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1. Introduction

La problématique environnementale concernant les médicaments est liée au fait qu'ils
sont développés pour avoir des effets sur le vivant et qu'ils sont rejetés méme en faible
quantité dans l'environnement. En effet ces molécules sont nécessairement absorbables,
hydrosolubles ou liposolubles et plus ou moins persistantes dans I'organisme afin de produire
un effet (Halling-Sorenseet al., 1998). Elles peuvent étre éliminées via les urines a plus de
80 % sans transformation (Dorosz, 2008). Ainsi plusieurs questions se posent quant & un
possible impact environnemental sur la faune et la flore.

Les médicaments sont regroupés sous le sigle PPCPs (ou Pharmaceuticals and
Personal Care Products). Ce sigle se réfere a tout produit utilisé par les particuliers pour la
santé, pour des raisons cosmétiques ou par l'agro-industrie pour stimuler la croissance ou la
santé du bétail. Les PPCPs comprennent une collection variée de milliers de substances
chimiques, y compris les médicaments sur ordonnance et en vente libre.

Parmi ces produits, les médicaments constituent un groupe important et diversifié de
composeés organiques utilisés en grande quantité a travers le monde (Kummerer, 2001). Dans
les pays développés, la consommation de médicaments progresse chaque année au moins
depuis 1980 (Tableaux 1.1 et 1.2). La diminution du nombre d’unités consommeées enregistrée
en France entre 2005 et 2009 (Tableau 1.2) s’expliqgue par l'arrivée sur le marché des

conditionnements trimestriels suite au décret d’application du JO paru le 16 décembre 2004.

Tableaul.1 : Consommation des médicaments au cours des di@&mes années en France

(Comptes nationaux de la santé, 2007)

Consommation de _
o Consommation par personne
i médicaments en M€ (hors
Année o et par an (en €)
hospitaliers)
1980 5136 95
1985 9787 177
1990 14 654 258
1995 19 258 331
2000 25 069 414
2005 31 463 500
2006 31942 504




Tableau 1.2 : Evolution de la consommation de médicaments dirance (hors hopital),
en nombre d’unités (source : GERS)

Année Nombre d’'unités (millions)
1990 2712
1995 1959
2000 3010
2005 3125
2009 3023

Le sujet des PPCPs dans I'eau est largement étudié depuis quelques années comme le
prouve un nombre croissant de publications (Figure 1.1). La plupart des analyses réalisées
dans des pays européens rapportent des concentrations variables d’'une étude a l'autre pour
des molécules identiques. Ces différences se justifient par des prescriptions différentes selon
les pays ou régions, des structures de réseaux d’égouts différentes et du choix parmi les

méthodes analytiques.
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Figure 1.1 : Nombre de publications obtenu lors de la reclhehe "PPCPs dans l'eau” en
novembre 2010 dans la base de données SCOPUS

Les concentrations des PPCPs relevées dans I'environnement sont bien plus faibles
que celles dictées par la posologie usuelle. Ce n’est que ces dix derniéres années que la
communauté scientifique s’est penchée sur les effets des antibiotiques en concentrations sub-
thérapeutiques. Il est apparu que de nombreuses molécules antibiotiques présentent un effet
hormétique, a savoir un effet inhibiteur a concentration thérapeutique et un effet stimulateur
pour des concentrations inférieures a la concentration minimale inhibitrice ou CMI (Figure

1.2). Ces effets stimulateurs sont variables d’'une molécule a I'autre ([2aaie2006).
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Figure 1.2 : Relation dose-effet pour les antibiotiques (prés Davieset al., 2006)

A titre d’exemple, des oestrogenes retrouvés dans lI'eau ont un effet sur la faune
aquatique et en particulier les poissons de rivieres qui montrent des perturbations du
développement sexuel, de la croissance et de la reproduction (Schulte-Oedtledar?®04 ;
Carlsson et al., 2006). Ceci exige des données pertinentes sur I'exposition et les effets sur les

organismes vivants aquatiques.

Trois molécules chimiquement différentes ont été retenues pour la réalisation de ce
travail : I'ibuproféne, anti-inflammatoire disponible sans ordonnance sur conseil du
pharmacien mais également présent sur de nombreuses prescriptions médeales ;
carbamazépine medicament trés rencontré sur les ordonnances, de nombreuses publications
communiquent sur cette molécule dans les eauxéthinyl-estradiol, actuellement toutes
les pilules oestroprogestatives commercialisées utilisent comme oestrogene I'éthinyl-estradiol

a des doses variant de 15 pg a 50 pg par comprime.

