58
Nordiazépam 270 242 Nordiazépam df 276 247
Analyse des molécules dérivées (MSTFA)
Composés Quantification Traceur d'injection
Masse Masse Masse
) m/z ) ) m/z ) m/z
moléculaire | Etalons internegy moléculaire| L moléculaire L
quantification quantification quantification
(g.mol-1) (g.mol-1) (g.mol-1)
Aspirine 180 195
Ibuproféne 206 160
Kétoproféne 254 282
Naproxéne 230 185
Paracétamol 151 206
Diazépam d5 286 261 1-hydroxy-Pyréne 218 290
Diclofénac 295 214
Gemfibrozil 250 201
Salbutamol 239 369
Clenbutérol 276 335
Terbutaline 225 356
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ANNEXE IX Analyse des substances pharmaceutiques p&L-SM-SM

I/Liste des molécules

Classe thérapeutique Nom molécules Mode ionisation

Stimulants Caféine el
Théophylline ESI+

B-stimulants Salbutamol ESI+

Bronchodilatateurs B-stimulants Clenbutérol ESI+
B-stimulants Terbutaline ESI+

Ibuproféne ESI-

Naproxéne ESI-

AINS - N

Kétoproféne ESI-

Diclofénac ESI-

Analgésiques Aspirine ESt
Paracétamol ESI+

Hypolipémiants Gemfibrozil ESI-
Normothymique Carbamazépine ESI+

o Imipramine ESI+

Ant |depr_e§seurs Amitriptyline ESI+

imipraminiques s

Doxépine ESI+

Antidépresseurs/Anxiolytiques Antidépresseurs Fluoxétine ESl+
Diazépam ESI+

Anxiolytiques Nordiazépam ESI+

(Benzodiazépines) Alprazolam ESI+

Bromazépam ESI+

Ibuproféneys ESI-

Gemfibrozil ¢

Diazépamys
Etalons analytiques Nordiazépams
Amytriptyline 46
Paracétamal, ESI+

Caféineys
Salbutamols
Imipraminegs
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[I/Paramétre de séparation

Annexes

Parametres de la source

Mode ESI Mode ESt
Colonne (L.mirf) 11

Voie A Eau Eau+ 0,1% acide formique
Voie B Acétonitrile Acétonitrile+ 0,1% acide formig

Débit 0,6 ml.min* 0,6 ml.min*

T°C 30°C 30°C

) 0 min 0% voie B ) )

Gradient 0 min 0% voie B

10 min 65 % voie B
11 min 100 % voie B
12 min 100 % voie B
13 min 0 % voie B

18 min 0 % voie B

36 min 60 % voie B

10 min 65 % voie B
11 min 100 % voie B
12 min 100 % voie B
13 min 0 % voie B

18 min 0 % voie B

lll/Parameétre d’analyse de masse

Parametres de la source
Mode ESI Mode ESI
Débit du gaz de désolvatation gaz (L.H)in 11 11
Température du gaz séchai@) 300°C 300°C
Nébuliseur 30 30
Extracteur (kV) 3,0 3,0

IV/Parameétre de détection

¥Mode ESI
MRM Energie de Céne Energie Collision

294.13>249.9 20 18

DICLOFENAC
294.13>214 20 20
229.07>169.9 15 16

NAPROXENE
229.07>184.9 15 8
249.22>120.8 20 14

GEMFIBROZIL
249.22>126.8 20 10
KETOPROFENE 253.16>209 15 8
136.8>92.6 25 16

ASPIRINE

136.8>64.9 25 26
IBUPROFENE 205.16>160.9 15 8
IBUPROFENEp; 208.17>163.9 15 8
GEMFIBROZIL-pg 255.36>120.8 20 20

Page 465



Annexes

v'"Mode ESI'
MRM Energie de fragmentation (V) Energie Collision (V)
280>107 120 24
DOXEPINE
280>84,1 130 24
285>154 120 28
DIAZEPAM
285>256,7 120 22
271>140 130 27
NORDIAZEPAM
271>164,7 130 30
309>281 120 26
ALPRAZOLAM
309>205 130 42
316,1>182 120 34
BROMAZEPAM
316,1>209 130 28
310,1>43,8 100 22
FLUOXETINE
310,1>148 110 8
237>194 130 20
CARBAMAZEPINE
237>192 120 20
281>86 120 20
IMIPRAMINE
281>57,6 110 30
278>91 110 24
AMITRYPTILINE
278>232,4 130 20
240>148 100 18
SALBUTAMOL
240>166 110 15
226>152 100 14
TERBUTALINE
226>125 110 24
277>203 110 16
CLENBUTEROL
277>259 110 12
195>138 130 18
CAFEINE
195>41,7 130 30
181>124 110 18
THEOPHYLLINE
181>96 120 26
152>110 100 16
PARACETAMOL
152>93 110 26
CAFEINE-c13 196>139 130 20
PARACETAMOLp4 156>114 100 18
DIAZEPAM- ps 290>154 120 30
NORDIAZEPAM- ps 276>140 120 30
AMITRIPTYLINE- ps 284.3>233 120 20
SALBUTAMOL-p3 243>151 100 18
IMIPRAMINE- p4 285>85,7 120 22
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