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RESUME

Les travaux de recherche effectués dans le cadre de ce travail de thése ont eu pour objectif de
caractériser le role jou¢ par les mécanismes de sorption et de biodégradation dans 1I’élimination de
micropolluants organiques par les boues biologiques, et notamment celles de bioréacteur a membrane.
La premicre étape a consisté en la mise au point d’une méthode d’analyse de molécules
anticancéreuses depuis les phases aqueuse et solide des boues. L’extraction des molécules contenues
dans la phase aqueuse a été¢ réalisée par une combinaison de cartouches SPE permettant la
récupération sélective d’especes acides, neutres et basiques. L’extraction depuis la phase solide a été
rendue possible grace a I’utilisation de la technique sous solvant pressurisé et a chaud PLE, suivie par
une étape de purification directement inspirée de la méthode développée pour la phase aqueuse.

Une procédure originale de préparation d’échantillons de boues a été proposée pour estimer
rigoureusement le phénomeéne de sorption. Le modele de Freundlich est celui qui a donné les
corrélations les plus satisfaisantes et a ét¢ sélectionné. La détermination des paramétres du modele a
mis en évidence des comportements de sorption différents pour les molécules ciblées, mais toujours
caractérisés par des aptitudes de sorption faibles. La mise en relation des propriétés physico-chimiques
des molécules, des boues et des paramétres de sorption n’a pas révélé de corrélations évidentes entre
ces différents parameétres et ne permet pas de proposer de modele capable de prédire la sorption en
fonction des caractéristiques des boues et des polluants.

La caractérisation du comportement d’un cocktail d’anticancéreux lors du traitement par un pilote de
bioréacteur & membrane externe a révélé que le mécanisme majeur a 1’origine de leur élimination était
la biodégradation. Les interactions entre les microorganismes et les micropolluants ciblés sont liées au
cométabolisme. Une étude approfondie du mécanisme a révélé que ces mémes interactions étaient a
lorigine d’une limitation de la biodégradation et doivent étre intensifiées pour améliorer les
performances de traitement sur ce point.

Mots —clés : sorption, biodégradation, molécules anticancéreuses, boue, méthode analytique, bioréacteur
amembrane

ABSTRACT

The aim of the present work was to characterize the sorption mechanisms and biodegradation role in
the removal of some organic micropollutants (i.e. anticancer drugs) by biological sludges, including
those of membrane bioreactor (MBR).

The first step consisted in the development of an analytical method for the trace determination of
anticancer drugs from sludge aqueous and solid phases. The extraction from the aqueous matrix was
performed by a combination of SPE cartridges, allowing the selective recovery of acid, neutral and
basic species. The extraction from the solid matrix was possible thanks to an extractive step performed
by pressurized liquid extraction, followed by a purification step whose procedure was directly inspired
from the method developed for aqueous samples.

An original procedure for the conditioning of sludge samples before sorption experiments has been
proposed. The Freundlich isotherm gave the satisfactoriest correlations and has been selected. The
determination of the model parameters highlights different trends of sorption between targeted
compounds, but always characterized by low sorption affinities. Physico-chemical properties of both
compounds and sludge did not show any link with sorption parameters. Consequently, it is not
possible to propose a predictive model for the sorption of polar micropollutants depending on both
compounds and sludge properties.

The removal of a “cocktail” of anticancer drugs by treatment through a side stream pilot-scale MBR has
been investigated. Biodegradation appeared as the prevailing mechanism and was explained by
cometabolic interactions. However, these interactions were also responsible for the limitation of
biodegradation phenomenon and must be intensify to enhance the removal of these compounds.

Keywords: sorption, biodegradation, anticancer drugs, sludge, analytical method, membrane bioreactor
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Nomenclature

Lettres grecques

Hromgiane  taux maximal de croissance en utilisant le micropolluant comme substrat (™)
o résistance spécifique (m/kg)

Q surface de la membrane (m?)

c ¢cart-type

(oft conductivité (uS/cm)

Aem longueur d’onde d’émission représentées en abscisse (nm)

Nex longueur d’onde d’excitation représentées en ordonnée (nm)

Gméthode écart-type de la méthode (analytique)

AG® énergie libre de Gibbs (kJ/mol)

AH° variation d’enthalpie (kJ/mol)

AP différence de pression imposée (Pa)

AS° variation d’entropie (J/(mol.K))

u viscosité du filtrat (considérée ici comme égale a celle de I’eau (10 Pa.s))

Lettres latines

AB age de boues (jours)

ACN acétonitrile

ACP analyse en composantes principales

AGV acides gras volatils

Anpative aire dans I’extrait d’un échantillon non dopé

AMO ammonium oxydase (enzyme)

AP axes principaux (de I’ACP)

Apréanalyse aire dans I’extrait dopé juste avant analyse

Agpike aire correspondante au niveau de dopage

ATU allylthyourée (inhibiteur sélectif de I’activité de nitrification autotrophe)
BA procédé a boues activées

BAM bioréacteur a membrane

BAME bioréacteur a membrane a boucle externe

BAMI bioréacteur a membrane immergée

C concentration en MES de la boue (kg/m®)

Cagquense concentration dans la phase aqueuse (ng/L)

Cobem concentration dans la phase colloidale (ng/kgpcm)

CE électrophorese capillaire

CE. carré des écarts

Clibre concentration dans la phase autre que particulaire ou colloidale (ng/L)
Cm charge massique (Zsubstrat/EMvs])

CMR cancérigeéne, mutagene et toxique pour la reproduction

crve concentrations natives dans chacune des phases (aqueux : ng/L ou solide : ng/gpar)
CP cyclophosphamide

Csolide concentration dans la phase solide (ng/kgpar)

Cr concentration totale en polluant (ng/L)

C, charge volumique (Zsubstrat/L.])

d détecté mais non quantifié

nd non déterminé
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Nomenclature

DCM
DCO
DHC

EE2
EH
EM
EPS
ERH
ERU
ESI

fOC
5-FU

GC
GPC

HAP
HPLC

IC
IDL
IFO
IL

IQL

Kpiol
Kpem

kdésorption
Kopistrib

Kr
Kglobal

Ky

Ko

I<Lin
I<micmpolluant
Ko

Kow
Kpart

ksorption

LBE
LC

LCA
LGC
LOD

matiere colloidale et dissoute (gpcm/L)
demande chimique en oxygene (mgO,/1)
10,11 — dihydrocarbamazépine

17a-éthinylestradiol
€quivalent habitant

effet matrice

exopolymeres

eaux résiduaires hospitalicres
eaux résiduaires urbaines
ionisation par ElectroSpray

fractions issues de 1’ultrafractionnement

0,1 <F;<12um;10kDa<F,<0,1 um; 1< F3; <10kDa et F;<1kDa
fraction de carbonique organique présente dans 1’adsorbant (kgoc/kgpar)
5-fluorouracile

chromatographie en phase gaz
chromatographie sur gel perméable

hydrocarbures aromatiques polycycliques
chromatographie liquide a haute performance

carbone inorganique

limite de détection instrumentale

ifosfamide

limite instrumentale considérée (IDL ou IQL)
limite de quantification instrumentale

constante cinétique de biodégradation (L/gmvs.j)

coefficient d’équilibre entre les concentrations du polluant li¢ a la DCM (Cpcwm) et
libre (Ciire) (L/kgnem)

constante cinétique de désorption (kgpar/(L.j))

coefficient de distribution entre les concentrations a 1’équilibre du polluant lié a la
matiére particulaire (Cgoiige) €t en phase aqueuse (Caqueuse) (diphasique : L/kgpar)
coefficient de Freundlich (ug" ™™ .L""/kgpar)

coefficient de distribution entre les concentrations a 1’équilibre du polluant li¢ a la
maticre particulaire (Cglige) €t en phase aqueuse (Caqueuse) (triphasique : L/kgpar)
constante de Henry (atm.m’/mol)

coefficient de Langmuir (L/pg)

coefficient de I’isotherme linéaire (L/kgpar)

constante de demi-saturation pour le micropolluant (ug/L)

coefficient de distribution carbone organique — eau (L/kgoc)

coefficient de partage octanol — eau

coefficient d’équilibre entre les concentrations du polluant li¢ a la matiere particulaire
(Csolide) et libre (Clibre) (L/kgpart)

constante cinétique de sorption (L/(kgpart.j))

Laboratoire de Biotechnologie de I’Environnement (Narbonne)
chromatographie en phase liquide

Laboratoire de Chimie Agro-Industrielle (Toulouse)
Laboratoire de Génie Chimique (Toulouse)

limite de détection
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Nomenclature

LODqin limite de détection la plus basse relevée dans la littérature
Log Dow logarithme du coefficient de partage octanol — eau (dépendant du pH)
Log Koc logarithme du coefficient de distribution octanol — carbone
Log Kow logarithme du coefficient de partage octanol — eau

LOQ limite de quantification

LOQsolide limite de quantification sur I’échantillon solide (ng/kgpar)
MESf efficacité de la méthode entiere

MEffabs efficacité absolue de la méthode (0 < Mggpps < 1)

MeOH méthanol

MES concentration en maticres en suspension (en kgpar/L).
MIX Deutérés

CP-d4 (2 mg/L), IFO-d4 (2 mg/L), 5-FU-6-d; (30 mg/L), TAM-ds (0,3 mg/L)
MIX Etalonnage
CP (1 mg/L), IFO (1 mg/L), 5-FU (10 mg/L), TAM (0,1 mg/L), PHO (10 mg/L),

NOR (10 mg/L)
MIX Standards
CP (2 mg/L), IFO (2 mg/L), 5-FU (40 mg/L), TAM (0,3 mg/L)
MRM multiple reaction monitoring
MS spectrométrie de masse
MS matiere séche (gus/L)
MS/MS spectrométrie de masse en tandem
MSPD dispersion de la matrice en phase solide
MVS maticres volatiles en suspension (gmvys/L)
MWE extraction sous micro-ondes
n degré de non linéarité par rapport a une isotherme linéaire
NOR moutarde norazotée
NP nonylphénol
NPOC carbone organique non purgeable
PDMS polydiméthylsiloxane
PEC concentration environnementale prédite

Pentegulonnage  pente de la courbe d’étalonnage
Penten¢mode  pente entre les quantités mesurées en fonction des niveaux dopés
PEX plan d’expériences

PHO mourtarde de phospharamide

PLE extraction par solvant pressurisé et a chaud

PNEC concentration seuil sans effet sur les organismes ciblés
POC carbone organique purgeable

PTM pression transmembranaire (bar)

Purgequoiigiene  VOlume de boue retiré quotidiennement (L/j)

Q quadrupole

Qo capacité maximale de sorption (ug/kgpar)

abiotique quantité perdue par pertes abiotiques (1g)

Jaqueuse quantité présente dans la phase aqueuse (ng)

aquense ™ quantité présente dans la phase aqueuse a la fin de I’essai (ng)
(biodég- quantité éliminée par biodégradation (ng)

QC controle qualité

Qcocktail débit du cocktail de médicaments (L/j)

Centrant quantité totale présente en entrée de systéme (en pg)
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Nomenclature

QERU

Qnative

native

Jperméat

onstextraction

onstpuriﬁcation

Qpréextraction

~ finale
(solide
Qsolution_saline
(sorbée

Qspike

Jspike

Rdt
Répéta.
Repro.
Rim
TspécifiqueCP
Rsubstlat

I'yolumiqueCP

SBSE
SCE
SFC
SPE
SPME
STEP

t
T

substrat
micropolhant

TAM
TC
TOC
TOF
TRAP
TSH

UHPLC
uv

Y
Vboue

Vextrait

VOlumeréacteur

Vphase_aqueuse

Ymicmpolluant

débit ’ERU (L/j)

quantité initialement présente (ng)

quantité native en micropolluants dans chacune des phases (ng)
quantité sortante dans le perméat (ng)

quantité mesurée dans I’extrait dopé apres extraction (ng)
quantité mesurée dans I’extrait dopé apres purification (ng)
quantité dans 1’extrait aprés procédure entiére (ng)

quantité présente en phase solide a la fin des essais (ng)

débit de la solution saline synthétique (L/j)

quantité sorbée sur la boue (ug)

quantité correspondante au niveau de dopage (ng)

quantité dopée (ng)

rendement

répétabilité

reproductibilité

résistance de la membrane (1/m)

vitesse de consommation de micropolluant par unité de bactéries (Lg/gmvs.j)
taux de dégradation d’un substrat facilement biodégradable (ggpsiat/L.h)

vitesse de consommation par unité de volume (pg/L.j)

microextraction sur barreau aimanté
somme des carrés des écarts
extraction par fluide supercritique
extraction sur phase solide
microextraction sur phase solide
STations d’Epuration

temps de filtration (s)
température (K)

taux de bioconversion du micropolluant impliqué dans le cométabolisme (Lg/Ssbsirat)

tamoxifene

carbone total

teneur en carbone organique total
analyseur a temps de vol

piege a ions

temps de s¢jour hydraulique (h)

chromatographie liquide a ultra haute performance
ultraviolet

volume filtré (m?)
volume de boue (L, identique entre chaque composite)
volume d’extrait final (mL)

volume du bioréacteur (L)
volume de phase aqueuse (L)

taux de bioconversion en utilisant le micropolluant comme substrat (gyys/1Lg)
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Introduction générale

La pollution des milieux naturels est une réalit¢ connue de tous. L’ AFNOR définit le terme polluant
comme « un altérageéne biologique, physique ou chimique, qui au-dela d’un certain seuil, et parfois
dans certaines conditions, développe des impacts négatifs sur tout ou partie d’un écosystéme ou de
I’Environnement en général ». Qu’elle soit de nature atmosphérique, terrestre ou aquatique, la
pollution présente une menace sérieuse pour tous les organismes vivants, allant du plus simple des
microorganismes jusqu’a I’Homme.

La pollution aquatique est une thématique qui attise la curiosité de nombreux acteurs scientifiques et
non-scientifiques car elle touche a un élément vital : I’Eau. Source de vie et parfois de conflit, I’'Eau
est un bien rare qui mérite d’étre protégé et notamment sur ce point précis qu’est la pollution. Le
profil des matiéres polluantes retrouvées dans I’Eau n’est pas unique. Parmi ces polluants, on peut
identifier la présence de matiéres en grande quantité (> mg/L), puis d’autres matiéres présentes en
quantité plus modeste (ug/L et moins). Dans cette dernicre catégorie de polluants qu’on appelle
micropolluants, on peut notamment identifier les produits pharmaceutiques.

Grace a ’amélioration considérable des techniques analytiques, la présence quasi systématique de
produits pharmaceutiques dans les eaux de surface a été rapportée, et plus occasionnellement dans
les eaux de boisson. Ces produits appartiennent a des classes trés diverses, les principales étant les
antibiotiques, les anti-inflammatoires ou les produits hormonaux. Si la nocivité intrinséque de
certaines de ces molécules est connue pour des doses thérapeutiques, leurs effets aux concentrations
rencontrées dans I’Environnement sont peu connus et difficiles a quantifier. Cette remarque est
¢galement valable pour leurs produits de dégradation : les métabolites. Citons toutefois la relation
¢tablie entre la présence d’hormones contraceptives dans les eaux de surface et la féminisation des
poissons. Les perturbations écologiques peuvent donc étre dramatiques.

Bien que les origines de cette pollution puissent étre diverses, I’émission de produits pharmaceutiques
contenus dans les rejets de station d’épuration est la principale retenue. De nombreux programmes
d’envergure nationale (AMPERES, France, 2005 — 2008 ; U.S. Geological Survey, Etats-Unis,
2007 —2011) ou européenne (Poséidon, 2001 — 2004 ; Norman, 2005 — 2008 ; PILLS, 2007 —2012)
ont montré que ces molécules étaient éliminées avec des taux tres variables, compris entre 10 et plus
de 90 %. Les interactions permettant d’expliquer ces taux sont toutefois peu connues et peuvent étre
liées a I’élimination de la molécule par biodégradation, ou simplement a son transfert depuis la
phase liquide vers la phase solide de la boue activée qui a traité ’effluent. Il est a présent nécessaire
de caractériser la part jouée par ces mécanismes dans 1’élimination, et de voir si un ou plusieurs de
ces mécanismes peuvent étre intensifiés dans I’objectif de produire des rejets de meilleure qualité
chimique, participant dans le méme temps a la conservation et a la reconquéte des milieux naturels.
Ce dernier point constitue par ailleurs un objectif clé de la Directive Cadre sur I’Eau (DCE
2000/600/CE), visant a atteindre un «bon état chimique et écologique » des masses d’eau a
I’horizon 2015.

L’ensemble des projets précédemment cités ne s’est toutefois pas intéressé a la présence d’une
famille de produits pharmaceutiques bien spécifique : les produits anticancéreux. Ces molécules
sont principalement utilisées pour combattre les cellules malignes impliquées dans le
développement du cancer. La plupart de ces composés sont considérés comme Cancérigénes,
Mutagenes et toxiques pour la Reproduction (CMR), et sont donc a priori toxiques pour tout
composant biologique. Elles sont de plus treés persistantes car peu biodégradables. Ces raisons
amenent certains auteurs a penser que ces molécules sont parmi les plus dangereuses dans
I’Environnement et préconisent leur suivi (Johnson et al., 2008 ; Besse et al., 2012). De récents
programmes européens (PHARMAS, 2011 — 2013 ; Cytothreat, 2011 — 2013) commencent a
s’intéresser a leur devenir dans le cycle de I’Eau. Les quelques études jusqu’ici publiées ont montré
que les produits anticancéreux étaient dans I’ensemble trés peu voire non €liminés lors de leur
passage en station d’épuration. Il est donc important de comprendre pourquoi ces molécules sont
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peu ou pas ¢liminées, et si cette élimination peut étre améliorée en optimisant les installations
existantes ou en impliquant des technologies de traitement plus aptes a traiter ce type de pollution.

Des travaux de recherche réalisés en laboratoire semblent démontrer le potentiel intéressant de la
technologie de bioréacteur 8 membrane dans le traitement d’effluents contaminés par ces molécules.
Le bioréacteur a membrane est un procédé couplant un traitement biologique et une séparation
liquide/solide par membrane. Ce couplage offre au procédé une grande flexibilité dans la gestion des
conditions opératoires, et permet notamment I’application de concentrations et d’ages de boues
¢levés. Ces raisons pourraient en partie étre a 1’origine du taux d’élimination de 80 % observé par
Delgado (2009) lors du traitement par bioréacteur a membrane d’effluents contaminés par un agent
anticancéreux, le cyclophosphamide. Toutefois, les mécanismes a 1’origine de cette élimination sont
encore mal connus: dégradation biologique et/ou adsorption sur les boues ? L’adsorption
éventuelle de ces composés influence non seulement la disponibilité du polluant pour la dégradation
biologique mais constitue aussi une contrainte supplémentaire lors de 1’¢élimination de ces boues, qui
constituent quel que soit le procédé un rejet a traiter. De plus, la connaissance des mécanismes
régissant la disparition de ces molécules est essentielle, d’une part pour participer a la
compréhension du fonctionnement du procédé, et d’autre part pour améliorer les performances de
traitement et éventuellement aboutir & une élimination totale. Ces questions sont d’autant plus
importantes puisqu’il est probable qu’a plus ou moins long terme, des mesures coercitives soient
mises en place et impliquent 1’élimination compléte de cette pollution. Ces questions constituent les
bases du travail présenté.