Aprés avoir décrit les sources et les voies d'acces des médicaments dans
I'environnement, ce travail présente les détails concernant la pharmacocinétique et les
caractéristiques physico-chimiques de ces trois molécules retenues. Puis nous avons cherché
des réponses a quatre questions : quelles sont les concentrations dans I'environnement de ces
trois molécules sélectionnées ? Quel est leur devenir dans I'environnement ? Quelles sont les
dégradations possibles ? Et enfin quelle est la toxicité de ces trois molécules sur la faune et la

flore aquatique ?



2. Sources et voies d’acces dans I'environnement

Les quatre sources des médicaments ou leurs métabolites dans I'environnement sont
indiquées dans la Figure 2.1 (cases grises). Les rejets directs dans les eaux lors de la
fabrication par les industries sont considérés comme négligeables étant donné que I'objectif
du fabricant est évidemment d’en perdre le moins possible. L’aquaculture entraine des rejets
directement dans les eaux de surface. Dans les exploitations agricoles, les animaux excretent
des médicaments via leurs urines et selles. Ces excrétions répandues sur le sol contaminent les
eaux de surface et les eaux souterraines par ruissellement a la suite de pluies. Mais les
médicaments peuvent aussi se retrouver sur le sol lors du traitement des culturese(Boxall
al., 2003). La voie principale d’acces dans I'environnement se fait par les eaux du réseau
urbain lors d'un usage domestique des médicaments ou par les hopitaux. A la suite d'un
traitement, un médicament est éliminé dans les urines ou dans les selles comme un mélange
de molécules non modifiées, métabolisées par hydroxylation ou déméthylation et conjuguées
par transfert d’'un groupement sur la molécule. Ce mélange passe par les eaux usées circulant
dans les égouts pour rejoindre les stations d’épuration. De plus, 35 % des médicaments non
consommeés qui ne sont pas remis au pharmacien afin de suivre la voie de destruction par
« cyclamed » sont éliminés dans les toilettes ou les lavabos par le consommateure{Bound

al., 2006) et rejoignent les eaux usées.
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Figure 2.1 : Sources et devenir des résidus médicamenteux dans I'eau (adapté de Ellis,
2006)

Les eaux useées sont acheminées aux stations d’épuration de la commune.

L’élimination des composés pharmaceutiques dépend des installations des stations



d’épuration. Par exemple entre 14 et 44 % de l'ibuprofene est éliminé lors de la filtration
biologique des eaux usées (Tableau 2.1), alors qu’'avec le procédé des boues activées
I'élimination se situe entre 80 et 100 % (Kargtlal., 2003). Le devenir de certains composes
pharmaceutiques dans les procédés de traitement des eaux urbaines a été examiné dans le
projet européen POSEIDON (2001-2004). Il s’agit d'un programme de recherches mené par
le CIRSEE (Centre International de Recherche Sur I'Eau et I'Environnement) concernant
I'évaluation des technologies de traitement des composés pharmaceutiques et produits
d'hygiene dans les eaux usées et potables, car plusieurs facteurs entrent en jeu dans I'efficacité
du traitement de dépollution comme le temps de séjour, la biomasse et le type d’écoulement a
I'intérieur de l'installation (Alighardashét al., 2008). Le temps moyen de transport de I'eau

usée depuis les eégouts jusqu’aux stations peut intervenir, ainsi que l'activité des bactéries
(Johnsonet al., 2000), le volume de pluie et la température aussi (Ternes, 1998 ; Ternes,
2001). Ainsi les effluents sortants peuvent contenir des résidus médicamenteux (Daughton et
Ternes, 1999), ces résidus sont ensuite dilués dans les eaux de surface.

Tableau 2.1 : Pourcentage d'élimination des composés pharmaatiques sélectionnés
dans les stations d'épuration

Pourcentage
Médicament d’élimination par la Procédé Source
station d’épuration
99 Boues activées | Kreuzinger et al., 2004
90 Boues activées Ternes 1998
80-100 Boues activées Kenda et al., 2003
Ibuprofene o
60-70 Boues activées Carballa et al., 2004
65 Filtre biologique Rodriguez et al., 2003
14-44 Filtre biologique Kanda et al., 2003
o 10 Boues activées | Kreuzinger et al., 2004
Carbamazépine _
7 Boues activées Ternes 1998
_ _ 78 Boues activées Ternes et al., 1999
Ethinyl-estradiol . _ '
64 Filtre biologique Ternes et al., 1999

Les usines d’eau potable puisent dans les eaux de surface et les eaux souterraines
(Figure 2.1), il en résulte que des résidus apparaissent parfois dans les eaux de distribution
publique (Heberer, 2002).