Ce travail de thése fait partie du projet de I’Agence Nationale de la Recherche (ANR) — Jeunes
Chercheurs (JC) « BioMedBoue », destiné a caractériser la biodisponibilité de médicaments dans les
boues biologiques, et plus précisément des molécules anticancéreuses. Les objectifs purement
scientifiques de ce projet sont :

(1) Comprendre les phénomenes d’adsorption des molécules anticancéreuses dans les boues, et
notamment celles de bioréacteurs a membrane ;

(i1) Déterminer les paramétres explicatifs des propriétés d’adsorption en rapport avec les
caractéristiques des boues et les propriétés des molécules anticancéreuses ;

(ii1) Quantifier la disponibilité de ces molécules pour la biodégradation.
A cela s’est ajouté de facto un objectif davantage technique qui est :

(iv)Analyser quantitativement les molécules anticancéreuses dans les boues et a faibles
concentrations (0,1 — 1 ug/L).

Ce projet et ce travail de thése sont a ’interface de plusieurs disciplines scientifiques regroupant
notamment la chimie analytique, le génie des procédés et la caractérisation physico-chimique de
matrices complexes. Trois laboratoires ont ét€ réunis autour de ce projet : le Laboratoire de Génie
Chimique (LGC, Toulouse) pour ses compétences en génie des procédés, le Laboratoire de Chimie
Agro-Industrielle (LCA, Toulouse) pour ses compétences en développement de méthodes
analytiques appliquées aux échantillons environnementaux, et le laboratoire de Biotechnologie de
I’Environnement (LBE, Narbonne) pour ses compétences dans la compréhension des interactions
entre polluants et populations microbiennes.

Les objectifs de ce travail de theése correspondent aux objectifs (i), (i1) et (iv) du projet
« BioMedBoue », auquel s’ajoute un objectif supplémentaire qui concerne I’identification des
mécanismes a 1’origine de I’élimination de molécules anticancéreuses par la technologie de
bioréacteur & membrane. Les recherches ont ét¢ principalement ciblées autour de deux agents
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anticancéreux : le cyclophosphamide et I’ifosfamide. Le manuscrit de thése présente les réponses a
ces objectifs suivant une organisation en quatre chapitres.

A travers une courte syntheése bibliographique, le chapitre I retrace le parcours de médicaments
anticancéreux entre le moment de leur consommation et leur détection dans les matrices
environnementales. Des considérations générales sur leur devenir lors du traitement des eaux usées
seront abordées puis approfondies au fil du manuscrit.

Les trois autres chapitres sont construits sur une méme base et se décomposent chronologiquement
en un ¢état des connaissances et des besoins scientifiques sur la thématique abordée, une description
des matériels et méthodes utilisés ou développés, puis une présentation des résultats obtenus,
complétés par une discussion.

Le chapitre II détaille la mise au point d’'une méthode d’analyse de molécules anticancéreuses dans
les phases aqueuse et solide des boues, premier ¢lément indispensable a la poursuite des recherches.
Un soin particulier est apport¢ a la description des techniques d’extraction, d’analyse et des
méthodes de validation utilisées pour atteindre cet objectif.

Le chapitre III présente les stratégies développées pour la caractérisation du phénomene de sorption
de ces molécules dans les boues. Il y est notamment décrit une procédure originale permettant
I’estimation de la distribution des polluants suivant les différentes phases de la boue. L’objectif
principal de ces travaux concerne la proposition d’un modele prédictif reliant les propriétés physico-
chimiques des molécules et des boues, avec les comportements de sorption.

Enfin, le chapitre IV s’intéresse a I’identification des mécanismes a I’origine de 1’élimination d’un
cocktail de produits anticancéreux lors du traitement par bioréacteur a membrane. Ces recherches
ont pour but principal de compléter les résultats de la thése de Luis Delgado (2009) portant sur
I'utilisation de cette technologie pour le traitement d’effluents contaminés par ces molécules. Un
focus est établi sur les interactions de sorption, de biodégradation et avec la matiere colloidale et
dissoute dans les boues.

Des conclusions partielles jalonnent chacun de ces chapitres et seront utilisées dans la conclusion
générale de ce travail de these et comme base a la proposition de nouvelles perspectives de
recherche.






Chapitre 1.

Cycle de vie de médicaments
anticancéreux : de leur utilisation
jusqu’a leur détection dans
I’Environnement

Ce premier chapitre s’intéresse a la problématique des médicaments anticancéreux et de
leurs interactions avec [’Environnement. Il a été rédigé dans un effort d’harmonisation des
connaissances a ce sujet, que ce soit pour des lecteurs avertis ou moins informés. Ainsi, des
considérations parfois tres scientifiques seront simplement évoquées mais approfondies au fil
du manuscrit.

Ce chapitre s’articule autour de 3 parties. La premiere partie expose rapidement quelques
connaissances sur le cancer dans nos sociétés et [utilisation de médicaments dans son
traitement. La seconde partie retrace le parcours de ces médicaments entre le moment de leur
prise et celui ou ils atteignent |’Environnement. Enfin, la troisieme et derniere partie
s attache a développer les questions techniques et scientifiques qui constituent les objectifs de
ce travail de these.












Chapitre 1. Cycle de vie de substances anticancéreuses : de leur utilisation jusqu’a leur détection dans
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I.1) Le cancer et son environnement

I.1.1) A propos du cancer

Le cancer est une maladie décrite depuis 1’antiquité. C’est le médecin grec Hippocrate qui en
comparant 1’aspect des tumeurs a un crabe leur a donné pour la premiére fois les noms grecs
de « karkinos » et « karkinoma » (INCa, non daté). Au sens strictement biologique, le cancer
est défini comme un « ensemble de cellules indifférenciées qui, en échappant au contréle de
I’organisme, se multiplie indéfiniment, envahissant les tissus voisins en les détruisant, et se
répandent dans I’organisme en métastases ; la maladie qui en résulte » (Larousse, 2011). La
définition est simple. La maitrise de la maladie est pourtant délicate. En effet, le cancer est un
véritable probléme de santé publique et ce, dans de trés nombreux pays. Longtemps percu
avec une charge symbolique forte, le cancer bénéficie dorénavant d’une meilleure visibilité et
acceptation sociale, notamment grace aux progres incontestables et continus dans le domaine
de la prévention, du dépistage ou encore de la prise en charge.

Le cancer est un terme générique désignant un groupe de maladies trés diverses. Plus d’une
centaine de types sont répertoriés, chacun affectant différentes régions de 1’organisme. Partout
dans le monde, le nombre et la nature des cancers diagnostiqués connaissent une évolution
constante. Les formes les plus courantes varient selon qu’il s’agisse d’un pays a revenus
importants ou pas. Ainsi, les cancers du poumon, du sein et de la prostate dominent dans les
pays a revenus ¢€levés, alors que les cancers de I’estomac, du foie et du col de [’utérus sont les
plus répandus dans les pays a moindres ressources (IARC, 2008). On estime que pres de 25
millions de personnes dans la population mondiale vivent avec un cancer. L’incidence, définie
comme le nombre de nouveaux cas estimés par an, est d’environ 180 pour 100 000 personnes.
Une hausse de ces chiffres est a prévoir en raison (i) de I’augmentation et du vieillissement de
la population, (ii) de 1’élimination des maladies infectieuses et (iii) de I’augmentation réelle
de la maladie due a la multiplication et au croisement des facteurs de risque (Globocan, 2008).

L’origine précise des cancers est mal connue. Cependant, deux composantes sont généralement
retenues dans leur explication. La premicre définit les risques dits endogenes, provenant de
I’organisme. Ces risques sont liés aux prédispositions génétiques via I’hérédité. La seconde définit
les risques dits exogenes et donc extérieurs a 1’organisme. Ces risques sont pour partie induits par
I’environnement (pollution atmosphérique, radiations UV...) et par le comportement des
individus (alcool, tabac, déséquilibre nutritionnel...). Alors que les facteurs liés a I’hérédité sont
difficilement évitables, les facteurs « environnementaux » sont eux davantage contrdlables. En
effet, on estime a pres de 50 % la réduction possible du nombre de cancers en faisant évoluer les
comportements (Ligue Contre le Cancer, 2009). Actuellement, de nombreuses actions sont
menées en ce sens, a I’image du Plan Cancer en France destiné a caractériser les facteurs de risque
et développer les méthodes de traitement.

Les formes de cancer étant multiples, les possibilités de traitement le sont également. Trois
grandes disciplines sont identifiées et sollicitées, parfois de mani¢re combinée pour optimiser
I’efficacité des traitements : la chirurgie, la radiothérapie et les traitements médicaux. Cette
derniére branche regroupe, entre autres, I’immunothérapie, 1’hormonothérapie ainsi que la
chimiothérapie, toutes utilisant de nombreux médicaments.

I.1.2) Classification des médicaments anticancéreux

Le terme anticancéreux regroupe sous un méme nom des composés exercant des activités
biologiques tres différentes. Plus d’une cinquantaine de produits sont réguliérement utilisés
(Johnson et al., 2008). On distingue alors les agents cytotoxiques, les cytostatiques et ceux
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des thérapies endocriniennes. D’apres le systeme de classification Anatomique, Thérapeutique
et Chimique (ATC), les agents cytotoxiques et cytostatiques appartiennent a la classe ATC
L01, communément appelée groupement des agents antinéoplasiques (Besse ef al., 2012).

Les composés cytotoxiques interagissent directement avec ’acide désoxyribonucléique (ADN).
IIs causent de sévéres altérations métaboliques et morphologiques aux cellules cancéreuses,
aboutissant a leur mort. La famille des cytotoxiques est trés ramifiée, notamment en raison des
mécanismes d’action des molécules. Parmi les principales classes, on identifie :

(1) les agents alkylants et apparentés. Ils forment des liaisons covalentes avec les nucléotides
de la chaine d’ADN et inhibent ainsi la réplication. Les organoplatines (cisplatine), les
dérivés nitroso-urée (carmustine, lomustine) et les moutardes azotées (cyclophosphamide,
ifosfamide) en font partie ;

(1) les antimétabolites. Ils bloquent ou détournent plusieurs voies de synthése de I’ADN. Les
antifoliques (méthotrexate) et les antipyrimidiques (5-fluorouracile, capecitabine) en font
notamment partie ;

(iii)les agents intercalants. Ils s’intercalent entre les brins d’ADN et inhibent la division
cellulaire. Les anthracyclines (doxorubicine), d’origine antibiotique, en font partie ;

(iv)les agents tubulo-affines et apparentés. Ils génent la formation et le fonctionnement
normal du fuseau, systéme permettant la migration des chromosomes lors de la division
cellulaire. Les alcaloides (vincristine) et les taxanes (docétaxel) en font partie.

Les composés cytostatiques n’interagissent pas directement avec I’ADN. Comme pour les
cytotoxiques, leurs mécanismes d’action sont tres variés et permettent de distinguer :

(1) les modificateurs de la réponse autoimmune. IIs ont pour objectif de stimuler la réponse
immune anticancéreuse. Les anticorps monoclonaux (trastuzumab, rituximab) en sont les
représentants ;

(i1) Les inhibiteurs de ’activité protéine-tyrosine kinase (imanitib). Ils ont pour cible le
systéme enzymatique responsable de I’activation cellulaire des cellules cancéreuses.

Les molécules utilisées en thérapies endocriniennes appartiennent a la classe ATC L02 (Besse
et al.,2012). Elles ont pour objectif de traiter les cancers hormono-dépendants. On distingue :

(1) les analogues hormonaux. Ils bloquent la libération de la gonadotrophine, hormone
stimulant la production des hormones sexuelles qui parfois aggravent certains cancers ;

(i1) les antagonistes hormonaux. Ils modifient la réponse d’une hormone avec son récepteur
en se substituant a I’hormone originelle, limitant la prolifération des cellules. Les
antiandrogenes (bicalutamide) et les anticestrogenes (tamoxiféne) en font partie.

De par leurs actions, la plupart de ces médicaments posséde une toxicité importante pour de tres
nombreuses cellules, notamment celles a croissance rapide (épithélium, systeme pileux...). En
effet, d’aprés la classification établie par le Centre International de Recherches sur le Cancer
(CIRC), les anticancéreux sont reconnus comme cancérogenes pour I’homme (groupe 1),
cancérogenes probables (groupe 2A) et cancérogenes possibles (groupe 2B). Le caractere
Cancérigéne, Mutagene et toxique pour la Reproduction (CMR) est souvent retenu (Rowney et
al., 2009). Paradoxalement, I’utilisation de produits anticancéreux peut ainsi aboutir au
développement d’autres affections ou pathologies.
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1.1.3) Tendances de consommation et prévisions

Indépendamment des classes thérapeutiques disponibles sur le marché, la consommation
mondiale de médicaments augmente continuellement et de maniére quasi-linéaire (8 %) sur
les 10 derniéres années. Le vieillissement de la population, I’amélioration des soins et du
niveau de vie en sont les principales raisons (Zorita, 2008).

Le positionnement de la consommation mondiale de produits anticancéreux (exprimée en
milliards d’euros) est surprenant. De toutes les classes thérapeutiques, ils figurent parmi la
plus vendue, loin devant les régulateurs lipidiques et les agents respiratoires qui sont
respectivement en 2™ et 3™ position (IMS, 2010). Cette observation est valable sur les
quatre années renseignées (2006 — 2010). En 2010, ces différentes classes occupaient chacune
7,1, 4,6 et 4,5 % du marché mondial, estimé a prés de 625 milliards d’euros. Toutefois, elles
ne figuraient pas parmi celles qui connaissaient les plus fortes progressions : les agents auto-
immuns (+ 14,7 %), les agents utilisés dans le traitement des scléroses (+ 13,8 %) et ceux
utilisés contre le diabéte (+ 12,2 %). Ces tendances sont encore valables.

La consommation en France (exprimée en milliards d’euros) est assez peu différente. En effet,
les produits anticancéreux sont également les plus vendus, suivis par les médicaments utilisés
dans les traitements cardiovasculaires puis du systéme nerveux (ANSM, 2011). En 2011,
chacune de ces classes occupaient 17,5, 14,3 et 14,1 % du marché frangais, estimé a pres de
28 milliards d’euros. Ce marché est cependant hétérogeéne. Les prescriptions de médicaments
sont trés différentes suivant la consommation en milieu hospitalier ou celle dite « en ville »
(pharmacies). A 1’hopital, les produits anticancéreux constituent de loin le premier poste de
depense de médicaments, s’¢levant a 38 % du chiffre d’affaire total de 6 milliards d’euros. En
ville, les produits anticancéreux n’occupent plus « que » la 4™ place, représentant 12 % du
chiffre d’affaire total de 22 milliards d’euros. Cette différence peut étre expliquée par les
habitudes de consommation de médicaments propres a chacun de ces secteurs. Alors que les
formes injectables sont favorisées en milieu hospitalier (64 % des conditionnements), la prise
orale par voie seche (comprimés) ou liquides (solutions buvables) est trés répandue en ville
(79 %) (ANSM, 2011). On estime que prés de 80 % des traitements anticancéreux sont
administrés par intraveineuse contre 20 % oralement (Allwood e al., 2002). Ces estimations
sont cohérentes avec la répartition précédente.

Raisonner sur des estimations de consommation en milliards d’euros ne donne toutefois pas
d’informations précieuses sur les quantités utilisées. Les médicaments anticancéreux, souvent
marqués par une innovation importante, ont un colt unitaire tres élevé. Alors qu’ils
représentaient 12 % du chiffre d’affaire total en ville, les médicaments anticancéreux ne
représentent plus que 0,5 % du nombre total d’unités vendues estimé a 3 milliards (ANSM,
2011). Ainsi, la consommation d’agents anticancéreux pourrait paraitre faible. Cette donnée
est toutefois incompléte. En effet, certains médicaments sont a priori d’usage strictement
hospitalier et ne figure donc pas dans cette liste. C’est notamment le cas de I’ifosfamide, un
cytotoxique alkylant, dont le profil d’effets secondaires implique une hospitalisation quasi-
systématique (Mullot, 2009). Raisonner sur le nombre d’unités vendues est donc un bon
indicateur mais encore insuffisant pour estimer les quantités administrées.

Obtenir des informations précises de tonnage est une démarche longue et difficile. Besse et al.
(2012) ont toutefois pu établir une estimation des quantités totales de médicaments
anticancéreux administrés en récoltant des données fournies par I’AFSSAPS. Une synthese de
ces données est présentée sur la Figure I-1, donnant la répartition des différentes familles au
sein de la consommation totale d’anticancéreux ainsi que les 5 plus administrés.
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Figure I-1 : Consommation (tonnage) de médicaments anticancéreux en France en 2008

Sur cette figure, seuls les 20 médicaments les plus administrés ont été considérés. Ils représentent
pres de 95 % de la consommation totale d’anticancéreux et sont donc suffisamment représentatifs.
Les agents cytotoxiques sont ainsi tres largement administrés (80 %). Le type antimétabolite est le
plus répandu (37 %), suivi de prés par les autres agents cytotoxiques (36 %). Cette catégorie
désigne tout agent cytotoxique n’appartenant pas a un type clairement identifié (partie 1.1.2).
L’hydroxycarbamide représente la consommation la plus élevée. La capecitabine et le 5-
fluorouracile sont aussi trés consommeés. La capecitabine étant convertie par 1’organisme en 5-
fluorouracile, 1'utilisation de cette molécule est finalement trés importante. La plupart des agents
anticancéreux connaissent une consommation en hausse et a différents degrés. Cette augmentation
est justifiée par une demande en traitement chimiothérapeutique de plus en plus forte et estimée a
pres de 10 % par an (Summerhayes, 2003). Une diversification de la prise médicamenteuse est
¢galement attendue, s’orientant davantage vers une prise orale et au domicile du patient (Allwood
et al., 2002). Le profil de consommation est donc amené a évoluer. Ce constat pourrait étre
accentué par la prise en compte des traitements anticancéreux en médecine vétérinaire, dont une
augmentation et une diversification sont également prévues (Castegnaro et Hansel, 2000).

1.1.4) Propriétés physico-chimiques des molécules anticancéreuses

Contrairement a certaines familles de produits pharmaceutiques, il n’existe pas de structure
standard pour décrire les produits anticancéreux. La multiplicité¢ des cancers et des objectifs de
traitement en est probablement la meilleure explication. La structure peut donc étre simple, mais
également tres complexe suivant la molécule considérée (Figure 1-2).

Figure I-2: Structures chimiques du 5-fluorouracile (gauche) et de la vincristine (droite)
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Ces grandes différences de structure conférent aux produits anticancéreux des caractéristiques
physico-chimiques trés diverses. Le nombre de molécules étant trés important et les données
disponibles trés partielles, seuls les ordres de grandeur des caractéristiques les plus pertinentes
sont renseignés (Tableau I-1) et désignent :

(a) I’affinité pour la matiére organique (i.e. caractere lipophile) a travers le logarithme du
coefficient de partage octanol-eau Log K,y ;

(b) I’affinité pour la phase aqueuse (i.e. caractére hydrophile) a travers la solubilité dans
I’eau Sole,,. Les parametres Log K, et Sole,, sont corrélés négativement ;

(c) ’aptitude a former des espéces chargées a travers le logarithme de la constante
d’acidité pKa ;

(d) I’équilibre entre phase aqueuse et phase gazeuse a travers la constante de Henry Ky;.

Tableau I-1 : Propriétés physico-chimiques limites des molécules anticancéreuses

Valeurs limites

Caractéristiques Minimum Maximum
(molécule) (molécule)
76 1416
M lai /mol
asse molaire (g/mol) (hydroxycarbamide) (bléomycine)
-2,5 >6
L K Wa 5
08 Do (cytarabine) (tamoxifene)
1072 ~10*
legud25° L)*
Solea @ 25 °C (mg/L) (vinblastine) (cytarabine)
Ka® 2,8 9,8
P (cyclophosphamide) (étoposide)
; ~107" ~10™"
Ky (atm.m”/mol)*
o (atm.m’/mol) (méthotrexate) (chlorambucil)

a : Kosjek et Heath, 2011

L’occurrence et la distribution des produits anticancéreux dans I’environnement résulteront de
ces caractéristiques. Ainsi, les molécules présentant les plus fortes valeurs de Log K, auront
tendance a se fixer sur les matieres organiques et pourront s’y retrouver dans des quantités
« facilement » quantifiables. Le potentiel de bioaccumulation sera également trés important.
A T’inverse, les molécules présentant les solubilités les plus grandes seront préférentiellement
retrouvées dans la phase aqueuse. Les valeurs de pKa indiquent que les produits
anticancéreux possedent des propriétés d’acides faibles, d’especes neutres ou de bases faibles.
A pH environnemental (pH~7), certains composés pourront se retrouver sous forme anionique
(-) ou cationique (+) et possederont (i) une meilleure mobilité en phase aqueuse et (ii) une
plus grande aptitude a développer des interactions spécifiques avec certains éléments
constitutifs des matrices rencontrées (Kosjek et Heath, 2011). Les molécules anticancéreuses
ne présentent toutefois pas de sensibilité apparente a la volatilisation. En effet, les molécules
ayant un Ky inférieur a 10~ atm.m’/mol n’ont pas d’aptitude & se volatiliser (Lesage, 2009).
Leur présence dans les environnements gazeux est donc tres faible.

Généraliser le devenir des produits anticancéreux dans I’Environnement n’apparait donc pas
pertinent. Le ciblage par famille thérapeutique pourrait étre davantage approprié. Toutefois,
d’importantes différences peuvent également exister au sein d’'une méme famille. Le
tamoxiféne et 1’anastrozole, issus du groupe des antagonistes hormonaux (anticestrogenes),
présentent une différence de plus de 4 unités pour la valeur de Log K,y (Xie, 2012). Ainsi, la
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compréhension du comportement des produits anticancéreux requiert une caractérisation
précise par molécule.

1.1.5) Sélection des molécules d’intérét

Réaliser une bibliographie exhaustive sur 1’occurrence des produits anticancéreux dans
I’Environnement n’est pas une tache envisageable. Pour orienter les recherches, plusieurs
critéres ont donc été retenus dans la sélection des molécules a suivre. Ces critéres se basent
principalement sur :

(1) les données et pratiques de consommation. La probabilit¢ de détection dans les
matrices environnementales est d’autant plus grande qu’une molécule est consommée
en grande quantité ;

(i1) les propriétés physico-chimiques. Afin d’apprécier au mieux le devenir des produits
anticancéreux, les propriétés doivent étre suffisamment éloignées pour caractériser des
comportements a priori différents ;

(iii)les connaissances scientifiques. La disponibilit¢ de données d’occurrence
environnementale, d’écotoxicité ou encore de méthodes analytiques renseignent sur le
dynamisme scientifique associé a la molécule et la pertinence de son suivi ;

(iv)la visibilité scientifique et éventuellement sociale. Certains produits anticancéreux
constitueraient de meilleurs représentants dans une perspective de diffusion des
connaissances a grande échelle.

Ainsi, notre choix s’est porté sur 4 produits anticancéreux distincts : le cyclophosphamide
(CP) et I’ifosfamide (IFO) du groupe des cytotoxiques de type alkylant ; le S-fluorouracile
(5-FU) du groupe des cytotoxiques de type antimétabolite ; le tamoxiféne (TAM) du groupe
des thérapies endocriniennes de type antagoniste hormonal. Le manuscrit sera a présent
orienté¢ sur ces molécules. Elles seront principalement caractérisées par leurs abréviations
dans le reste du document. Les données de consommation et les propriétés physico-chimiques
des molécules sont renseignées en annexe (Annexe A). Quelques arguments complémentaires
aux criteres (ii1) et (iv) sont également inclus.

1.2) Les molécules anticancéreuses et ’Environnement

Cette partie détaille le comportement de médicaments anticancéreux le long du continuum
« consommation — traitement en station — émission vers 1’environnement », définissant
ainsi les bornes du systeme considéré. Les étapes en amont (fabrication du médicament,
autorisation de mise sur le marché...) et en aval (réutilisation d’eau, production d’eau
potable...) ne seront donc pas abordées. Ce parcours est représenté sous forme de schéma de
synthese et est proposé sur la Figure I-3. Un lien sera régulierement établi entre ce schéma et
les différentes-sous parties.
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. Eau résiduaire hospitaliére

. Eau résiduaire domestique

. Eau résiduaire urbaine

. Effluent de station

. Eaux de surface

: domicile

: milieu hospitalier

0O w P

: station d'épuration

D : eaux de surface

————— Voie d'introduction ou interconnexion possible

Figure I-3 : Sources et voies de dissémination possibles de produits médicamenteux dans I’Environnement
(inspiré de Daughton, 2006)
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Tableau I-2 : Concentrations relevées en cyclophosphamide (gauche) et ifosfamide (droite) dans diverses matrices environnementales

Matrice Concentration Pavs Référence Matrice Concentration Pavs Référence
(fraction dissoute) en CP (ng/L) y (fraction dissoute) en IFO (ng/L) y
146 Allemagne  Steger-Hartmann ef al., 1996 24 Allemagne  Steger-Hartmann ez al., 1996
19 — 4500 Allemagne  Steger-Hartmann ef al., 1997 1914 (mx) Allemagne Kummerer et al., 1997
Eau Résiduaire 30 -900 France Cata?st.ini etal., 2008 Eau Résiduaire 30-900 France Catgst.ini etal., 2008
Hospitaliére 4400 (mx) France Zini et al., 2008 Hospitaliére 3900 (nalx) France Zini et al., 2008
(ERH) ~300° France Mullot, 2009 (ERH) ~100 France Mullot, 2009
6 — 2000 (mx) Chine Yin et al., 2010 2 - 10647 (mx) Chine Yinet al., 2010
12100 Slovénie Cesenetal., 2012 10500 Slovénie Cesenetal., 2012
5340 Espagne Gomez-Canela et al., 2012 Eau Résiduaire <6-29 Allemagne Kummerer et al., 1997
6—143 Allemagne  Steger-Hartmann ef al., 1997 Urbaine (ERU) 1,4-5 Suisse Buerge et al., 2006
211 Suisse Buerge et al., 2006 300 France Zini et al., 2008
Eau Résiduaire 400 France Zini et al., 2008 <6-43 Allemagne Kummerer et al., 1997
Urbaine (ERU) 9 Canada Garcia-Ac, 2010 Effluent de 2900 (mx) Allemagne Ternes, 1998
~100* France Mullot, 2009 o 1,7-6 Suisse Buerge et al., 2006
13100 Espagne Gomez-Canela ef al., 2012 station 100 (m) France Catastini ef al., 2008
6—-17 Allemagne  Steger-Hartmann et al., 1997 100 France Zini et al., 2008
2400 (mx) Allemagne Ternes, 1998 0,08-0,14 Suisse Buerge et al., 2006
2,1-9 Italie Castiglioni et al., 2005 Eau de riviere 0,6 -1 Allemagne Kummerer et Al-Ahmad, 2010
Effluent de 0,6 (md) Italie Zuccato et al., 2005 41 Espagne Valcarcel et al., 2011
station 2,1-10 Suisse Buergeiet al., 2006 Eau de lac 0,05 Suisse Buerge ef al., 2006
300 (m) France Catastini et al., 2008
300 France Zini et al., 2008 a : ordre de grandeur ; m : moyenne ; md : médiane ; mx : maximum
01935 Angle?erre Llewellyn et al., 2011 Pour mémoire : effluent de décharge, 32 — 42 ng/L, Allemagne, Jjemba, 2008
2,2-10,1 Itqhe Zuccato et al., 2000 IFO a été recherché mais non quantifié ou détecté dans les matrices suivantes :
e G o S 0 ERD Yl 209 e
’ > (b) Boue : Ternes et al., 2005a (Allemagne)
0,6-0,7 Allemagne Kummerer et Al-Ahmad, 2010 (c) Effluent de station : Coetsier et al., 2009 (France) ; Hogenboom et al., 2009
Eau de lac 0,07 -0,15 Suisse Buerge et al., 2006 (Pays-Bas) ; LLewellyn e al., 2011 (Angleterre)

a : ordre de grandeur ; m : moyenne ; md : médiane ; mx : maximum

Pour mémoire : effluent de décharge, 97 — 192 ng/L, Allemagne, Jjemba, 2008

CP a été recherché mais non quantifié ou détecté dans les matrices suivantes :

(a) ERU : Busetti et al., 2009 (Australie)

(b) Boue : Ternes et al., 2005 (Allemagne)

(c) Effluent de station : Metcalfe et al., 2003 (Canada) ; Brun et a/., 2006 (Canada) ;
Laven et al., 2009 (Suede) ; Hogenboom et al., 2009 (Pays-Bas) ; McArdell et al.,
2011 (Suisse)

(d) Eaux de surface : Ternes, 1998 (Allemagne) ; Zuccato ef al., 2005 (Italie) ;
Paffoni et al., 2006 (France)

(d) Eaux de surface : Ternes, 1998 (Allemagne) ; Paffoni et al., 2006 (France)
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Tableau I-3 : Concentrations relevées en S-fluorouracile (gauche) et tamoxiféne (droite) dans diverses matrices environnementales

Matrice Concentration Pavs Référence Matrice Concentration Pavs Référence
(fraction dissoute) en 5-FU (ng/L) y (fraction dissoute) en TAM (ng/L) Y
<20 -122000 Autriche Mahnik et al., 2004 Eau Résiduaire 143 France Zini et al., 2008
124400 (mx) Autriche Mahnik et al., 2007 Hospitaliére 369 (mx) - Haguenoer, 2010
Eau Résiduaire 800 (m) France Mqllgt etal., 2008 (ERH) 0,2-8,2 Chine Liuetal., 2010
Hospitaliére 6700 (mx) France Zini et al., 2008 Eau Résiduaire 170 Angleterre Roberts et Thomas, 2006
27 (mx) Suisse Kovalova et al., 2009 Urbaine (ERU) 0,2-1,5 Angleterre Zhou et al., 2009
10000 — 24000° Autriche Ferk et al., 2009 0,28 Chine Liu ez al., 2010
8000000 (mx) Allemagne Weissbrodt et al., 2009 42 (mx) Angleterre Ashton et al., 2004
20-40 Angleterre Thomas et Hilton, 2004
a : ordre de grandeur ; m : moyenne ; mx : maximum Effluent de 238" Angleterre Roberts et Thomas, 2006
5-FU a été recherché mais non quantifié ou détecté dans les matrices suivantes : station” 146 (m) France Zini et al., 2008
(a) ERU : Tauxe Wursch, 2005 (Suisse) ;Yu et al., 2006 (Etats-Unis) 5,8-102 France Coetsier et al., 2009
Ud-Daula et al. (2012) citent de nombreuses études ou 5-FU aurait été détecté voire 0,2-0,7 Angleterre Zhou et al., 2009
quantifié¢ dans des eaux de station, de riviére, de lac ou méme de nappe souterraine. 13-71 Angleterre Thomas et Hilton, 2004
Toutefois, les références correspondantes n’étaient pas disponibles ou ne donnaient Eau de riviére 27212 Angleterre Roberts et Thomas, 2006
pas d’indication concréte du niveau de concentration. 25 (mx) France Coetsier et al., 2009

* Les stations étudiées sont uniquement du type boues activées
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a : 603 ng/L en amont du traitement de finition UV ; m : moyenne ; mx : maximum

TAM a été recherché mais non quantifié ou détecté dans les matrices suivantes :

(a) ERH : Verlicchi et al., 2012 (Italie)

(b) ERU : Tauxe Wursch, 2005 (Suisse) ; Nebot ef al., 2007 (Angleterre) ; Tan ef al., 2007
(Australie) ; Huerta-Fontela ef al., 2009 (Espagne)

(c) Boue : Tan et al., 2007 (Australie)

(d) Effluent de station : Hilton et Thomas, 2003 (Angleterre) ; Verlicchi et al., 2012 (Italie)
(e) Eaux de surface : Hilton et Thomas, 2003 (Angleterre) ; Nebot ez al., 2007 (Angleterre) ;
Zhang et Zhou, 2007 (Angleterre)
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1.2.1) Prise médicamenteuse et devenir dans le corps humain

Peu importe le type de prise ou le lieu d’administration (annotations A et B de la Figure 1-3),
les médicaments anticancéreux subissent des réactions métaboliques complexes a I’intérieur
du corps. Ces réactions induisent la disparition totale ou partielle de la molécule originelle et
I’apparition de plusieurs métabolites au cours du temps (Bohnenstengel er al., 1995). La
Figure -4 caractérise le devenir des 4 molécules d’intérét. Les formes et pourcentages donnés
peuvent étre trés variables. Cela peut venir, entre autres, de 1’état physiologique du patient
(Castegnaro et Hansel, 2006), de possibles interactions avec d’autres médicaments, ainsi que
d’un manque de connaissances des voies métaboliques ou des moyens analytiques.

Suivant les transformations subies, des métabolites de phase I ou II peuvent étre générés. Les
métabolites de phase I sont issus de réactions d’hydrolyse, d’oxydation ou d’alkylation et sont
souvent plus réactifs que la forme mere (Halling-Sorensen et al., 1998). C’est notamment le
cas de AldoCP dans le cycle du CP ou de IPM dans celui d’IFO. Les métabolites de phase 11
impliquent des réactions de conjugaison (glucuronides, méthyl, sulfates...) et deviennent ainsi
ponctuellement ou de manicre permanente inactifs (Halling-Sorensen et al., 1998). C’est le
cas du FBAL dans le cycle du 5-FU ou du ND-TAM dans celui du TAM. Outre leur
réactivité, I’ensemble de ces métabolites peuvent également présenter une toxicité plus
importante que la molécule mére.

Quel que soit le type de phase considéré, la métabolisation entraine de profonds changements
du comportement physico-chimique des produits anticancéreux, les rendant notamment plus
solubles que la forme meére. Ces modifications vont influencer la distribution des métabolites
suivant les différents excrétas. Ainsi, pour CP, IFO et 5-FU, les métabolites et la molécule
mere se retrouvent exclusivement dans les urines. TAM et ses métabolites présentent un profil
plus varié ou les formes se répartissent soit dans I’urine ou les féces suivant 1’affinité pour la
matiere. Partant d’une forme médicamenteuse unique, plusieurs types d’excrétas peuvent
donc étre contaminés et par différentes formes apres passage du médicament dans le corps.

La contamination peut étre encore plus large. En effet, les médicaments anticancéreux ont une
demi-vie d’élimination corporelle assez longue, variant de quelques heures pour CP (12
heures) jusqu’a plusieurs jours pour TAM (> 5 jours). La génération de métabolites suit
également ces variations. Le traitement en ambulatoire est une pratique en pleine évolution, la
possibilité de concentrer les formes excrétées en un seul endroit est donc tres difficile. Ainsi,
les voies de dissémination sont multiples et 1’¢limination diffuse des métabolites et de leur
forme meére par le corps leur confere un caractere probablement ubiquiste et pseudo-persistant.

Apres excrétion, toutes ces formes sont ensuite mélangées dans le réseau avec les eaux
récoltées pour constituer les eaux dites usées. Leur quantité peut éventuellement augmenter,
notamment pour les molécules originelles. En effet, le jet de médicaments périmés ou non aux
toilettes (Ruhoy et Daughton, 2007) ainsi que les résidus d’industrie pharmaceutique (Larssen
et al., 2007) peuvent étre des sources supplémentaires. Pour les anticancéreux, ces sources
semblent cependant trés limitées. L utilisation contrdlée de médicaments lors des thérapies et
I’application du décret CMR 2001 aux industries, impliquant une totale prise en charge des
déchets générés par la fabrication ou le conditionnement des médicaments, n’encouragent pas
ces voies.
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FUPA : acide a-fluoro-uréidopropionique
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4-OH-ND-TAM : 4-hydroxy-N-desméthylTAM

Figure I-4 : Représentation du devenir des molécules cibles dans le métabolisme humain
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1.2.2) Acheminement et traitement des eaux en station d’épuration

Figurant parmi les premieres molécules anticancéreuses recherchées, les concentrations en
molécules cibles rapportées dans 1I’Environnement ont été caractérisées par quelques études
pionnicres a la fin des années 1990 (Steger-Hartmann et al., 1996 ; Kiimmerer et al., 1997 ;
Ternes, 1998), avant de connaitre une franche évolution vers la fin des années 2000. Le nombre
de publications donnant les résultats de mesures ponctuelles ou continues est en progression. Ces
données sont consignées dans les Tableaux I-2 et I-3 (matrices aqueuses dissoutes).