La Figure 2.2 résume les origines et le devenir des PPCPs dans I'environnement.
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Figure 2.2: Origines et devenir des PPCPs dans l'environnement (D’aprés Daughton,
USEPA, 2001)
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3. Trois molécules étudiées

Dans ce travail, trois molécules ont été sélectionnées du fait de leur grande utilisation :
I'ibuprofene (IBU), la carbamazépine (CBZ) et I'éthinyl-estradiol (EE2). Les indications, la
pharmacocinétique et leurs propriétés physico-chimiques sont rappelées dans les paragraphes

ci-dessous.
3.1.Indications

L’ibuprofene est un anti-inflammatoire non stéroidien (ou AINS) du groupe des
acides arylcarboxyliques qui inhibe la synthése des prostaglandines. Il est commercialisé pour
son effet antalgique et antipyrétique mais il a également une activité anti-inflammatoire par
inhibition des cyclooxygénases. La posologie usuelle est de 1200 mg/jour en trois prises aux
repas, pendant quelques jours lors d’'un symptéme aigu. Les comprimés contiennent 100, 200
ou 400 mg de principe actif. Ce médicament est commercialisé sous diverses dénominations
commerciales : ADVIE, NUROFEN, SPIFEN, ... et IBUPROFENE pour les génériques.

La carbamazépineest un antiépileptique utilisé dans les épilepsies partielles et les
crises tonico-cloniques généralisées, elle a un effet antalgique dans certaines douleurs et un
effet thymorégulateur et antimaniaque. Pour traiter I'épilepsie, la dose initiale recommandée
est de 400 mg/jour chez I'adulte et I'adolescent, de 200 mg/jour chez I'enfant de plus de 6 ans
ou 100 mg/jour chez I'enfant de moins de 6 ans. Cette dose est administrée en deux prises
initialement et elle est augmentée par paliers de trois a sept jours jusqu’a obtention de la
réponse désirée. Contrairement a I'ibuprofene, ce médicament est pris au long court. Il est
commercialisé sous le nom TEGRETOau CARBAMAZEPINE.

L’éthinyl-estradiol est un contraceptif hormonal entrainant un blocage de I'ovulation,
un épaississement de la glaire cervicale qui devient imperméable aux spermatozoides et une
atrophie de I'endométre. Cette molécule est présente dans la pilule oestroprogestative. C’est
actuellement la méthode de contraception la plus répandue en France, utilisée par plus de 3
millions de femmes (Dorosz 2007). Elle est reconnue comme l'une des plus fiables avec un
taux d’échec sur un an de 0,1% (Dorosz 2007). Les dosages actuels varient entre 20 et 50 ug
d’éthinyl-estradiol par comprimé, la posologie étant d’'un comprimé par jour, avec une fenétre

thérapeutique de sept jours aprés vingt et un jours de prise.



3.2.Pharmacocinétique

La pharmacocinétique d’une molécule renseigne sur son devenir dans I'organisme. On
peut distinguer schématiquement quatre étapes dans la pharmacocinétique d’'un médicament :
I'absorption qui est le passage dans la circulation systémique ; la distribution, fixation plus ou
moins forte de la molécule aux protéines plasmatiques ; la métabolisation, transformation du
médicament par le systeme enzymatique de l'organisme et enfin I'élimination. En
pharmacocinétique descriptive, on note ce processus « ADME » (Absorption-Distribution-
Métabolisation-Elimination). Ces quatre étapes sont précisées ci-dessous pour chacune des
trois molécules et ont pour source le site de la BIAM (Banque d'Informations Automatisée sur

les Médicaments) géré par la société VIDAL.

3.2.1.L’ibuproféne

a. Absorption
Aprés administration par voie orale d’un comprimé contenant de l'ibuprofene, la

concentration sérique maximale est atteinte en 90 minutes environ. L’alimentation peut

retarder cette absorption.

b. Distribution
La fixation de libuproféene aux protéines plasmatiques est de 99 %. Cette molécule

posséde un faible volume de distribution.

c. Métabolisation
L'ibuprofene subit une importante bioconversion énantiomérique. Il est largement

métabolisé (90 % de la dose) au niveau hépatique en composeés inactifs par hydroxylation ou
oxydation de la chaine isobutyle puis il y a formation de dérivés conjugués.