L’étendue des valeurs présentées est trés importante. Plusieurs ordres de grandeurs séparent
ces concentrations et parfois pour une molécule donnée dans une matrice donnée. Ceci peut
étre en partie expliqué par les différences de stratégie d’échantillonnage, de pratiques de
consommation ou de méthodes analytiques employées. De plus, il est fréquent de trouver des
présentations de résultats sous forme de valeur moyenne, médiane ou de maximum. Les
comparaisons de concentrations sont alors rendues difficiles et impliquent la manipulation de
ces données avec précaution. Toutefois, les données des Tableaux I-2 et I-3 suggerent
I’existence d’un gradient de concentration suivant la logique présentée sur la Figure I-5,
probablement attribuable aux dilutions et éliminations successives. Les ordres de grandeur
pourront tout de méme étre exploités.

Eaux de swiface ERU ERH
N A A
4 A 4 {0 A _ _
1 1 1 | 1 1 (,Ioncentl*atlon
I S— — | | I (ng/L)
0.1 1 5 10 50 100 500 10 000

Figure I-5 : Gradient de concentration en anticancéreux dans diverses matrices aqueuses

La rencontre entre les Eaux Résiduaires Domestiques (ERD) et Hospitaliéres (ERH) constitue
le premier point de contact dans le cycle épuratoire. Leur mélange est communément appelé
Eau Résiduaire Urbaine (ERU). La concentration en molécules cibles dans les ERH est
souvent plus importante que pour les ERU et ce, pour I’ensemble des molécules considérées.
Les concentrations moyennes sont de I’ordre de 5000 ng/L pour les ERH contre 50 — 100
ng/L pour les ERU. De plus, les anticancéreux sont quantifiés de facon quasi-systématique
dans les ERH, ce qui n’est pas le cas des ERU ou la détection semble nettement plus aléatoire
(Tableaux I-2 et 1-3). Ces différences de concentrations et détection soulévent la question de
la contribution des hopitaux dans les flux de médicaments anticancéreux. Les données de
contribution quantitative sont trés parcellaires et s’intéressent davantage aux médicaments
d’usage peu spécifiques (Schuster ef al., 2008 ; Ort ef al., 2010). Trois études ont toutefois été
identifiées pour les molécules cibles. Mullot (2009) a estimé que la contribution directe
moyenne des hopitaux serait de 1’ordre de 35 % (3 — 62 %) pour CP et 63 % (30 — 69 %) pour
5-FU. D’apres une étude de Besse et Garric (2007), Mullot (2009) évalue que 30 % des flux
pour CP et 98 % pour IFO sont imputables aux hopitaux. L’utilisation stricte d’IFO en milieu
hospitalier est retrouvée. Enfin, Langford et Thomas (2009) ont évalué une contribution
inférieure a 0,01 % pour deux hdpitaux majeurs de la région d’Oslo dans les flux de TAM.
Ces différentes contributions sont révélatrices de tendances de consommation mais mettent
aussi en évidence 1’étendue de la contamination qui ne peut étre réduite a une source unique.
Ces flux convergent ensuite vers les STations d’EPuration (STEP) via les ERU.

Les STEP (annotation C de la Figure I-3) sont des unités de traitement qui consistent a réduire la
charge en matieres organiques et minérales des ERU, par transfert depuis une phase liquide vers
une phase solide (boue) et une phase gazeuse (CO,) (Barret, 2009). Bien que les moyens de
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traitement puissent se décliner sous différentes technologies, le procédé a boues activées est de
loin le plus répandu et reste un outil de choix dans la palette des spécialistes du traitement d’eaux
usées. Une représentation est donnée sur la Figure I-6 et constituera la suite de la réflexion.

o Décantation Traitement
e Degrlllagei primaire biologique Clarification EAU
el | | =
USEE ’ I_j-’ Il EPUREE

Dessablage ,’-"J—

Déshuilage

BOUE BOUE
PRIMAIRE SECONDAIRE

Figure I-6 : Représentation standard d’une station d’épuration par boues activées
(extrait de Barret, 2009)

Briévement, I’épuration des eaux par boues activées obéit au principe suivant. Les eaux sont
d’abord débarrassées des matiéres et particules les plus grossiéres via un prétraitement
(dégrillage, dessablage, déshuilage). Le traitement primaire permet ensuite de récupérer une
fraction des particules non retenues lors du prétraitement. Il génére des boues primaires, de
composition fortement organique. L’étape suivante, dite traitement secondaire, consiste en
une épuration biologique durant laquelle les microorganismes en place vont dégrader et
minéraliser la matiére organique (> g/L) suivant des phases aérobie et anoxie. Cette biomasse
porte le nom de boue secondaire ou boue activée.

Dans sa description la plus sommaire, la boue activée est un enchevétrement de bactéries, de
matieres organiques et inorganiques maintenues ensemble par une gangue de substances
polymériques (Garnier ef al., 2005 ; Ramesh ef al., 2006). Cette structuration et son caractere
biologiquement actif font de la boue le siege d’interactions complexes avec les polluants et
notamment les produits anticancéreux. Ces interactions vont conditionner le devenir des
polluants lors du traitement des eaux usées. Micge ef al. (2009) citent alors les mécanismes
suivants : la volatilisation, la sorption sur les particules et la biodégradation.

La volatilisation a précédemment été définie comme négligeable pour les médicaments
anticancéreux. Les autres mécanismes sont renseignés dans la littérature. Ternes ef al. (2004)
ont étudié la sorption du CP et d’IFO en contact avec des boues primaires et secondaires. Leur
¢tude a mis en évidence que seule une fraction de 2 % de ces molécules était retenue sur les
boues. En revanche, Barron e al. (2009) ont démontré que TAM se sorbait a plus de 95 % sur
la matrice boue, caractérisant ainsi des comportements de sorption apparemment différents.
Parmi les études de biodégradation identifiées, les molécules anticancéreuses cibles sont
présentées comme principalement réfractaires a toute forme de biodégradation (Steger-
Hartmann et al., 1997 ; Kiimmerer et Al-Ahmad, 1997 ; Kiffmeyer et al., 1998). Toutefois,
des conclusions parfois contradictoires sont rapportées, notamment dans le cas du 5-FU
(Kiimmerer et Al-Ahmad, 1997 ; Kiffmeyer ef al., 1998). Ainsi, des questions se posent sur la
conduite de telles expériences et de leur adéquation avec la réalité¢ du traitement des eaux.
Ceci est d’autant plus vrai que I’ensemble de ces tests est réalisé ex-situ. Ces études,
largement isolées dans le paysage scientifique, ne doivent donc pas étre prises comme des
caractéristiques indiscutables du comportement des molécules ciblées dans le cycle
épuratoire. Des considérations scientifiques plus profondes sur la sorption et la biodégradation
seront respectivement développées dans les chapitres III et [V du manuscrit.
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A DP’exception de quelques études renseignées dans les Tableaux I-2 et I-3, il n’est pas possible
d’établir des bilans d’élimination précis entre I’entrée et la sortie du traitement. De plus, les
bilans éventuels sont partagés entre une absence totale d’¢élimination pour CP (Buerge et al.,
20006), IFO (Kiimmerer et al., 1997 ; Buerge et al., 2006) et TAM (Zhou et al., 2009), et des
rendements plus significatifs de 25 % pour CP (Zini et al., 2008) et 67 % pour IFO (Zini et
al., 2008). Ainsi, cette grande variabilité traduit finalement des mécanismes d’interactions peu
connus et des conditions d’élimination peu maitrisées. Cette remarque est d’autant plus
valable que les molécules (i) ont été trés peu recherchées dans les boues, seule une étude
rigoureuse est recensée, (ii) n’ont pas ¢été détectées, notamment en raison des difficultés
analytiques liées a la matrice (Ternes et al., 2005a).

Le cas du TAM dans I’é¢tude de Roberts et Thomas (2006) est pertinent (Tableau 1-3). En effet,
par rapport a ’entrée du systéme, une concentration nettement plus importante est mesurée en
sortie, avec un pic relevé lors du traitement de finition. L’explication la plus recevable concerne la
déconjugaison possible de métabolites de type glucuronide ou autre avec retour sous la forme
mere. Cette caractéristique est déja établie et largement documentée pour le 17a-ethinylestradiol
(EE2), une puissante hormone synthétique (D’Ascenzo ef al., 2003). Par ailleurs, ce mécanisme
peut avoir lieu plus en amont et notamment dans le réseau d’acheminement (Clouzot, 2009). Ce
comportement pose alors la problématique du seul suivi des formes méres (et libres) pour
caractériser la pollution médicamenteuse.

Ainsi, les STEP constituent de véritables réservoirs a polluants anticancéreux et dérivés et
possedent un pouvoir de dissémination important. Outre 1’émission vers les eaux de surface
d’effluents insuffisamment raffinés, une contamination des sols est également possible lors de
I’épandage de boues d’épuration (Lapen et al., 2008). Le lessivage de tels sols peut également
accroitre le niveau de pollution des eaux continentales et au-dela (Sabourin et al., 2009).
Cependant, il est important de préciser que les STEP n’ont jamais été pensées et dimensionnées
pour traiter cette pollution. A I’heure actuelle, ce n’est toujours pas leur objectif (premier).

1.2.3) Présence dans les eaux de surface et risques potentiels

Les études relatant la présence de médicaments anticancéreux dans les eaux de surface (annotation
D de la Figure 1-3) sont encore moins nombreuses (Tableaux I-2 et I-3). Le faible taux de détection
dans ces matrices résulte d’une limite des méthodes analytiques, globalement insuffisantes pour
caractériser ces molécules a des concentrations trés diluées. En effet, les niveaux de contamination
relevés sont de 1’ordre du ng/L voire moins. Pour estimer les concentrations dans ces eaux sans
recourir aux outils analytiques, de plus en plus d’auteurs utilisent des approches prédictives, basées
sur les données de consommation et d’excrétion des molécules. Ces données sont connues sous le
nom de concentration environnementale prédite (PEC). Des PEC de I’ordre de 1 ng/L (Kiimmerer,
2001), 3,4 — 11 ng/L (McArdell et al., 2011), 1,75 ng/L (Besse et al., 2012) pour CP ; 1,2 ng/L pour
IFO (Besse et al., 2012) ; 1 ng/L (Kummerer, 2001), 23 ng/L (Johnson et al., 2008) pour 5-FU et
8,6 ng/L pour TAM (Besse et al., 2012) sont ainsi proposées. Parfois cohérentes avec les mesures
expérimentales, ces approches sont toutefois limitées, notamment par la prise en compte de
I’élimination en STEP uniquement et non dans I’Environnement.

Dans les eaux de surface, les interactions des produits anticancéreux reposent probablement sur
les mémes mécanismes que ceux décrits en station. La photolyse peut également étre considérée
comme un mécanisme d’élimination supplémentaire. Toutefois, aucun des composés d’intérét ne
possede de sensibilité franche a la photolyse (Buerge ez al., 2006 ; Kosjek et Heath, 2011) et la
contribution a 1’élimination peut étre considérée comme négligeable. Ainsi, le caractére pseudo-
persistant de ces molécules anticancéreuses semble se confirmer. Ce constat est encore plus
¢vident d’apres I’étude de Buerge er al. (2006). En effet, la présence du CP et d’IFO a été
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identifiée dans des eaux de lac, plusieurs kilometres en aval du rejet. Ainsi, la pollution et les
effets potentiels ne semblent pas confinés au seul point de rejet et peuvent étre davantage étendus.

La toxicit¢ de ces molécules vis-a-vis d’organismes aquatiques est une thématique de
recherche en évolution constante. De nombreux tests ont été effectués en laboratoire et sont
synthétisés dans le Tableau I-4. Des exemples de toxicité ont donc été rapportés pour des
especes aquatiques issues de différents milieux (eau douce, eau de mer...) et de nature ou
physiologie trés diverses (algue, poisson, étoile de mer...). Les seuils de toxicité observés
sont trés variables suivant la molécule et I’espeéce considérée et peuvent s’étendre du pg/L
pour TAM (DellaGreca et al., 2007), jusqu’a plusieurs centaines de mg/L pour CP (Canty et
al., 2009). Ces résultats suggerent une importante variabilité inter-espéces. Des réponses
différentes peuvent aussi exister pour une méme espece, ce qui est notamment le cas de
I’anguille en contact avec du CP (Santos et Pacheco, 1995 ; Rodriguez-Cea ef al., 2003). Une
variabilité intra-espéce, possiblement li¢e au stade de croissance, est donc possible.

L’accumulation de tels composés par les organismes et leur transmission le long de la chaine
trophique est questionnable. Ud-Daula ef a/. (2012) ont démontré que du 5-FU était retrouvé dans
un protozoaire apres consommation d’algue ou 5-FU avait été fortement bioaccumulé. Le devenir
de ces composés au sein des organismes est tout aussi préoccupant. Meredith-Williams et al.
(2012) ont ainsi démontré qu’apres une période d’accumulation, la concentration interne en 5-FU
diminuait lentement dans des gammares. La disparition de la molécule suggére une action
biologique possible et I’apparition de métabolites au cours du temps, aux activités peu connues.

Zurita et al. (2007) ont étudié I’effet d’un métabolite possible du 5-FU, le fluoroacétate de sodium,
sur des algues et crustacés. Une inhibition de la croissance a été€ observée pour des concentrations
comparables aux seuils de toxicité rapportés dans le Tableau [-4 pour 5-FU. La toxicité des
métabolites doit donc étre considérée. DellaGreca er al. (2007) ont également démontré la toxicité
du TAM et de ses produits de photodégradation éventuels, a de tres faibles doses (centaine de ng/L).
Ce résultat souleve ainsi la problématique liée a la capacité des mélanges a induire des altérations,
via des effets additifs ou de synergie (Anway et al., 2005). Des questions concernant la toxicité de
sédiments contamings ou la transmission de tels effets via I’héritage génétique sont ouvertes.

Ces seuils de toxicité sont toutefois nettement supérieurs aux concentrations mesurées ou prédites.
Le risque environnemental n’est donc pas clairement €tabli et de surcroit mal évalué, compte-tenu
du manque d’étude in-situ (Garric et Ferrari, 2005). Une concentration prédite sans effet
biologique (PNEC) de 10 ng/L est classiquement retenue (Straub, 2002) mais reste tres arbitraire
et non nécessairement valable pour tous les polluants. Ce manque de données est d’autant plus
préoccupant que les anticancéreux sont reconnus comme les contaminants potentiellement les plus
dangereux du cycle de I’eau (Johnson ez al., 2008 ; Besse et al., 2012).

Alors que le risque en milieu hospitalier a largement ét¢ démontré pour le personnel médical (De
Me¢o et al., 1995 ; Eitel et al., 2000), le risque pour I’homme aux trés basses concentrations est
moins évident. Plusieurs études, basées sur des probabilités d’exposition ou de consommation
d’eau contaminée, concluent a un effet trés limité (Kroes ez al., 2000 ; Johnson et al., 2008) ou
inexistant (Schulman ez al., 2002). Cependant, Pomati e a/. (2008) ont mis en évidence I’effet
d’un cocktail de 13 produits pharmaceutiques sur I’inhibition de la croissance de cellules
embryonnaires humaines HEK293. Le cocktail contenait notamment du CP a une concentration
voisine de 10 ng/L. De plus, il est fortement supposé qu’une concentration en anticancéreux
proche du ng/L serait susceptible d’induire des dommages génétiques aux organismes de type
eucaryote (Johnson et al., 2008 ; Kovalova et al., 2009). Ainsi, le risque environnemental pour
I’homme peut étre considéré (Webb ef al., 2003).
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Tableau I-4 : Données de toxicité des molécules cibles vis-a-vis d’espéeces aquatiques

Espéce

Perturbations relevées

Référence

Pseudokirchneriella subcapitata (A)
Daphnia magna (C)

Asterias rubens (Em)
Biomphalaria glabrata (Es)

ECs0> 100 mg/L
Immobilisation : ECs5y > 1 mg/L
LOEC =100 mg/L
ET =56 mg/L ; dommages génétiques
Malformations (+) ; CP > 1 mg/L

Grung et al., 2008
Zounkova et al., 2007
Grung et al., 2008
Canty et al., 2009
Nakano et al., 2003

Mytilus edulis (M) ET =180 mg/L ; dommages génétiques Canty et al., 2009

6 Anguilla anguilla (P) Altération d’érythrocytes Santos et Pacheco, 1995

Adulte : pas de tendance (CP = 50 mg/L) Rodriguez-Cea et al., 2003

Astyanax bimaculatus (P) Altération d’érythrocytes ; CP > 8 mg/kg Matsumoto et Colus, 2000
Pimephales promelas (P) Pas de tendance (CP = 400 mg/kg) Winter et al., 2007
Phoximus phoximus (P) Juvénile : dommages génétiques Rodriguez-Cea et al., 2003
Salmo trutta (P) Adulte : dommages génétiques Rodriguez-Cea et al., 2003
Tilapia rendalli (P) Dommages génétiques Grisolia, 2002

© | Daphnia magna (C) ECso =162 mg/L Schecker et al., 1998

& | Salmo gaiderni (P) LCso> 1000 mg/L Schecker et al., 1998
Desmodesmus subspicatus (A) LOEC =40 mg/L ; ECs5o = 48mg/L Zounkova et al., 2010
Pseudokirchneriella subcapitata (A) ECs0=0,13 mg/L Bergoc et al., 2012
Scenedesmus vaculoatus (A) NOEC = 0,08 mg/L ; ECyy = 54,25 mg/L Ud-Daula et al., 2012

Intégration dans les cellules et le génome

Artemia salina (C) Immobilisation : LC(EC)so > 100 mg/L  Zaleska-Radziwill ez al., 2011
Daphnia magna (C) Immobilisation : LC(EC)so > 100 mg/L  Zaleska-Radziwill ez al., 2011

E Reproduction : LC(EC)so = 1,5 pg/L

v, | Ciprinus carpio (P) Dommages génétiques ; pic a 7 jours Grisolia et Cordeiro, 2000
Danio renio (P) Survie : LC(EC)so > 100 mg/L Zaleska-Radziwill et al., 2011

Croissance : NOEC < 1,56 mg/L
Lebistes reticulatus (P) Survie : LC(EC)so > 100 mg/L Zaleska-Radziwill et al., 2011
Croissance : NOEC < 1,56 mg/L

Oreochromis niloticus (P) Dommages génétiques ; pic a 7 jours Grisolia et Cordeiro, 2000
Tilapia rendalli (P) Dommages génétiques ; pic a 7 jours Grisolia et Cordeiro, 2000
Acartia tonsa (C) ECso =49 pg/L Andersen et al., 2001
Cerodaphnia dubia (C) LC(EC)so = 0,8 pg/L DellaGreca et al., 2007
Daphnia magna (C) LC(EC)so=1,53 mg/L DellaGreca et al., 2007
Thamnocephalus platyurus (C) ECs0=0,4 mg/L DellaGreca et al., 2007
Paracentrotus lividus (O) Développement : LOEC = 3,7 pg/L Pagano et al., 2001
Spherechinus granularis (O) Mortalité : LOEC = 3,7 pg/L Pagano et al., 2001
Oryzias latipes (P) Mile : VTG (+) ; Femelle : VTG (-) Chikae et al., 2004

= Miale : VTG (+) ; Femelle : VTG (-) Sun et al., 2007

ﬁ Eclosion (-) ; Retard a I’éclosion (+)

Onchorynchus mykiss (P)
Oreochromis niloticus (P)

Pimephales promelas (P)
Poeciliopsis lucida (P)
Pseudobagrus fulvidraco (P)
Brachionus calyciflorus (R)

EC50 = 7,1 mg/L
Male : Testostérone (-)
Mortalité (+) ; Croissance (+)
NOEC = 5,1 ug/L ; LOEC = 5,6 ug/L

EC50 = 7,4 mg/L

Mortalité (+) ; Croissance (+)
Mortalité : CL(CE)so = 0,9 mg/L

Croissance : CEsy = 0,25 mg/L

Caminada et al., 2006
Leanos-Castaneda et al., 2002
Singh et al., 2012
Williams et al., 2007
Caminada et al., 2006
Park et al., 2003
DellaGreca et al., 2007

(A) : algue ; (C) : crustacé ; (Em) : étoile de mer ; (Es) : escargot ; (M) : moule ; (O) : oursin ; (P) : poisson ;
(R) : rotifere ; VTG : vitélogénine ; (+) : augmentation ; (-) : diminution ; ET = effet toxique

ECxx : concentration du produit qui induit une réponse a XX % entre la ligne de base et I’effet maximum observé
LCsg : concentration du produit qui induit la mort de 50 % d’une population donnée

LOEC : plus petite concentration induisant un effet ; NOEC : plus grande concentration n’induisant pas d’effet
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1.3) Comprendre et réduire I’impact environnemental

1.3.1) Comment et ou peut-on agir ?

Les stratégies de réduction de I’'impact potentiel des médicaments anticancéreux dans
I’Environnement sont multiples et peuvent étre envisagées sur plusieurs niveaux. On peut en
citer quelques exemples basés sur :

(1) P’innovation pharmaceutique, en favorisant davantage la mise au point de médicaments
« écologiques » biodégradables. Pour les composés anticancéreux, le glufosfamide, de
structure quasi analogue a ’ifosfamide, possede une biodégradabilité largement plus
importante tout en ne perdant pas 1’efficacité de traitement due a sa structure originelle
(Keil, 2008) ;

(i1) les actions de communication, en sensibilisant les populations a I'utilisation raisonnée
de médicaments et a leur prise en charge une fois le traitement terminé ou la date
limite de consommation atteinte ;

(iii)le développement technique, en favorisant la réduction des pollutions a la source,
notamment en contexte hospitalier. La gestion pourrait étre optimisée en séparant et
concentrant les différents flux de matiére (urines, féces...). La mise en ceuvre de
technologies de traitement innovantes pour raffiner les effluents avant émission est
indispensable. Le bioréacteur a membranes (BAM) est par exemple un outil au potentiel
intéressant (projet ANR ToxeauBam, 2006 — 2009) ;

(iv)la biologie, en exploitant le potentiel de « captage » et de dégradation par les bactéries
contenues dans les boues d’épuration.

Toutefois, la mise en place d’une ou plusieurs de ces stratégies passe impérativement par une phase
importante d’acquisition de données, d’exploitation et de compréhension, avant de pouvoir proposer
(i) des mesures restrictives (totalement absentes a I’heure actuelle), (ii) des suggestions
d’optimisation de technologies de traitement ou (iii) de nouveaux schémas épuratoires.

En tant que point de convergence de pratiquement toutes les pollutions, la STEP semble étre
le meilleur point de contréle. Ceci est d’autant plus indispensable que le pouvoir de
dissémination de la pollution depuis les stations est grand. De par son caractére biologique
actif, la boue d’épuration est probablement la composante clé des interactions et
rétroactions avec ces polluants. Elle constitue la zone d’investigations a privilégier.

1.3.2) Définition des objectifs globaux du travail de thése

La boue d’épuration constitue donc 1’élément central de ce travail de these. Les interactions
qu’elle développe avec les médicaments anticancéreux sont ambigiies et peu documentées.
Ainsi, les questions scientifiques posées sont les suivantes :

(1) Les médicaments anticancéreux peuvent-ils se sorber sur la boue ?

(11) Existe-t-il des caractéristiques qui permettent d’expliquer qu’un polluant ira se
sorber ou non sur la boue ? Le comportement peut-il étre anticipé ?

(i11))  Ces médicaments peuvent-ils €étre biodégradés et dans quelles conditions ?

(iv)  Les mécanismes de sorption et de biodégradation sont-ils liés?

Pour donner des éléments de réponse, il faut déja étre capable de qualifier et quantifier la
présence des médicaments anticancéreux dans la matrice boue et a des concentrations ou le
défi analytique prend toute son importance.

27



Chapitre 1. Cycle de vie de substances anticancéreuses : de leur utilisation jusqu’a leur détection dans
I’Environnement

Le premier verrou a lever dans ce travail est donc d’ordre technique. Il repose sur la mise au
point d’une méthode d’analyse de produits anticancéreux dans la matrice boue. La difficulté
principale réside dans I’analyse de traces dans une matrice excessivement complexe.De nos
lectures, il est apparu que 1’é¢tude du devenir de métabolites était trés peu renseignée. Or, elle
est importante pour apprécier le comportement des produits de dégradation lors du traitement
en STEP et dans le milieu récepteur. Ainsi, deux métabolites du CP ont été rajoutés aux
molécules précédemment définies : la moutarde de phosphoramide (PHO) et la moutarde
nor-azotée (NOR). Leurs caractéristiques physico-chimiques sont données sur I’Annexe B.
Le nombre d’analytes recherchés est donc de 6.

Les autres verrous sont davantage liés a des questions scientifiques autour de la problématique du
devenir de molécules traces dans I’Environnement. Ils reposent sur la compréhension des
interactions « anticancéreux/boue », que ce soit au travers de I’étude du phénomeéne de sorption,
de biodégradation et finalement de leur couplage. Ces objectifs sont toutefois ici présentés de
maniere tres générale. Ils seront repris plus en détail dans les prochains chapitres de ce manuscrit.
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Chapitre 11.

Mise au point d’une méthode
d’analyse de molécules
anticancéreuses en matrice
environnementale complexe :
application aux boues biologiques

Les molécules anticancéreuses ciblées n’étant pas analysées au laboratoire, il a été
nécessaire de développer une procédure analytique fiable. Cette procédure devait prendre en
compte plusieurs criteres comme (i) la possibilité d’une analyse des quantités contenues dans
les phases aqueuse et particulaire des boues, (ii) la nécessité d’atteindre des performances
suffisamment élevées pour rendre compte de caractéristiques environnementales, (iii) les
limitations pratiques tels que la disponibilité des appareillages ou des volumes d’échantillon
par exemple.

Ce second chapitre se décompose en trois parties. La premiere partie est une revue
bibliographique décrivant la prise en charge d’échantillons de boue, ainsi que les méthodes
d’extraction et d’analyse de produits anticancéreux a des fins environnementales. La seconde
partie présente les différentes stratégies appliquées via la présentation des matériels et des
méthodes utilisés. La derniere partie propose une synthése et une discussion autour des
résultats genérés. Cette synthese se decline principalement sous la forme d’une étape de
développement et de validation de procédures analytique. L’ensemble s’appuie sur une
démarche originale.
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Chapitre II. Mise au point d’une méthode d’analyse de molécules anticancéreuses en matrice
environnementale complexe : application aux boues biologiques

I1.1) Revue bibliographique

I1.1.1) Introduction et structuration de la partie

Les connaissances en matiére d’analyse de produits anticancéreux sont largement documentées et
maitrisées pour les matrices biologiques humaines telles que le plasma sanguin (Huitema et al.,
2001 ; Ekhart et al., 2007), 'urine (Paci et al., 2001) ou les sérums (Corlett et Chrystyn, 1996). En
revanche, la prise de conscience dune présence environnementale est plutdt récente et les
difficultés expérimentales qui y sont liées en font un domaine trés peu renseigné (Kostopoulou et
Nikolaou, 2008). L’analyse d’échantillons environnementaux connait une évolution constante,
impliquant des techniques d’extraction toujours plus sélectives et des systemes de détection de
plus en plus performants (Nussbaumer ez al., 2011). La multiplication de stratégies analytiques
originales est ainsi prévue pour les molécules anticancéreuses.

La boue est une matrice environnementale qui possede la particularité d’étre composée a la fois
d’une phase aqueuse et d’une phase solide. La séparation physique de ces deux phases peut étre
assurée soit par filtration (Saggadi, 2009), soit par centrifugation (Stevens-Garmon et al., 2011).
La prise en charge de chacune de ces phases se décompose chronologiquement suivant des étapes
de prétraitement, d’extraction, de purification et de concentration, destinées a rendre I’analyse
possible. La synthése proposée décrit ces stratégies. Les matrices aqueuses renseignées
correspondent aux effluents hospitaliers, de STEP et aux eaux de surface, pour lesquelles la
disponibilit¢ de données était suffisante (Chapitre I). Les matrices solides sont uniquement
orientées sur la phase solide de boue, seule matrice étudiée pour les molécules recherchées.
Aucune information sur les moutardes NOR et PHO en contexte environnemental n’a été
recensée. Lorsque les données étaient trés parcellaires, des considérations générales sur 1’analyse
de produits pharmaceutiques ont été sélectionnées.

I1.1.2) Prise en charge d’échantillons aqueux

Depuis la découverte historique d’une pollution d’eau de lac par 1’acide clofibrique (Garrison et
al., 1976), les matrices aqueuses environnementales ont bénéficié d’une attention particulicre. A
ce jour, le caractere ubiquiste des produits pharmaceutiques dans divers compartiments aquatiques
a été largement confirmé. Détecter ces molécules impose la transposition depuis un échantillon
tres dilué vers un extrait concentré, au fil d’une procédure analytique caractéristique.

I1.1.2.1) Conditionnement des échantillons aqueux

Les matrices aqueuses échantillonnées contiennent généralement des particules de taille et en
quantité variables. La présence de particules peut diminuer la qualité de I’extraction, que ce soit
au niveau du déroulement de la procédure ou de I’efficacit¢ de la méthode (e.g baisse de
rendement). Une étape de filtration est donc quasi systématique et habituellement réalisée sur
filtre en fibre de verre ou membrane en nylon. Le seuil de coupure est réguliérement discuté. En
effet, sept seuils de coupure différents, compris entre 0,2 et 2,7 um, ont été identifiés pour la
filtration de matrices aqueuses en vue d’une extraction de produits anticancéreux. La communauté
scientifique éprouve une certaine difficulté a définir une frontiere entre especes particulaires et
«non particulaires », commune a tout type de matrice. Toutefois, le seuil de 1,2 pm est le plus
fréquemment retenu. Le filtrat obtenu peut éventuellement subir d’autres traitements, notamment
lorsque I’extraction n’est pas immédiate et qu’un risque de dégradation existe. Pour stabiliser les
¢échantillons, des adjuvants chimiques peuvent étre utilisés. L’azide de sodium ou le formaldéhyde
sont des puissants inhibiteurs de I’activité bactérienne et limitent la dégradation des polluants par
cette voie. L’acide ascorbique est parfois utilis€é pour son action anti-oxydante, limitant la
réactivité de la mati¢re organique avec les polluants. L’ajustement du pH est le plus souvent
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effectué. Il permet, entre autres, de maintenir les polluants sous une forme parfois plus stable et de
limiter fortement 1’activité bactérienne. La valeur d’ajustement est souvent pensée en relation avec
le pH de travail requis pour 1’étape d’extraction. Les échantillons prétraités sont ensuite conservés
dans un flaconnage adapté, a 4 °C ou plus rarement a — 20 °C, et a I’obscurité jusqu’a I’extraction.
De nombreux auteurs soulignent la nécessité¢ d’extraire les échantillons le plus rapidement
possible, idéalement sous 24 heures (Castiglioni ez al., 2005 ; Brun et al., 2006 ; Mullot, 2009).

11.1.2.2) Extraction des composés cibles et concentration

L’extraction de produits pharmaceutiques contenus dans les matrices aqueuses peut étre réalisée
par des méthodes d’extraction liquide-liquide ou liquide-solide. Historiquement réalisée par voie
liquide-liquide, ces applications deviennent de plus en plus minoritaires, malgré leur facilité
d’utilisation et I'implication d’un matériel peu colteux. En effet, I’extraction liquide-liquide
(LLE) est classiquement réalisée avec une ampoule a décanter, en mélangeant un volume
d’échantillon important (> 250 mL) avec un solvant organique de volume variable (25 — 150 mL).
Les produits pharmaceutiques possédant principalement des caractéristiques polaires, la difficulté
réside dans la recherche d’un solvant a la fois non miscible avec 1’eau et pour lequel les analytes
auraient une affinité plus importante. De plus, de multiples extractions sont souvent nécessaires
pour récupérer I’intégralité des analytes, rendant la méthode longue, parfois peu reproductible et
consommatrice de grandes quantités de solvants (Baugros, 2008). Aucune application n’a été
identifiée pour les produits anticancéreux. Les méthodes d’extraction liquide-solide sont
davantage appropriées et ont €été systématiquement utilisées pour les molécules recherchées. Le
Tableau II-1 reprend ces méthodes et le nombre recensé. Le détail des références est donné en
annexe (Annexe C).

Tableau II-1 : Méthodes d’extraction liquide-solide et occurrence pour les anticancéreux

Méthode d’extraction liquide-solide

Moléeule SBSE SPE Bag-SPE
CP 0 22 1
IFO 0 11 0
5-FU 0 6 0

TAM I 10 0

La microextraction sur barreau (SBSE) est basée sur I’extraction de molécules par sorption a
I’aide d’un barreau magnétique de 1 a 2 cm de longueur, recouvert d’un polymere et agité par le
biais d’un agitateur magnétique. La SBSE est une méthode dérivée de la microextraction sur
phase solide (SPME) dans laquelle les analytes sont sorbés sur un polymere adéquat recouvrant
une fibre de silice. L’épaisseur de polymeére est environ 50 a 250 fois plus importante en SBSE
qu’en SPME, rendant I’extraction souvent plus efficace (Fontanals ef al., 2010). Tan et al. (2007)
ont essayé¢ de récupérer du TAM contenu dans de la phase aqueuse de boues par SBSE. Leur
méthodologie n’a pas permis d’estimer de rendement de la méthode en phase aqueuse, le dopage
étant réalisé sur I’échantillon brut avant centrifugation. Par ailleurs, leurs rendements de
récupération sur la boue « totale » étaient trés variables, entre 20 et 89 % suivant 1’échantillon.
Plusieurs raisons expliquent le peu d’applications de la SBSE pour I’extraction de produits
pharmaceutiques. En effet, la récupération des analytes passe soit par une désorption liquide peu
maitrisée soit par une thermodésorption, pouvant dégrader les composés polaires les plus
sensibles (Bicchi er al, 2009). De plus, le polymére recouvrant les barreaux est en
PolyDiM¢éthylSiloxane (PDMS), aux caractéristiques fortement apolaires. L’affinité des produits
pharmaceutiques pour ce type de phase est treés limitée voire inexistante. Le développement de
phases davantage polaires est toujours en cours (Bicchi ef al, 2009) et pourrait favoriser les
applications.
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L’extraction sur phase solide (SPE) est de loin la technique la plus utilisée et probablement la plus
mature dans I’extraction de micropolluants. Le principe de la SPE est basé sur la fixation et
I’¢élution de molécules d’intérét sur un adsorbant, avec une sélectivité plus ou moins intéressante
suivant la nature des phases et les conditions expérimentales appliquées. L’extraction par SPE suit
une procédure précise représentée sur la Figure I1-1 et explicitée dans le paragraphe suivant.

O & 0 0

L = (A) - = (B) e =] (C) o - (D) L= = (E)

Interférent fortement

adsorbé

& O
SiR =
O &) &) () «— Composé dintérst
P
Interféreznon sothé ﬁ
ou facilement désorhé

Figure II-1 : Procédure standard d’extraction par SPE

L’étape (A) consiste a affiner le prétraitement de 1’échantillon de maniére a le rendre exploitable.
Les étapes précédentes (filtration. . .) constituaient déja un conditionnement. Un nouvel ajustement
du pH est parfois nécessaire pour favoriser la rétention des composés cibles. En interactions
hydrophobes, un pH acide est souvent favorable aux especes acides (Barcelo et Petrovic, 2005)
alors qu’un pH neutre ou basique 1’est davantage aux espéces basiques (Vieno et al., 20006). La
force ionique est parfois corrigée pour faciliter les interactions, notamment pour les especes
hydrophobes (McClure et Wong, 2007). L’ajout d’agents chélatants tels que le sulfate de sodium
(Feitosa-Felizzola et al., 2007) ou PEDTA (Castiglioni et al., 2005) est également possible pour
les especes susceptibles de se fixer aux substances humiques et/ou protéiques de la matrice.
L’ensemble de ces produits doivent toutefois €tre additionnés en quantité controlée pour ne pas
limiter la qualit¢ de I’extraction. L’étape (B), dite de solvatation, consiste a conditionner la
cartouche avec un ou plusieurs solvants organiques (méthanol, acétone...) afin d’activer les sites
de fixation. Le dernier solvant ajouté, souvent proche de celui de la matrice a étudier, permet de
pré-équilibrer la cartouche et préparer la réception de 1’échantillon, d’un volume généralement
compris entre 50 et 1000 mL. L’échantillon est alors chargé sur la cartouche et percole (étape
(O)). Les composés d’intérét ou a forte affinité pour I’adsorbant seront efficacement retenus. Ceux
qui ne présentent pas d’affinité particuliére seront soit légerement retenus, soit entrainés avec
I’échantillon aqueux. Une étape de lavage (étape (D)) est classiquement effectuée de manicre a
¢liminer les interférents faiblement adsorbés et raffiner 1’extrait a venir. Elle est réalisée avec un
solvant de force éluante appropriée pour ne pas entrainer les composés d’intérét. Son contenu est
parfois légerement organique (< 10 %). Une étape facultative de séchage de la cartouche peut
ensuite étre appliquée et permet d’éliminer 1’eau résiduelle. Les composés cibles sont finalement
¢lués (étape (E)) avec un solvant spécifiquement choisi pour rompre les interactions avec le
support, tout en évitant au maximum de rompre les liaisons formées par des interférents fortement
adsorbés. Les solvants, généralement le méthanol, 1’acétone et I’acétate d’éthyle, sont utilisés
purs, en mélange ou avec un pH contr6lé pour améliorer la sélectivité (Gros et al., 20006).
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Sur les deux derni¢res décennies, I’extraction par SPE a concentré d’importants efforts de
recherche. Elle bénéficie a présent d’une grande polyvalence et souplesse d’utilisation,
notamment grace a son automatisation et la diversification des adsorbants. Ainsi, la récupération
des anticancéreux depuis les matrices aqueuses est rendue possible et continuellement plus
efficace. Le Tableau II-2 retrace cette €évolution pour les molécules cibles. Les références sont
détaillées en annexe (Annexe C).