Le cytochrome P450 2C9 ou CYP2C9 est le principal cytochrome impliqué, le
CYP2C8 jouerait un role moindre. Il existe un polymorphisme génétique de ces deux
cytochromes, a l'origine d'une variabilité de I'élimination de l'ibuproféne selon les sujets. Les
alleles *3 de ces deux cytochromes sont notamment a l'origine d'une réduction de la clairance
qui peut étre importante. Ces « métaboliseurs lents » représenteraient 8 % de la population
(Garcia-Matrtin et al., 2004).

d. Elimination
L'élimination est essentiellement urinaire. Elle est totale en 24 heures, a raison de 10

% sous forme inchangée et de 90 % sous forme de métabolites inactifs, essentiellement

glucoroconjugués (Dorosz 2007).



3.2.2.La carbamazépine

a. Absorption
La résorption digestive est lente. Le pic plasmatique est atteint dans les 12 heures

suivant l'administration d'une dose unique en comprime.

b. Distribution
Le taux de liaison de la carbamazépine aux protéines plasmatiques est de 70 a 80 %.

La carbamazépine traverse facilement la barriere hémato-encéphalique et les autres
membranes. Elle est ainsi rapidement distribuée aux différents organes et tissust élevy
2002).

c. Métabolisation
Le métabolisme est hépatique par le CYP3A4 en dérivé époxydé actif a 97-98 %

(10,11-époxycarbamazépine).
d. Elimination
Seul 1 % environ de la dose administrée est excrété dans l'urine sous forme inchangée.

La demi-vie d’élimination est de 8 a 24 heures (Dorosz, 2007).

3.2.3.L’éthinyl-estradiol

a. Absorption
L’éthinyl-estradiol est rapidement résorbé par le tractus gastro-intestinal, la

biodisponibilité par voie orale est voisine de 45 %. Le pic plasmatique est situé entre 60 a 160
picogrammes/ml, une heure apres une prise orale de 30 microgrammes, la variabilité

interindividuelle étant importante.

b. Distribution
La distribution est rapide dans les tissus ainsi 30 % de la dose absorbée est fixée par

les tissus adipeux en une heure. La liaison aux protéines plasmatiques est de 97 % a 98 %.
Pour cette molécule, il y a existence d'un cycle entéro-hépatique. La bile excrétée contenant la
molécule, souvent sous forme d’'un dérivé conjugué, est déversée au niveau duodénal. Les
substances conjuguées peuvent subir une hydrolyse et redonner naissance a la molécule

initiale. L'éthinyl-estradiol est alors a nouveau résorbé et rejoint la circulation générale.

c. Métabolisation
L’éthinyl-estradiol est principalement métabolisé au niveau du foie par hydroxylation

puis glucuroconjugaison.



d. Elimination
30 % a 55 % de la dose administrée sont éliminés par les urines sous forme sulfo- ou

glucuroconjuguée et 30 % par les féces sous forme de métabolite. La demi-vie d’élimination

est d’environ 7 heures.
3.3. Caractéristiques physico-chimiques

Les caractéristiques physico-chimiques des molécules sont présentées dans le Tableau
3.1. Ces caractéristiques sont intéressantes pour comprendre la stabilité et la persistance des

médicaments dans I'environnement.

3.3.1.Le numéro CAS

Le numéro C.A.S. (Chemical Abstract Service) est un identifiant déterminé par
informatique. L'algorithme identifie les diagrammes structurels et alloue automatiquement un
numéro CAS unique a chaque entité chimique (molécule, mélange d'isomeres, produit
industriel). Ce numéro se divise en trois parties, séparées par des tirets. Par exemple 15687-
27-1 pour l'ibuprofene.

Compte tenu de la complexité de la nomenclature chimique et la possibilité de
désigner une substance par plusieurs noms, le numéro CAS permet d'identifier les espéces
chimiques sans aucune ambiguité. On peut trouver le numéro CAS de chaque molécule sur le

site internet de I’American Chemical Society.

3.3.2.La solubilité

Elle détermine la capacité d’'un composé a se dissoudre dans un solvant liquide. Ici on
compare les molécules par la solubilit¢é dans I'eau a la température de 25°C ou 27°C
concernant I'éthinyl-estradiol.