Tableau II-2 : Descriptif des méthodes SPE appliquées pour les anticancéreux

Support Type de phase Matrice Rendements Commentaires Nombre de
PP yp P extraite extrémes ( %) références
C Silice greffée ERH/ERU 72 /89 < Années 2000 1/1
18 chaine apolaire Variabilité élevée
XAD-4 S-DVB / EdS nd /nd - /1
PPL — Bond Elut S-DVB EdS 71 -
. ERU 74 — 88 1
Bio Beads PS-DVB /EdS  nd/80-94 ) /1
-9 Lichrolut EN PS-DVB ERH 87 i
o non fonctionnalisé
Strata X S_I;)"\l,yénﬂe\;flp /EdS /148 Variabilité £ 5 % /1
. Copolymére ERH/ERU >50/95 o 0 1/2
Oasis HLB PS-DVB/NVP JEdS /68— 84 Variabilité £ 10 % /3
Oasis MCX/MAX , Base HI,J.B a ERU 87 Tres récent !
ST - 1 o =711 S ST S
C Silice greffée ERH 99 < Années 2000 |
18 chaine apolaire Variabilité élevée
PPL — Bond Elut S-DVB EdS 73 - 1
. ERU 75-93 1
- Bio Beads PS-DVB JEdS  nd/90—102 - /1
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S : styréne ; DVB : divinylbenzene ; NVP : N-vinylpyrrolidone ; PS : polystyréne ; EdS : eau de surface ;
HLB : balance hydrophile/hydrophobe ; nd : non déterminé ; a : cations (MCX) et anions (MAX)

Les premiers adsorbants disponibles utilisaient des corps de silice greftés avec des groupements non
polaires de type de Cig, favorisant des interactions de méme nature. Ces supports ont donc montré
des limites dans la récupération de molécules polaires. La tenue aux pH extrémes était peu
satisfaisante et les rendements d’extraction présentaient parfois une treés faible reproductibilité,
notamment en raison d’une qualit¢ de greffage variable. Les cartouches polymériques (PPL-Bond
Elut, Lichrolut EN, Isolute ENV+) ont progressivement remplacé ces adsorbants. Dotés d’une
meilleure tenue aux pH extrémes et d’une capacité d’adsorption plus élevée, ces adsorbants ont
permis d’obtenir des rendements bien plus importants avec une reproductibilité plus intéressante.
Ces phases ne sont toutefois utilisées que pour 1’extraction spécifique de composés apolaires ou
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polaires suivant la nature du support. De nouvelles phases polymériques plus polyvalentes ont été
développées (StrataX, Oasis HLB). Ces supports possedent des propriétés mixtes hydrophiles et
hydrophobes, permettant d’extraire des composés polaires et moins polaires simultanément. Les
deux cartouches donnent des performances sensiblement équivalentes. La derni¢re génération de
supports disponibles utilise a la fois des phases mixtes et échangeuses d’ions (Oasis MAX et MCX).
Suivant les conditions opératoires, ces adsorbants peuvent produire des interactions hydrophiles,
hydrophobes et ioniques et permettent de réaliser des extractions avec une grande sélectivité.
L’utilisation de ces supports et/ou I’association de plusieurs types de phases en série présentent un
intérét certain pour 1’extraction simultanée de composés aux comportements physico-chimiques tres
différents. Les rendements fournis dans le Tableau II-2 présentent des écarts importants, fonction de
I’adsorbant utilis¢, de la molécule étudiée et de la matrice a extraire. Pour tous ces supports,
Iévaluation précise des rendements et la compensation des pertes éventuelles et/ou variables passent
nécessairement par 1’utilisation d’un étalon d’extraction introduit avant percolation.

Citée pour mémoire, Magner et al. (2009) ont utilis¢ une méthode dérivée de la SPE pour
I’extraction du CP dans des eaux de STEP : la bag-SPE. La méthode consiste en une résine en
polystyréne-divinylbenzéne (PS-DVB) introduite dans un petit sac en polyester. Le sac a ét€ mis en
contact avec 1’échantillon et lentement agit¢ pour favoriser I’adsorption des composés. La
désorption a ensuite été réalisée avec un solvant organique. La méthode a ét¢ comparée avec
I’extraction SPE. Le rendement en bag-SPE (45 %) était significativement moins €levé qu’en SPE
(73 %) mais I’extrait était plus raffiné (i.e moins d’interférents).

Les différents extraits organiques obtenus doivent généralement étre concentrés afin que les teneurs
en composés cibles soient quantifiables avec la technique analytique sélectionnée. Pour des volumes
d’extrait importants (> 10 mL), ’évaporation rotative sous vide avec chauffage léger peut étre
appliquée. L utilisation d’un TurboVap, évaporant simultanément plusieurs extraits sous un courant
d’azote en spirale a des températures controlées, est possible et plus avantageuse (Foan, 2012).
L’évaporation sous flux d’azote, a froid, est préférée pour des volumes plus modestes.

I1.1.3) Prise en charge d’échantillons solides

Les échantillons particulaires sont classiquement moins €tudiés que les échantillons aqueux. Ceci
peut notamment étre expliqué par les difficultés liées a la complexité de ces échantillons, que ce soit
au niveau de I’étape d’extraction ou lors de I’analyse. Pourtant, la demande de méthodes analytiques
fiables est croissante. En effet, la tendance actuelle est a ’acquisition de données d’occurrence de
micropolluants dans les boues (projet AMPERES). L’idée qui en découle repose sur 1’estimation du
risque d’exposition lors de 1’épandage de boues contaminées, qui pourrait éventuellement aboutir a
la mise en place de nouvelles directives sanitaires. Premier jalon d’une chaine complexe,
I’évaluation des niveaux de contamination suit déja une démarche délicate et précise.

I1.1.3.1) Conditionnement des échantillons particulaires

Apres centrifugation ou filtration, le culot ou dépdt est encore trés humide et biologiquement actif.
Lors de I’extraction, 1’eau contenue peut limiter fortement la diffusion des analytes depuis la
matrice vers le solvant, surtout avec [’utilisation de solvants apolaires (Dionex, 2008). Pour
assurer une ¢élimination compléte de I’eau et limiter par ailleurs D’activité bactérienne, trois
stratégies peuvent étre envisagées. La premicre consiste en un séchage par injection d’air et a
température ambiante (Helaleh er al., 2005 ; Smyth et al., 2007). Cette procédure implique des
temps de travail trés longs. La seconde repose sur le séchage par déshydratation thermique dans
un four (Miege et al., 2003). Des températures ¢élevées sont parfois appliquées (> 80 °C), ce qui
peut poser des probleémes pour les composés sensibles a la volatilisation ou a la dégradation
thermique. La lyophilisation constitue la derniere voie. Elle consiste a assécher 1’échantillon par
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sublimation de 1’eau, caractérisant le passage de I’état solide a I’état gazeux. La lyophilisation est
souvent préférée aux autres techniques car elle est assez rapide et préserve l'intégrité¢ des
¢échantillons (Meesters et Schroder, 2002). Ainsi, toutes ces €étapes aboutissent a I’obtention d’une
phase solide s¢che et fortement hétérogeéne. Pour assurer une extraction optimale, I’homogénéité
des échantillons est souvent requise et obtenue par broyage. Suivant la quantit¢ d’échantillon
disponible, le broyage sera effectué soit a ’aide d’un blender (quantité importante), soit a 1’aide
d’un mortier et d’un pilon (quantité modeste). Si la granulométrie des particules obtenues est trop
importante (> 2 mm), une étape de tamisage peut éventuellement étre intégrée (Nieto, 2010).
L’échantillon final se présente sous la forme d’une fine poudre pulvérulente. Il est classiquement
conservé dans un flaconnage adapté, hermétiquement clos, a 4 ou — 20 °C avant extraction.

11.1.3.2) Récupération des molécules cibles depuis la matrice solide

De nombreuses techniques d’extraction de matrices solides ont été développées au cours des trois
derniéres décennies (Wan et Wong, 1996). On distingue les méthodes « traditionnelles » telles
que le Soxtec ou les ultrasons (USE), des méthodes plus « récentes » telles que les micro-ondes
(MWE) ou I’extraction par solvant pressuris¢ et a chaud (PLE), toutes utilisant principalement des
solvants organiques pour extraire des masses d’échantillons classiquement comprises entre 0,25 et
2 g. Dans tous les cas, des étalons commerciaux sont injectés avant I’extraction de maniere a
évaluer les rendements et/ou corriger les pertes éventuelles. Pour la récupération de composés
anticancéreux, seules des applications boues ont été identifiées, au nombre de quatre. Ces études
sont répertori¢es dans le Tableau II-3. Les références sont détaillées en annexe (Annexe C).

Tableau II-3 : Méthodes et rendements d’extraction pour les anticancéreux dans les boues

Molécule Meéthodes traditionnelles Méthode récente
Soxtec Rendement USE Rendement PLE Rendement
CP 1 ~20% 2 58 -85% 1 82 %
IFO 1 ~20% 1 53-59% - -
5-FU - - - - - -
TAM - - - - - -

Le Soxtec est une technique dérivée du Soxhlet et fonctionnant sur le principe de ’entrainement de
vapeurs organiques, suivie de leur condensation et macération avec la matrice a extraire. Saggadi
(2009) a réalisé I’extraction du CP et d’IFO dans des boues suivant cette technique. Les rendements
obtenus étaient faibles, de I’ordre de 20 %, pour une méthode non optimisée.

L’utilisation de 'USE a déja ét¢ décrite dans la littérature pour les produits anticancéreux. Elle
repose sur le principe de la cavitation. Induites par la fréquence des ultrasons, des bulles
microscopiques vont €clater au voisinage de la matrice suivant des phases de compression et
décompression, rendant la récupération d’analytes possible. Ternes ef al. (2004) et Okuda et al.
(2009) ont appliqué 'USE dans leur méthode d’extraction du CP et/ou de IFO dans les boues. Les
rendements observés ont été assez satisfaisants mais variables. La reproductibilité de I’'USE est donc
souvent discutée (Luque-Garcia et Luque de Castro, 2003) notamment en raison du peu de controle
sur la température.

D’autres méthodes d’extraction « traditionnelles » sont également possibles, telles que 1’agitation
manuelle ou mécanique par exemple. Trés répandues, toutes ces méthodes ne fournissent pourtant
pas suffisamment d’énergie pour libérer rapidement les analytes emprisonnés dans la matrice boue
(Zuloaga et al., 2012). Elles consomment donc beaucoup de solvants et de temps. Elles sont alors
progressivement remplacées par des méthodes plus innovantes et souvent plus performantes.
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Les techniques MWE et PLE nécessitent 1'usage d’appareils trés spécifiques. L’extraction par
micro-ondes est réalisée dans un four dans lequel une mixture formée par 1’échantillon a extraire et
le solvant va étre chauffée par I’énergie des ondes produites. L’agitation moléculaire engendrée va
déstructurer la matrice et permettre la diffusion des analytes vers le solvant. Des applications pour
I’extraction de produits pharmaceutiques ont ét¢ identifiées (Vega-Morales et al, 2011), mais
aucune pour les molécules anticancéreuses. Nécessitant 'utilisation de solvants présentant des
moments dipolaires permanents pour étre efficace, la MWE encourage 1'utilisation d’échantillons
partiellement humides, I’eau présentant une telle caractéristique. Le mélange entre I’échantillon a
extraire et le solvant implique une étape de filtration indispensable pour récupérer I’extrait.

La PLE, aussi connue sous le nom d’extraction accélérée par solvant ASE (marque déposée par la
société Dionex), est une technique mettant en jeu des pressions élevées, ce qui permet de réaliser
I’extraction a des hautes températures tout en gardant les solvants dans leur état liquide. Il en
résulte une meilleure solubilité des analytes et des vitesses de transfert plus importantes. Le
couplage de pressions et températures élevées permet d’imprégner efficacement la matrice a
extraire, avec un volume de solvant peu important et des temps d’extraction rapides. Okuda et al.
(2009) ont appliqué cette méthode pour I’extraction du CP dans les boues. Ils ont obtenu un
rendement de récupération (82 %) sensiblement équivalent a celui obtenu en USE (85 %), mais
avec un confort de manipulation notable pour la PLE. De plus, les méthodes par PLE bénéficient
souvent d’une trés bonne répétabilité (variabilité < 5 %) et sont donc de plus en plus utilisées
(Zuloaga et al., 2012), au prix d’une phase d’optimisation importante.

Une variante de la PLE repose sur ’utilisation seule de I’eau comme solvant d’extraction. Sous
des conditions de température et de pression bien précises, I’eau posséde des proprictés
extractantes comparables a celles des solvants organiques usuels et peut donc s’y substituer. Peu
d’exemples d’application a I’extraction de composés traces dans les boues ont été identifiés (Saleh
et al., 2011). Cependant, le développement d’une chimie moins consommatrice de solvants
organiques, et donc davantage respectueuse de I’Environnement devrait favoriser son application.

D’autres méthodes d’extraction «récentes » telles que la micro-extraction sur phase liquide
(LPME), la dispersion de la matrice en phase solide (MSPD), I’extraction par fluide supercritique
(SFC) sont possibles. Ces applications sont toutefois trés secondaires. Leur adéquation reste
parfois a démontrer.

Parmi les méthodes proposées dans la littérature, deux stratégies d’extraction sont généralement
opposées. La premicre consiste en une stratégie d’épuisement de la matrice durant laquelle les
composés d’intérét sont récupérés en appliquant des conditions opératoires les plus extrémes
possibles. La seconde stratégie est davantage sélective en recherchant scrupuleusement les
conditions opératoires optimales pour 1’extraction des composés cibles (Runnqvist ez al., 2010).
Ces deux stratégies sont souvent suffisantes pour extraire quantitativement les molécules d’intérét.
Elles peuvent s’accompagner de [’extraction de composés interférents, parfois en quantité
importante, et qui peuvent perturber ’analyse. Leur élimination implique souvent une phase de
purification.

I1.1.3.3) Purification des extraits et concentration

Les procédures de purification sont nombreuses et peuvent étre employées seules ou en
association lorsque 1’extrait obtenu est jugé trop chargé. Les principales procédures identifiées
dans la littérature sont la neutralisation du soufre, la chromatographie sur gel perméable (GPC) et
la SPE (Zuloaga et al., 2012).
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Le soufre et ses dérivés sont des composés suffisamment solubles pour étre co-extraits avec les
analytes recherchés, produisant des massifs parasites lors de la détection. Leur neutralisation
implique, entre autres, 1’utilisation de cuivre activé (Bressy, 2010). La GPC est classiquement
employée pour I’élimination des lipides, des protéines et des interférents a haut poids moléculaire
(Mitra et Brukh, 2003). Elle repose sur des mécanismes d’exclusion stérique entre les constituants
de I’extrait et les pores d’un gel polymeére. La technique est relativement répandue (Kupper et al.,
2008), bien que nécessitant un équipement colteux et I’utilisation de solvants toxiques. Son
couplage avec la SPE est fréquent.

La SPE constitue la technique de purification la plus utilisée. Parmi les 150 études identifiées par
Zuloaga et al. (2012) dans I’extraction de micropolluants organiques contenus dans les boues,
plus de la moiti¢ ont utilisé la SPE. Les méthodes de Ternes er al. (2005a) et Okuda ez al. (2009)
ont notamment utilisé ce moyen de purification dans 1’analyse d’extraits de boues contenant CP
et/ou IFO. Les extraits d’échantillons particulaires contiennent généralement des quantités
d’impuretés bien plus importantes que dans les échantillons aqueux. Ainsi, les masses
d’adsorbants utilisés sont environ deux fois plus importantes, de I’ordre de 0,5 a plus d’1 g. Les
phases normales (alumine, silice...) et inverses (Cisg, Isolute ENV...) sont les plus répandues. Les
phases normales sont classiquement utilisées pour éliminer les interférents polaires et notamment
les pigments (chlorophylle...), responsables de la coloration des extraits. Les phases inverses sont
utilisées pour retenir les composés peu polaires et notamment les lipides. Contrairement aux
phases normales, les phases inverses impliquent souvent la dilution de 1’extrait avec de 1’eau pour
favoriser les mécanismes de rétention. Ces types de phases sont toutefois réputés pour avoir des
sélectivités limitées. L’émergence actuelle des adsorbants a interactions mixtes élargit les
perspectives de purification sélective. Les applications sont encore relatives mais en progression
certaine (Carballa ef al., 2007 ; Kimura ef al., 2007).

Plus récemment, une technique de purification « en ligne » et originale se développe pour les
extractions par PLE. Elle repose sur 1’addition d’adsorbants dérivés de la SPE (alumine, silice,
Florisil®...) ou de réactifs « purifiants » (hydroxyde de potassium, cuivre...) disposés en couche
ou mélangés avec I’échantillon a extraire (Zuloaga ef al., 2012). Lors de D’extraction, les
composés interférents sont ainsi retenus, ce qui permet d’augmenter sensiblement la sélectivité de
la méthode. De plus, elle a I’avantage de ne pas entrainer de « rupture physique » entre les étapes
d’extraction et de purification, réduisant sensiblement le temps de manipulation. Pour I’extraction
de produits pharmaceutiques, le nombre de méthodes PLE impliquant ce type de purification est
croissant (Pena er al., 2010 ; Martinez-Moral et Tena, 2011). Il arrive parfois que cette procédure
donne des extraits suffisamment clairs et raffinés pour permettre leur analyse directe (Nieto et al.,
2009). Toutefois, le couplage avec la SPE est souvent requis (Diaz-Cruz et al., 2006). En effet, le
choix d’adsorbants disponibles est encore limité aux phases normale ou inverse, dont la sélectivité
a déja montré quelques limites. Il est par ailleurs difficile d’optimiser les conditions opératoires
compte-tenu du caractére simultané des étapes d’extraction et de purification. La diversification
des adsorbants et des stratégies d’optimisation permettraient son développement. Il est a noter
qu’aucune étude ne fait état de I’utilisation de ces adsorbants pour la fixation de composés cibles
(i.e « premigre extraction »), suivie de leur élution (i.e « seconde extraction »).

La concentration des extraits obtenus a la suite des purifications suit les mémes procédures que
celles précédemment décrites pour les extraits d’échantillons aqueux.
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I1.1.4) Analyse des anticancéreux : techniques séparatives et détection

Peu importe la qualité de I’extraction ou de la purification obtenue, chaque extrait d’échantillon
environnemental est un mélange complexe de composés d’intérét et d’autres éléments matriciels
qui ne peuvent encore étre distingués. Isoler ces composés avant détection passe nécessairement
par une étape de séparation.

I1.1.4.1) Séparation des molécules cibles contenues dans les extraits

Pour les anticancéreux recherchés en matrices environnementales, trois techniques séparatives ont
été utilisées : I’électrophorese capillaire (CE), la chromatographie en phase gaz (GC) et la
chromatographie en phase liquide (LC). Le Tableau II-4 reprend le nombre de méthodes
identifiées pour chacune de ces techniques par composé ciblé. Le détail des références est
disponible dans les annexes (Annexe C).

Tableau I1-4 : Techniques séparatives identifiées et occurrence pour les anticancéreux

Techniques séparatives identifiées et occurrence

Molécule CE GC LC
CP 0 5 22
IFO 0 4 8
5-FU 1 3 2
TAM 0 3 8

\

La CE consiste a séparer, sous l’influence d’un champ électrique, des molécules chargées
injectées dans un tube capillaire rempli d’une solution tampon. Cette solution est un milieu
conducteur qui permet le transport des espéces. La séparation est le résultat de plusieurs
composantes telles que la mobilité propre de I’espéce, influencée a la fois par sa charge et sa taille,
et la mobilité¢ du tampon, influencée par le pH et 1’¢électrolyte employé. Seuls Manhik ez al. (2004
et 2007) ont utilis¢ la CE pour séparer du 5-FU contenu dans des ERH. Des difficultés de
déplacement du temps de migration ont été€ rapportées, nécessitant une maitrise absolue de la
composition du tampon et obtenue pour une salinité trés élevée (160 mM en borate de sodium).
Cette salinité¢ est peu compatible avec bon nombre de systemes de détection. De plus, la CE
semble limitée aux seules molécules pouvant étre chargées. Ces raisons peuvent expliquer
I’utilisation ici marginale de cette technique.

L’utilisation de la GC est plus répandue. Elle s’applique aux composés gazeux ou susceptibles
d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Les températures de travail sont donc €levées
(> 100 °C). Transportés par un gaz vecteur (phase mobile), les constituants du mélange vaporisé
vont interagir le long d’une colonne (phase stationnaire) avec une affinité plus ou moins
importante en fonction des propriétés physico-chimiques du systéme. Ces différents équilibres
vont permettre la séparation des constituants dans le temps. Chacune des molécules
anticancéreuses ciblées ont été séparées au moins une fois par GC (Tableau I1-4). L’utilisation est
cependant assez limitée. En effet, les composé€s anticancéreux sont comme la majorité des
produits pharmaceutiques, des molécules polaires présentant une faible volatilit¢é et une
thermosensibilité reconnue. Pour augmenter la stabilit¢ et améliorer la séparation, une étape de
dérivatisation est souvent incluse avant I’injection. Elle consiste & modifier chimiquement une
partie de la molécule par ajout d’un groupement rendant la séparation possible. Cette étape est
délicate et parfois considérée comme peu maitrisable (Kosjek et Heath, 2011). De plus, pour des
raisons de compatibilit¢ des matériaux avec les températures de travail, le choix de colonnes est
relativement restreint. Les temps d’analyse sont souvent longs et peuvent atteindre 60 minutes
voire plus. Ainsi, la GC n’est classiquement pas retenue comme technique de séparation de
premier choix pour les molécules anticancéreuses et plus largement pharmaceutiques.
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La LC est de loin la technique séparative la plus employée (Tableau I1-4). Elle s’applique aux
composés de toute nature mais est souvent employée pour ceux ayant un caractére trés polaire a
modérément polaire (Coetsier, 2009). Son principe repose sur l’entrainement a travers une
colonne (phase stationnaire) d’un mélange liquide par I’action d’une phase également liquide
(phase mobile). Les interactions entre la colonne, les composés et la phase mobile vont
conditionner I’ordre d’¢lution des constituants du mélange.

La LC a fait des progres considérables au cours des deux dernieres décennies et a atteint une
maturité et une polyvalence certaines. Différentes phases stationnaires pour différents types de
colonnes chromatographiques sont a présent disponibles. La séparation des anticancéreux est tres
largement effectuée en phase inverse, sur des colonnes apolaires de type C;s (Annexe C), avec un
diamétre de particule moyen entre 3 et 5 um. Les interactions sont donc liées a 1’hydrophobicité,
méme si d’autres mécanismes tels que les interactions électrostatiques ne peuvent étre exclus.
L’¢lution est alors effectuée par une phase mobile majoritairement aqueuse, entrainant rapidement
les composés polaires. Toutefois, ce type de chromatographie est souvent peu adapté aux
composés tres polaires, entrainés trop rapidement. C’est notamment le cas des métabolites de
produits pharmaceutiques (Nieto, 2010). Un nouveau type de chromatographie a récemment été
développée et appliquée dans la séparation du 5-FU et d’un de ces métabolites (le FBAL) pour
leur détermination dans les ERH (Kovalova er al, 2009). Basée essentiellement sur des
interactions hydrophiles, la chromatographie dite HILIC peut étre considérée comme une variante
de la phase normale. Contrairement au précédent type de chromatographie, 1’¢lution est réalisée
par une phase mobile avec un fort contenu organique, principalement du méthanol ou de
I’acétonitrile. L’ordre d’élution des composés en HILIC est a priori I’inverse de celui en Cjs.

Peu importe le type de colonne utilisée en LC, la composition de la phase mobile doit étre
scrupuleusement controlée pour assurer une rétention optimale (Miao et Metcalfe, 2007). Les
molécules anticancéreuses possedent des propriétés acides, neutres ou basiques suivant leur pKa
et le pH appliqué. Ainsi, les composés acides, chargés négativement a pH basique et les composés
basiques, chargés positivement a pH acide, pourront interagir via des interactions €lectrostatiques
qui amélioreront parfois la rétention et la résolution. Nebot ef al. (2007) précisent que les pH
acides auraient tendance a limiter les co-€lutions de composés et ainsi mieux définir les pics
chromatographiques. Des sels sont aussi couramment employés. Souvent utilisés pour améliorer
la détection, les sels permettraient d’améliorer la rétention sur la colonne, notamment a travers des
mécanismes d’appariement d’ions qui favoriseraient un seul type d’interaction pour les composés
chargés. L’utilisation conjointe de sels et ’ajustement du pH de la phase mobile est connue sous
le nom de tampon. Ahrer e al. (2001) indiquent que les tampons assurent notamment une
meilleure reproductibilité des rétentions dans le temps. Le role joué par la composition de la phase
mobile dans la détection sera décrit dans la prochaine partie.

Outre 1’évolution des types de colonnes, la LC, souvent qualifiée de chromatographie liquide a
haute performance (HPLC), tend a se diversifier avec I’émergence de la chromatographie liquide
a ultra haute performance (UHPLC). Utilisant des colonnes avec des diamétres de particule bien
inférieurs a ceux utilisés en HPLC (facteur 2), 'UHPLC peut fonctionner avec des pressions plus
¢élevées. Il en résulte notamment une séparation et une résolution de plus grande qualité, de méme
qu’une diminution significative de la quantité de phase mobile consommée a travers un temps
d’analyse réduit. L’UHPLC a déja été appliquée avec succes pour CP contenu dans des eaux de
STEP (Lavén et al., 2009), permettant une réduction du temps d’analyse d’un facteur 4 et de la
consommation de phase mobile d’un facteur 8 par rapport a une analyse HPLC standard (40
minutes ; 25 mL). Son colt est cependant trop élevé pour répandre son utilisation. Toutefois, la
multiplication récente de publications relatant de son application pour 1’analyse d’échantillons
environnementaux indique une tendance a plus d’utilisation.
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11.1.4.2) Systémes de détection pour ’analyse des molécules cibles

Une technique séparative seule ne présente pas d’intérét sans son couplage avec une détection
adéquate. Dans le contexte d’analyses environnementales, le systtme de détection doit étre
compatible avec la détermination de traces. Le Tableau II-5 reprend les différents détecteurs
utilisés dans la recherche des molécules anticancéreuses. Le détail des références est renseigné en
annexe (Annexe C).

Tableau II-5 : Systémes de détection identifiés et occurrences pour les anticancéreux

Systémes de détection identifiés (occurrence et limites)

Molécule

UV LOD i MS  LODu, MSMS _ LOD,
CP 1 >50 pg/L 9 6 ng/L 15 0,02 ng/L
IFO 0 - 3 7 ng/L 9 0,02 ng/L
5-FU 2 8,6 ng/L 2 50ngL 2 5ng/L
TAM 0 - 3 4ng/L 8 <0,01 ng/L

LOD,;, : limite de détection la plus basse relevée dans la littérature
La MS et la MS/MS peuvent étre assimilés au méme type de détection

La spectroscopie ultra-violet (UV) est une méthode optique qui repose sur ’utilisation de photons
dont les longueurs d’onde sont comprises entre 200 et 400 nm. Soumises a ce rayonnement, les
molécules sont susceptibles de subir une ou plusieurs transitions €lectroniques. Ces transitions
vont se traduire par des différences d’absorption de I’intensité lumineuse. Seules trois études ont
¢été identifiées dans la littérature pour les anticancéreux. CP a été recherché en UV par Kiffmeyer
et al. (1998) et 5-FU par Kiffmeyer et al. (1998) et Mahnik e al. (2004 et 2007). Ce mode de
détection a rapidement montré quelques faiblesses. En effet, les limites de détection atteintes pour
les méthodes utilisant ’'UV dépassent classiquement les 5 pg/L et sont donc élevées pour de
I’analyse environnementale. De plus, il est indispensable que les composés étudiés aient des
propriétés optiques particulieres. Les groupements chromophores sont responsables du
phénoméne d’absorption. CP et IFO possedent des groupements chromophores « mous »,
absorbant peu et a la limite basse du domaine de I’'UV (195-200 nm) (Kosjek et Heath, 2011). 1l
est donc peu pertinent d’utiliser des méthodes optiques pour la quantification des anticancéreux
dans des échantillons environnementaux.

La spectrométrie de masse (MS) est incontestablement le mode de détection le plus appliqué dans
la détermination des molécules anticancéreuses a 1’état de traces (Tableau II-5). Son principe
réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées en fonction de leur rapport
masse/charge (m/z). La détection en MS nécessite 1’association d’une source pour ioniser les
substances, d’un analyseur pour séparer les ions générés et d’un détecteur pour comptabiliser les
ions et éventuellement amplifier le signal (Bouchoux et Sablier, 2005).

Les sources sont différentes suivant le couplage GC ou LC. En GC-MS, I’ionisation par impact
¢lectronique (EI), basée sur I’arrachement d’un électron aux molécules a analyser, induisant leur
fragmentation, est la plus couramment utilisée. Elle a déja ét€ employée par Tauxe-Wursch
(2005) dans la détection du TAM et du 5-FU dans des ERH. En LC-MS, I’ionisation par
ElectroSpray (ESI) est largement répandue pour les produits pharmaceutiques, notamment parce
qu’elle ne fragmente pas les molécules et qu’elle permet une analyse rapide, précise et souvent
sensible (Al-Odaini et al., 2010). Elle repose sur la formation d’un fin nuage de gouttelettes a
haute densité de charge, aprés passage sur un capillaire ou un potentiel positif (+) ou négatif (-) a
été appliqué. Sous I’effet d’un courant de gaz chauffg, les gouttelettes s’évaporent progressivement.
La densit¢ de charge devenant trop importante, les gouttelettes explosent, libérant des
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microgouttelettes constituées de molécules portant des charges variables suivant la nature du
potentiel précédemment appliqué. Le principe de I’ESI est illustré sur la Figure II-2.

]
® 7

- D o>
CoOU () © ey

Microgouttelettes

Capillaire Spray Goutte large Croutte fine densément chargées

Figure I1-2 : Principe de ’ionisation par ESI
(inspiré de Menet, 2011)

Les analyseurs en MS doivent étre a la fois sensibles, spécifiques et relativement polyvalents dans
les applications. Trois types sont utilisés dans la détection de produits pharmaceutiques dans les
matrices environnementales : le piége a ions (TRAP), I’analyseur a temps de vol (TOF) et le
quadrupodle (Q). Le TRAP consiste a piéger les ions dans un systeéme de trois électrodes puis a
sélectionner les ions et orienter leur trajectoire vers le détecteur en augmentant progressivement la
différence de potentiel. Le TOF consiste & mesurer le temps que met un ion a parcourir une
distance donnée jusqu’au détecteur, ce temps dépendant notamment du rapport m/z. L’analyseur
Q est de loin le plus employé¢ pour les composés anticancéreux (Annexe C). Le systeme utilise la
stabilit¢ des trajectoires pour séparer les ions selon leur rapport m/z, en fonction d’un champ
¢lectrique. L’analyseur Q est constitué de quatre barres, portées a des potentiels tantot négatifs (-)
tantot positifs (+), permettant le changement de direction et la focalisation des ions (Figure II-3).
Sa souplesse d’utilisation, sa résolution, sa vitesse de balayage et son adaptabilité avec les
interfaces GC et LC en font souvent un outil de premier choix (Baugros, 2008).

Détectenr

A+ Trajectoire stable
= Trajectoite instable

Figure I1-3 : Structure et principe d’un analyseur de type quadrupole
(inspiré de Menet, 2011)

En analyse de traces, les dernieéres années ont ét¢ marquées par I’apparition de modes particuliers
d’utilisation de la MS (Mullot, 2009) : la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS), impliquant
soit un jeu de triple quadrupdle (QqQ), soit le couplage d’un quadrupdle et d’un analyseur a temps
de vol (Q-TOF) ou I'utilisation d’autres couplages hybrides. L’association MS/MS offre des
possibilités d’analyse intéressantes et des seuils de détection trés bas. Le consensus actuel est que
les analyseurs de type QqQ sont les plus sensibles et offrent une sélectivité trés acceptable pour la
détection des produits pharmaceutiques (Petrovic ef al., 2006). L’analyse des anticancéreux
s’inscrit dans cette tendance. Par ailleurs, il est souvent considéré que la sensibilit¢ d’'une GC-MS
est comparable a celle d’une LC-MS/MS (Kosjek et Heath, 2011).
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Malgré ses avantages incontestables dans 1’analyse de traces, la MS connait certaines limitations
qui doivent étre prises en compte suivant le couplage considéré. Alors que la détection en GC-MS
est peu ou pas influencée par la nature de 1’échantillon, 1’analyse en LC-MS (/MS) est a la fois
influencée par la composition de la phase mobile et par la nature des constituants de 1’échantillon.
A faible concentration, Le tampon peut permettre d’amplifier significativement le signal mais des
concentrations trop €élevées résultent souvent en une perte de sensibilité partielle et parfois totale
(Ahrer et al., 2001). Co-¢lués avec les analytes ou €lués dans des régions chromatographiques
proches, les interférents contenus dans 1’extrait vont perturber significativement 1’ionisation par
ESI, résultant en une diminution du signal ou plus rarement en une augmentation (Huerta-Fontela
et al., 2011). Cet effet est largement connu et documenté dans la littérature sous le nom d’effet
matrice (EM). L’EM peut réduire la précision et la reproductibilité de la détection et biaiser les
résultats. Il est souvent plus prononcé dans les extraits issus d’échantillons particulaires que dans
ceux issus d’échantillons aqueux, notamment en raison de leur complexité (Radjenovic et al.,
2009). Les moyens de réduction ou de prise en compte de I’EM sont cependant bien connus.

Une réduction possible peut étre attendue en utilisant des méthodes d’extraction tres sélectives,
notamment la SPME ou la LPME (Quintana et al., 2004). L’influence du lavage des cartouches
SPE sur I’EM est avérée. Lee et al. (2007) ont montré qu’un lavage efficace permet une réduction
de 50 2 90 %. Il est également possible de diluer les extraits SPE avant analyse. Un facteur de
dilution par 2 peut parfois étre suffisant pour réduire significativement I’impact des interférents
(Gomez et al., 2007). La dilution augmente toutefois les limites analytiques et remet en cause
I’intérét de préconcentrer les échantillons.

Lorsque la réduction est insuffisante, des stratégies de prise en compte de ’EM peuvent étre
appliquées. La méthode des ajouts dosés, basée sur I’addition de quantités croissantes en
molécules cibles dans I’extrait, permet d’aboutir a une quantification précise au prix d’une
procédure longue. Vieno et al. (2006) ont réussi a évaluer I’EM suivant la procédure singuliere du
« pic écho », durant laquelle un échantillon et un étalon sont injectés dans un intervalle de temps
trés court, et sont a priori soumis aux mémes effets. Enfin, 1’utilisation d’un standard interne est
de loin la méthode la plus connue et probablement la plus appliquée. Ce composé doit regrouper
certaines caractéristiques importantes telles qu’une physico-chimie proche de la molécule a tracer,
son absence dans I’échantillon initial et son élution dans une région chromatographique proche,
de maniere a subir les mémes effets que le composé standard qu’il « doit » corriger. La principale
difficulté réside dans I’obtention d’une molécule remplissant ces criteres (Gros et al., 2006).