L’ibuprofene est la molécule la plus soluble des trois sélectionnées avec une solubilité
dans I'eau a 25°C de 21 mg/L et I'éthinyl-estradiol la plus faible avec une solubilité dans les

mémes conditions de 11,3 mg/L.

3.3.3.Le pKa

Il s’agit de l'indication de la constante d’acidité Ka d'un équilibre acido-basique, avec
pKa = -logKa. Elle détermine la capacité d'un acide a libérer son proton.

On utilise généralement le pKa plutét que le Ka pour déterminer la force d’'un acide.
Plus 'acide est fort plus le pKa est petit. Ainsi a 20°C, on peut classer les trois molécules :
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Tableau 3.1 : Caractéristiques physico-chimiques des trois atécules sélectionnées

Ibuproféne
CAS Indication Solubilité dans 'eau pKa (20°C) LogKow Constante de Henry|
(mg.r") a 25°C (atm ni/mole) & 25°C
15687-27-1| Anti-inflammatoire 21 4,52 (3,5) 3,97 1,5.10°
(Yalkowsky et (Rafolset al., 1997) OStuer-Lauridsest al., (http://chem.sis.nlm.nih.gd
Dannenfelser, 1992) 2000°Avdeefet al., 1998) v/ichemidplus)
C13-H18-02 Masse molaire = 206,289l
CH,
H,C CH,
HO

(http://www.nim.nih.gov)

Carbamazépine

CAS Indication Solubilité dans 'eau pKa (20°C) LogKow Constante de Henry|
(mg.r") & 25°C (atm ni/mole) & 25°C
298-46-4 Anti-épileptique 17,66 14,0 2,25 1,08. 10°
(Meylanet al., 1996) (Scheyttt al., 2005) (Syracuse Science Center(http://chem.sis.nlm.nih.gq
2002) v/chemidplus)

C15-H12-N2-O Masse molaire = 236,2mgl?

(http://www.nIm.nih.gov)

Ethinyl-estradiol

CAS Indication Solubilité dans 'eau pKa (20°C) LogKow Constante de Henry|
(mg.I" a 27°C (atm nm/mole) & 25°C
57-63-6 Contraceptif 11,3 10,5 3,67 7,94. 10"
(Kusteret al,. 2004) (http://ibmlic2.chem.u (Syracuse Science Center, (http://chem.sis.nim.nih.gg
ga.edu/sparc) 2005) v/chemidplus)
C20-H24-02 Masse molaire = 296,4ingl*
oH o - cH
%HE' '.....'.\"c'#.

(http://www.nlm.nih.gov)

11



I'ibuprofene est I'acide le plus fort (pKa=4,52), puis I'éthinyl-estradiol (pKa=10,5) et enfin la
carbamazépine (pKa=17,66).

3.3.4.Le LogKow

Le logKow représente le coefficient de partage du produit chimique entre les deux
phases octanol/eau ou « octanol/water » et reflete la solubilité de composés chimiques dans
deux solvants. Cette valeur permet d'appréhender le caractére hydrophile ou hydrophobe d'une
molécule. En effet, si logl§ est positif et tres éleve, cela exprime le fait que la molécule
considérée est bien plus soluble dans l'octanol que dans l'eau, ce qui reflete son caractére
lipophile, et inversement. Une valeur de lggks O signifie que la molécule se répartit de
maniere égale entre les deux phases, ainsi sa concentration dans l'octanol sera égale a sa
concentration dans I'eau.

Par conséquent, il est possible de classer ces molécules par solubilité croissante dans
I'octanol : carbamazépine < éthinyl-estradiol < ibuprofene, les lggsdspectifs sont 2,25,

3,67 et 3,97.

3.3.5.La constante de Henry

La Loi de Henry, formulée en 1803 par William Henry, énonce : « A température
constante et a saturation, la quantité de gaz dissous dans un liquide est proportionnelle a la
pression partielle qu'exerce ce gaz sur le liquide ». Autrement dit, la concentration maximale
d'un gaz en solution, en équilibre avec une atmosphére contenant ce gaz, est proportionnelle a
la pression partielle de ce gaz en ce point.

Par exemple, en un point ou la pression est le double de la pression atmosphérique
(c'est le cas dans I'eau a 10,3 m de profondeur), chaque gaz de l'air pourra se dissoudre deux
fois mieux qu'en surface.