I1.1.4) Synthése et description des choix analytiques

Analyser les molécules anticancéreuses dans les échantillons environnementaux est donc une
tache longue et délicate, nécessitant le développement de stratégies réfléchies. La Figure II-4 est
un arbre décrivant la prise en charge complete d’un échantillon de boue suivant les méthodes
identifiées.
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Echantillon brut

Filtration .
Phase aqueuse Centrifugation Phase solide
Prétraitement Prétraitement
v \4
Extraction Extraction
SBSE, SPE, Bag-SPE MWE, PLE, Soxtec, PLE
\4
Purification
GPC, SPE, PLE « en ligne »
Concentration
\ 4
Analyse

Séparation : CE, GC, LC
Détection : UV, MS, MS/MS

Figure 114 : Méthodologies de détermination possibles de molécules anticancéreuses
contenues dans des échantillons de boues

Parmi les molécules étudi€es, il existe une réelle diversit¢ de structures chimiques et par
conséquent, de propriétés physico-chimiques. Ces différences induisent une problématique
analytique importante, qui peut étre abordée suivant deux stratégies (Candido e al., 2010). La
premicre consiste & mettre au point plusieurs techniques analytiques pour chaque composé ou
pour des composés de caractéristiques proches. La seconde consiste en une approche multi-
résidus, visant a étudier I’ensemble des molécules via une méthode unique, au prix de quelques
compromis quant aux résultats de I’étude des parametres analytiques. La tendance actuelle est
au développement de méthodes multi-résidus, permettant une réduction significative des
temps de manipulation ou des besoins matériels. Cette stratégie a ici été sélectionnée.

Suivant ce principe, les impératifs matériels (disponibilité d’équipement, volume d’échantillon...)
et la maturit¢ des méthodologies de détermination présentées sur la Figure I1-4, notre choix s’est
porté sur I’utilisation de la SPE pour I’extraction des molécules cibles contenues dans la phase
aqueuse. L’extraction depuis la matrice solide reste a déterminer et justifier, méme si I’utilisation
de la PLE semble plutét avantageuse. La SPE a également été retenue comme moyen de
purification éventuelle. La LC en phase inverse, couplée a la MS, s’impose comme la technique
analytique de premier choix. Les procédures proposées ont été optimisées et validées suivant une
démarche rigoureuse. Il est important de préciser que le travail analytique proposé a été initi€ en
2009. Les mutations perpétuelles en analyse d’échantillons environnementaux ont permis de
développer des approches originales, approches qui pourraient encore €tre amenées a évoluer.
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I1.2) Matériel et Méthodes
I1.2.1) Solvants, sels et adsorbants

Les solvants organiques utilisés pour 1’ensemble des procédures analytiques sont de qualité
adéquate pour I’analyse de composés présents a 1’état de traces. L’acétone, I’acétonitrile (ACN)
et le méthanol (MeOH), de type « Multisolvent HPLC-grade ACS UV-Vis », sont fournis par

VWR Scharlau (Espagne). Quelques propriétés de ces solvants sont présentées dans le Tableau
I1-6.

Tableau II-6 : Quelques propriétés des solvants organiques utilisés

Solvant® CAS P?(;: )t ¢ al;;r:’sciti) (;rcf) (rcl:éb) ii);
?C(ﬁ-tljge) 67-64-1  >99,8 0,79 -95 56 056
A(ng’;g;l)le 75-058  >99,9 0,79 46 82 065
?é%‘;g‘};’)l 67-56-1  >99,9 0,79 98 65 093

T¢: température de fusion ; Ty, : température d’ébullition ; g, : force éluante
a : d’apres les données fournisseur (Scharlau)
b : sur alumine (phase polaire), d’aprés www.lachimie.fr (consulté le 10/11/12)

Les solvants minéraux utilisés sont de qualité analytique. L’acide chlorhydrique (HCI) 37 %,
I’acide formique (HCOOH) 99 % et I’acide acétique (CH3;COOH) 100 % sont fournis par
VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France). L hydroxyde d’ammonium (NH4OH) 35 % est
fourni par Fischer Chemical (Loughborough, Angleterre). L’eau ultrapure, utilisée aussi bien
pour la préparation des solutions SPE et des phases mobiles, est produite a partir d’eau
déminéralisée par un systeme Millipore (Molsheim, France).

Trois sels ont été utilisés. Le formate d’ammonium (NH4sHCOO) 97 % est fourni par Alfa
Aesar (Karlsruhe, Allemagne). L’acétate d’ammonium (NH4CH3;COO) 98 % est fourni par
Merck (Darmstadt, Allemagne). Le sel disodique de 1’acide éthyléne diamine tétraacétique
(Na,EDTA) est fourni par ICN BioMedicals (Aurora, Etats-Unis). Différents adsorbants SPE
ont également été utilisés et leurs propriétés sont renseignées dans le Tableau II-7.

Tableau II-7 : Propriétés des adsorbants utilisés

Surface Diamétre de  Diameétre

Cartouche” Tgl[::s(:e V?cl::;;e/l\(/llﬁ;s)e spécifique particule de pore Autre
(m%/g) (um) A)
Lichrolut RP  Silice greffée 6/500 <500 ? 40 -63 - -
Oasis HLB PS-DVB/NVP 6/200 810 30 80 -
. PS-DVB/NVP 3/60 AEC
Oasis MAX ¥ N+(C6H15) 6/150 809 30 81 0.27 meq/e
. PS-DVB/NVP 3/60 CEC
Oasis MCX + S0y 6/150 804 29 83 0,95 meq/e

RP : phase inverse ; HLB : balance hydrophile-hydrophobe ; PS : polystyréne ; DVB : divinylbenzéne ;
NVP : N-vinylpyrrolidone ; MAX/MCX : échangeur d’anions (A)/cations (C) a support de mode mixte
AEC/CEC : capacité d’échange anionique (A)/cationique (C)

a : d’apres les données fournisseur (Merck ; Lichrolut) (Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines, France ; Oasis)
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11.2.2) Préparation de solutions et précautions de manipulation

Les différents standards et équivalents deutérés commerciaux se présentent sous la forme de
fines poudres cristallines blanches. Le cyclophosphamide monohydraté, 1’ifosfamide, le 5-
fluorouracile et le tamoxiféne sont fournis par Sigma-Aldrich (Saint-Quentin de Fallavier,
France). Les moutardes de phosphoramide et nor-azotée sont fournies par Niomech
(Bielefeld, Allemagne). La 10,11 - dihydrocarbamazépine (DHC) (utilisée comme étalon de
controle) est fournie par Alfa Aesar (Karlsruhe, Allemagne). Les deutérés cyclophosphamide-
d4 (CP-dy), I’ifostamide-ds (IFO-dy4), le 5-fluorouracile-6-d; (5-FU-6-d,) et le tamoxiféne-ds
(TAM-ds) sont fournis par Toronto Research Chemicals (North York, Canada). Toutes ces
poudres sont conservées dans des flacons ambrés et en chambre froide a 4 °C.

A I’exception de la DHC, la manipulation des molécules chimiques pulvérulentes nécessite des
précautions de manipulation, notamment en raison du caracteére volatile et CMR des poudres
d’anticancéreux. Lors de chaque pesée, le manipulateur doit porter les équipements de protection
individuels (EPI) « classiques » (blouse, lunette, gants) ainsi qu’un masque antiparticules FPP3. Les
gants, nitriles ou latex, peuvent étre doublés. Une fois en solution, la manipulation d’anticancéreux
représente un danger plus modéré. Le port du masque n’est plus indispensable.

Des solutions meéres a 1 g/L. de chaque standard et chaque deutéré sont préparées en dissolvant la
quantité appropriée dans du MeOH sous une sorbonne. La fréquence de préparation est d’une fois
tous les quatre mois pour les standards et une fois par an pour les deutérés. Les solutions filles,
issues de dilutions successives depuis les solutions meres, sont préparées dans du MeOH avant
chaque série de manipulations. Trois mixtures distinctes sont également préparées. La premicre
contient un mélange de CP (1 mg/L), d’IFO (1 mg/L), de 5-FU (10 mg/L), de TAM (0,1 mg/L), de
PHO (10 mg/L) et de NOR (10 mg/L). La seconde contient un mélange de CP (2 mg/L), d’IFO (2
mg/L), de 5-FU (40 mg/L) et de TAM (0,3 mg/L). La troisiéme contient un mélange de CP-d, (2
mg/L), d’IFO-d4 (2 mg/L), de 5-FU-6-d; (30 mg/L) et de TAM-ds (0,3 mg/L). Pour des raisons
pratiques, les appellations MIX Etalonnage, MIX Standards et MIX Deutérés désignent
respectivement ces trois solutions et sont ainsi dénommeées par la suite. Toutes les solutions
préparées sont enveloppées dans de I’aluminium et conservées a — 20 °C jusqu’a leur utilisation. Le
MeOH permet de maintenir les solutions a 1’état liquide, méme a basses températures (Tableau II-
6). La stabilité des solutions a été vérifiée et validée par des analyses en HPLC-UV/MS.

I1.2.3) Prétraitement des échantillons de boues

I1.2.3.1) Collecte d’échantillon et séparation des phases

Plusieurs campagnes d’échantillonnage ponctuelles ont été menées entre mars 2009 et novembre
2011 sur diftérentes STEP et pilotes des régions Midi-Pyrénées et Languedoc-Roussillon. A chaque
prélévement, un volume de boue voisin de 20 L a été récupéré a I’aide de bidons en polypropyléne
préalablement rincés a I’eau du robinet. Les caractéristiques des boues et des STEP ou pilotes dont
elles sont originaires sont données dans le Tableau III-4 du chapitre III.

Rapidement aprés transport au laboratoire, la boue est laissée pour décantation pendant 20 minutes.
Le surnageant est transféré dans des béchers en verre. Le décantat est récupéré et centrifugé pour
assurer la séparation complete entre les phases aqueuse et particulaire. A chaque cycle, pres d’1 L de
boue est centrifugé pendant 20 minutes a une vitesse de 5000g, a I’aide d’une centrifugeuse
Megafuge 40 R de chez Fischer Scientific (Illkirch, France) et thermostatée a la température de la
boue. Tous les surnageants sont alors combinés pour constituer la phase aqueuse totale. Les culots
sont rassemblés pour constituer la phase particulaire totale.

48



Chapitre II. Mise au point d’une méthode d’analyse de molécules anticancéreuses en matrice
environnementale complexe : application aux boues biologiques

I1.2.3.2) Prise en charge de la phase aqueuse et stockage

Pour assurer I’élimination compléte des particules en suspension, la phase aqueuse est filtrée
sous vide sur filtre en fibre de verre Whatman GF/C (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Le
seuil de coupure correspondant est de 1.2 um. Le filtrat obtenu est transféré dans des flacons
ambrés en polycarbonate, de volume utile 125 mL (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Le
pH est corrigé jusqu’a 2 unités avec quelques gouttes d’HCl commercial, puis les flacons sont
entreposés en chambre froide a 4 °C jusqu’a extraction. La méthodologie est illustrée sur la
Figure II-5. Cette procédure minimise la dégradation bactérienne et assure la conservation des
analytes. D’apres des essais de stabilité (partie 11.3.2.5.2), la prise en charge des extractions doit
étre réalisée sous 3 jours.

I1.2.3.3) Prise en charge de la phase particulaire et stockage

La présence d’eau dans les échantillons solides est éliminée par lyophilisation. La phase
particulaire est d’abord congelée & — 20 °C pendant au minimum 24 heures. Les culots
congelés sont ensuite lyophilisés pendant 72 heures, a 1’aide d’un lyophilisateur Christ Alpha
1-2 LD de chez Bioblock Scientific (Illkirch, France). Les conditions finales de lyophilisation
sont une température de — 60 °C et une pression de 0,045 bar. Le lyophilisateur est également
recouvert d’aluminium pour éviter toute perte par photo-oxydation.

Pour favoriser I’extraction, I’homogénéité des échantillons est indispensable. Avant de
manipuler, il est important de s’équiper d’un masque antiparticules FPP3. Les culots lyophilisés
sont finement broyés a 1’aide d’un mortier et d’un pilon. Le diameétre des particules obtenues est
voisin de 500 um. Les broyats sont alors transférés dans des piluliers (en verre) ambrés et
conservés a — 20 °C jusqu’a extraction. La procédure est illustrée sur la Figure II-5.

(1) Echantillon (2) Dispositif (3) Echantillon prétraité (g.) et stockage (dr.)

v P

.” ;g =t

Phase aqueuse

Fiole a'vide

Phase particulaire

Culot congelé Lyophilisateur

Figure II-5 : Procédure de prétraitement des phases aqueuse et particulaire
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11.2.4) Extraction des molécules cibles

11.2.4.1) Extraction depuis les échantillons aqueux

L’extraction des molécules cibles contenues dans la matrice aqueuse est effectuée par SPE. Elle
repose ici sur l’utilisation d’adsorbants en tandem, présentant des capacités d’échanges
hydrophiles, hydrophobes et ioniques. La procédure proposée est le fruit de nombreux essais et
optimisations détaillés dans la partie 11.3.2.2. Les deux moutardes PHO et NOR n’ont pas pu
étre extraites.

Un volume d’échantillon de prés de 100 mL est extrait dans les conditions suivantes. Tout
d’abord, le pH de I’échantillon est ramené a 12 avec quelques gouttes de NH4OH commercial. Le
pH est controlé a 1’aide de bandelettes pH fournies par Merck (Darmstadt, Allemagne). 100 uL
d’une solution de Na,EDTA 10 % sont ajoutés, soit 0,01 % (m/m) dans 1’échantillon. 100 pL de
MIX Deutérés sont aussi ajoutés comme étalons d’extraction. L’échantillon est manuellement
agité.

Un portoir « manifold » (Supelco, France) pour 12 cartouches SPE (Figure II-6), connecté a un
manometre qui contrdle le vide créé par une pompe, a été utilisé dans la suite de la procédure.
L’extraction est donc réalisée par dépression. Une cartouche rouge Oasis MAX (3 cm’, 60 mg) est
conditionnée par le passage successif de 2 mL de MeOH, 2 mL d’acétone (activation des sites) et
2 mL de NH4,OH 0,5 % (pré-équilibration). Un réservoir pour SPE de 70 mL en polypropyléne
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France) est ensuite emboité sur la cartouche. L’échantillon est alors
chargé et percole a une vitesse voisine de 1 mL/min, soit 1 goutte toutes les 2 secondes. Ce faible
débit permet de favoriser les interactions avec 1’adsorbant, notamment dans le cas d’interactions
¢lectrostatiques. Pour éliminer les interférents faiblement ou non adsorbés, la cartouche est lavée
avec 2 mL d’une solution de NH4sOH 0,5 % contenant 5 % de MeOH. Une élution par 2 mL de
MeOH suivie par 4 mL d’acétone permet de collecter dans une méme fraction les espéces neutres
et basiques (CP, IFO et TAM). La troisiéme ¢élution est réalisée avec 2 mL d’une solution de
CH;COOH 2 % dans un mélange MeOH/Acétone (75/25 ; v/v) et permet de récupérer les especes
acides (5-FU). Entre chacune de ces élutions, un temps de contact de 5 minutes entre le solvant et
I’adsorbant est appliqué pour assurer la désorption totale des molécules. Les différentes fractions
sont récoltées dans des piluliers ambrés.

La fraction contenant les especes neutres et basiques est soumise a une extraction supplémentaire.
Des échantillons organiques (>5 %) peuvent parfois étre responsables de 1’¢lution prématurée des
composés cibles. Pour limiter ce phénomene, le volume de la fraction est d’abord réduit a 2 mL
grace a un flux d’azote gazeux N,. Le concentrat est ensuite dilué par 50 mL d’eau ultrapure et
corrigé a pH 2 par quelques gouttes d’HCI commercial. Une cartouche verte Oasis MCX (3 cm’,
60 mg) est conditionnée par le passage successif de 2 mL de MeOH, 2 mL d’acétone et 2 mL
d’eau ultrapure a pH 2. L’échantillon est chargé grace au réservoir SPE et percole a travers la
cartouche a un débit de 1 mL/min. La cartouche est ensuite rincée par 2 mL d’une solution d’eau
ultrapure a pH 2, contenant 5 % de MeOH. L’eau en exces présente dans la cartouche est éliminée
en augmentant graduellement le vide avec le manometre. L’adsorbant est ensuite totalement séché
sous un flux de N, pendant 15 minutes. Aprés 10 minutes de trempage de 1’adsorbant avec 2 mL
de MeOH, les especes neutres (CP et IFO) sont éluées. Dans une autre fraction, les espéces
basiques (TAM) sont ¢luées par 4 mL de NH4OH 2 % dans I’acétone.

Ainsi aprés extraction, chaque échantillon génére trois fractions distinctes, contenant une ou
plusieurs des molécules d’intérét. La procédure analytique correspondante est résumée sur la
Figure II-7. Les différentes solutions SPE utilisées ont été préparées chaque semaine et conservées
a4 °C.
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Réservoir SPE

Pompe a vide et manometre

Cartouche Oasis MAX Cartouche Oasis MCX

Manifold a 12 ports

Bac de collecte
(percolat et extraits)

Figure I1-6 : Matériel utilisé pour I’extraction par SPE

—_ %
Dopage avec 100 pL.
de MIX Deutérés pH 12 é
+EDTA 0,01 % .
100 mL L
(a) Fraction « Neutres & Bases » (b) Fraction « Acides »
MeOH et Acétone CH;COOH 2 % dans MeOH/Acétone (75/25)
(CP, IFO et TAM) — 6 mL (5-FU) -2 mL
(1) Evaporation au N, (2) Dilution avec 50 mL
(jusqu’a 2 mL) d’eau ultrapure ; pH 2
v
: *

* Conditionnement: solvants d’élution
Lavage: CH;COOH 2 % (MAX)
NH,4OH 0,5 % (MCX)

N

(c) Fraction « Neutres » (d) Fraction « Bases »
MeOH NH,OH 2 % dans ’acétone
(CP et IFO) -2 mL (TAM) — 4 mL

Figure II-7 : Représentation schématique de la procédure SPE
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11.2.4.2) Extraction depuis les échantillons particulaires

L’extraction des molécules cibles emprisonnées dans la matrice particulaire est réalisée par
PLE. Une masse de solide voisine de 0,35 g de matiere seche (MS) est classiquement extraite.
Des cellules de 11 mL en acier inoxydable sont utilisées. Le montage d’une cellule
d’extraction suit une démarche précise. Au pied de chaque cellule, un filtre en fibre de verre
(Dionex, Voisins-le-Bretonneux, France) est disposé pour assurer la filtration d’extraits semi-
aqueux. Une fine couche de sable de 0,5 cm d’épaisseur (Fischer Scientific, Loughborough,
Angleterre) est ensuite appliquée en tant qu’étape de pré-filtration. L’échantillon est dopé
avec 100 pL de MIX Deutérés, mélangé rigoureusement avec du sable, et compacté au-dessus
de la premicre couche. Le ratio entre la masse d’échantillon rapportée a la masse de sable est
de l'ordre de 0,035. L’utilisation de sable en tant qu’agent dispersant permet de limiter
I’agrég