Le partage d'une substance entre la phase gazeuse et la phase aqueuse d'un systeme a
deux phases a I'équilibre est exprimé par la constante de Henry ou « coefficient de répartition
air/eau ». Ainsi plus la constante de Henny) fune substance a une valeur élevée, plus cette
substance est « volatile » dans une solution aqueuse et plus il est facile de I'extraire de I'eau ou
d'un sol humide insaturé (http://www.bafu.admin.ch/chloronet).

La loi de Henry est représentée par la formule,. - Pi
1
Hi
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Avec :

X; : fraction molaire du gaz "i". C'est le rapport du nombre de moles de gaz "i" au nombre total
de moles de la solution.

pi : pression partielle du gaz "i" dans la phase gazeuse égale au produit de la pression totale de
la phase gazeuse par la fraction représentative de la composition volumique (ou molaire).

Hi : Constante de Henry du gaz "i". Cette constante est fonction de la température.

Parmi ces trois molécules, l'ibuproféene possede la constante de Henry la plus élevée
(1,5.10" atm n¥/mole & 25°C), ainsi celui-ci sera plus volatile que la carbamazépine et que
I'éthinyl-estradiol (H= 1,08.10" et 7,94.13% respectivement).

4. Méthodes analytiques

Le défi auquel la communauté scientifique doit faire face est le développement de
méthodes d’analyses normalisées et fiables permettant la comparaison entre les résultats dans
le monde entier (Jones-Lepp, 2009). Etant donné qu'’il existe des centaines de médicaments
appartenant a une grande variété de groupes chimiqgues, les chimistes analystes peuvent
rencontrer des difficultés pour mesurer la concentration de composés sélectionnés. Une
gamme de méthode d’analyse doit étre mise en ceuvre. Du fait que les concentrations de ces
composés dans l'environnement sont de I'ordre du micro ou du nanogramme, la méthode
d’analyse doit étre rigoureuse. A titre d'exemple, dans le cadre du projet européen Poséidon,
afin de mesurer la concentration de huit médicaments, cing méthodes différentes ont été
utilisées (Bruchet et al., 2005).

Deux étapes importantes sont a considérer : I'extraction puis I'analyse proprement
dite.

4.1.L’extraction

Plus un échantillon est complexe et plus la préparation de I'échantillon qui précede
I'analyse doit étre poussée. Si une simple dilution peut parfois étre suffisante, les matrices qui
nous intéressent dans ce travail nécessitent toujours de mettre en ceuvre une extraction plus ou
moins élaborée.

Classiquement, les techniques d’extraction se divisent en deux grands groupes :
extraction liquide/liquide et extraction liquide/solide.
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L'extraction liquide/liquide est basée sur le partage d’'un composé entre deux solvants
non miscibles.

L’extraction liquide/solide met en jeu un solvant et une matrice solide qui, le plus
souvent, se présente sous forme de minces disques plats (47 et 90 mm) ou de petites
cartouches cylindriques (volume généralement < 6 mL). La figure 4.1 est une illustration des
principales étapes d’'une extraction liquide/solide sur cartouche. En pratique I'échantillon
passe a travers la cartouche a un débit d’environ 7 a 10 mL/min, généralement en utilisant
I’écoulement par gravité, le vide ou a l'aide de la poussée d’'une seringue. Aprés lavage, la

molécule est ensuite éluée hors de la cartouche a l'aide de différents solvants.

L. conditionnement 2. passage de 3. élution
I'échantillon
I. solvant polaire
1. eau . .
solvant polaire
TEESSS iy Fagaae PLsEES L P e
| :
T U
. Analyte

Matrice indésirable

& Autre matrice indésirable

Figure 4.1 : lllustration des principales étapes d’'une ex#ction liquide/solide sur
cartouche (Jones-Lepp, 2009)

Différentes propriétés physicochimiques peuvent étre mises en ceuvre au niveau de

I'extraction liquide/solide : I'adsorption, le partage, I'échange d’ions et I'exclusion.

La technique mise en ceuvre pour la recherche des médicaments dans les eaux dépend

de la nature de I'échantillon a partir de laquelle cette recherche est réalisée.
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Dans le cas d'un échantillon aqueux, les techniques les plus utilisées sont I'extraction
liquide/solide de partage sur cartouches HLB (hydrophobic lipophilic balanced) ou C18
classique, ainsi que I'extraction par échange d’ions sur cartouches échangeuses d’anions ou
de cations. Lorsque plusieurs cartouches sont associées, on parlera akarglede

extraction.

En dehors de ces techniques, on reléve dans la littérature une technique tres élaborée
qui est la technique MIP (molecularly imprinted polymers) (Jones-Lepp, 2009). Cette
technique fait appel a une résine en polymeres faite sur mesure avec une spécificité pour un
seul composé ou pour une classe de composés (Figure 4.2). Le modéle créé permet a la
molécule cible de se fixer. L'inconvénient de cette technique est qu’il est difficile de
supprimer completement les molécules qui ont servi a créer le modele. Ceci est
particulierement problématique pour les composés pharmaceutiques dans l'eau qui sont
présent & une concentration de I'ordre du microgramme par litre. La quantification précise est
donc difficile. Pour résoudre cette difficulté, Wataeal. (2006) ont réalisé un modele MIP
en utilisant un analogue de structure de la molécule a extraire qui a un profil
chromatographique différent. Par exemple, pour extraire I'éthinyl-estradiol 'analogue choisi

est le 6-ketoestradiol.

T O ok

Figure 4.2 : Formation du « polymere modele » par techniqu#IP (Jones-Lepp, 2009)

Une autre méthode qui est encore utilisée et qui est plus simple est l'ultra-sonication.
Une petite quantité d’échantillon est placée dans un récipient auguel on ajoute le solvant. Le
récipient est soumis aux ultrasons pendant gquelques minutes et le surnageant est ensuite

soumis a une extraction liquide/solide.

Dans le cas d’'un échantillon solide (vers, poissons, plantes.ld technique la plus utilisée
est la technique PLE (pressurized liquid extraction) (Jones-Lepp, 2009).qui consiste a utiliser
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des solvants sous haute pression et a température élevée pour favoriser I'extraction de
composés organiques a partir de ces matrices solides. Aprés avoir séché, pulvérisé et
homogénéisé I'échantillon, une fraction de celui-ci, de I'ordre de 2 g, est mélangée a une

quantité double d’'une matrice inerte telle que de la terre de diatomée. L'ensemble est placé
dans une cellule d’extraction en acier et est extrait en utilisant le solvant ainsi que la pression
et la température appropriés. L’extrait obtenu peut ensuite éventuellement subir un nettoyage

supplémentaire sur une cartouche d’extraction.

Autre technique citée par Jones-Lepp, la MAE (microwaved-assisted Extraction), qui
utilise les micro-ondes a 2450 MHz, un solvant et une matrice solide (sol, sédiments). Le but
est de chauffer I'eau de la matrice. Il se forme des bulles de gaz sous pression et ceci induit la
destruction de la matrice, les fragments interagissent alors avec le solvant. Deux types de
MAE sont disponibles : des récipients fermés a pression et température contrélées, appelés
pression-MAE (PMAE) et des récipients ouvert a pression atmosphérique, appelés focus-
MAE (FMAE). Au niveau de cette méthode, il peut y avoir des difféerences lors de la
manipulation. Par exemple Let al. (2004) ne sechent pas les échantillons avant extraction,

alors que Cueva-Mestanza et al. (2008) les séchent.
4.2.Techniques d’analyse proprement dites

Les techniques d’analyse les plus utilisées sont les techniques chromatographiques
(gazeuse ou liquide) couplées a une détection par spectrométrie de masse.

La GC-MS est une méthode d'analyse qui combine les performances de la
chromatographie en phase gazeuse (CPG, ou GC pour Gaz Chromatography) a la
spectrométrie de masse (MS pour Mass Spectrometry) afin d'identifier et/ou de quantifier
précisément de nombreuses substances.

Une unité GC-MS est ainsi composée de deux blocs principaux : un chromatographe
en phase gazeuse et un spectrometre de masse. Le chromatographe en phase gazeuse utilise
une colonne capillaire. Les parametres dépendent des dimensions de la colonne : longueur,
diamétre et épaisseur du film ainsi que des propriétés de la phase. Le long de la colonne, les
différentes molécules de I'échantillon se séparent selon leurs propriétés chimiques. Les
molécules ont différents temps de rétention pour €luer du chromatographe, ce qui permet au

spectrometre de masse en aval de détecter les molécules ionisées séparément.
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La LC-MS est la chromatographie en phase liquide (CPL, ou LC pour Liquid
Chromatography) couplée au spectrométre de masse. Ce type de chromatographie repose sur
la séparation de composés entrainés par une phase mobile liquide a travers un solide
représentant la phase stationnaire. La séparation s'opere par interactions chimiques ou
physiques des analytes entre la phase mobile et la phase stationnaire. Les molécules sortent de
la colonne a différents temps de rétention et sont détectées par spectrométrie de masse.

5. Concentrations dans I’environnement des trois molécules
étudiées

Les concentrations relevées dans I'environnement varient considérablement d’un site a
l'autre. Les concentrations retrouvées dans la littérature sont regroupées dans les annexes 1, 2
et 3. L'analyse des données publiées est présentée sous forme de trois graphiques. Pour
chaque molécule étudiée un graphique rapporte le minimum en vert, le maximum en rouge, la
médiane en bleu et la moyenne en noir. lls permettent de visualiser les données dans leur
ensemble. La Figure 5.1 montre les concentrations d’'ibuprofene trouvées dans les eaux usées
non traitées et les eaux de surface. La Figure 5.2 renseigne sur les concentrations de
carbamazépine dans les eaux usées non traitées, les eaux de surface, les eaux souterraines et
I'eau potable. Enfin la Figure 5.3 indique les concentrations d’éthinyl-estradiol relevées dans

les eaux usées, les eaux de surface et I'eau potable.
5.1.Les eaux usées

Dans les eaux useées, les concentrations des trois composés pharmaceutiques sont

élevées. Pour l'ibuprofene, les valeurs vont de 100 (Getgaié 2006a) a 3100 ng/L (Ashton
et al., 2004). La moyenne se situant a 1158 ng/L (Figure 5.1). Pour la carbamazépine, la
moyenne des concentrations retrouvées est de 801 ng/L. Le minimum est de 5 ng/L (Leclercq
et al., 2009) et le maximum a 6300 ng/L (Ternes, 1998). Concernant I'éthinyl-estradiol, les
concentrations retrouvées vont de 3 ng/L (Barentl., 2000) a 17 ng/L (Stumpdt al.,
1999), avec une moyenne proche de 11 ng/L.

Des scientifiques ont tenté de développer des modéles pour prédire les concentrations
en médicaments dans les eaux usées. Ce calcul peut-il prédire les concentrations avec
exactitude ? La méthode est-elle reproductible ? Qu’en est-il des résultats en les comparant

avec les concentrations relevées dans la littérature ? Et quel est I'intérét d’un tel calcul ?
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Les scientifiques parlent de concentrations environnementales prévisibles, désignées par
'acronyme PEC pour Predicted Environmental Concentrations. Il s’agit d’'une approche
modele par rapport a une approche mesurée. Les PEC sont calculées a partir de formules
élaborées a I'aide d’hypothéses. Enfin les résultats sont comparés aux concentrations relevées
lors de prélévements.

Les concentrations environnementales prévisibles de plusieurs molécules ont été
calculées dans une étude réalisée par Cartiadla (2008). Ces concentrations sont obtenues
a partir de la consommation annuelle de médicaments par habitant en Espagne, par le nombre
d’habitant desservi par chaque station d'épuration, et par le débit moyen traité par ces
stations. Un facteur noféest inséré, il permet de prendre en compte les composés apparentés
arrivant dans les eaux usées. Comme les médicaments sont excrétés soit sous forme
inchangée, soit partiellement ou completement métabolisés, soit conjugués (glucuro- et sulfo-
conjugaisons), les valeurs desont assez variables. Par exemple, I'excrétion sous forme
inchangée de la carbamazépine s’étend de 1 a 31 % (Daughton et Ternes, 1999 ; Khan et
Ongerth, 2004) et de 0 a 30 % sous forme conjuguée (Ternes et Joss, 2006). Pour
I'ibuproféne, I'excrétion est comprise entre 1 et 10 % (Zucestal., 2005) sous forme
inchangée et entre 5 et 17 % sous forme métabolisée (Khan et Ongerth, 2004). Ceci entraine
alors une incidence sur le calcul des PEC. Pour I'éthinyl-estradiol, la fraction inchangée

excrétée est de 40 %, il n’y a pas de variation de ce pourcentage.

PEC = i?%
Avec :
| : consommation annuelle en mg/habitant,
P : nombre d’habitants reliés a chaque station d’épuration,
f : facteur permettant de prendre en compte les composés apparentés,

Q : quantité d’eau moyenne en par jour.

La limite de ce calcul est que I'on ne tient pas compte des modifications occasionnées
par le transport dans le réseau des eaux useées. Ici, les transformations possibles comme
I'adsorption ou la dégradation n’entrent pas en considération.

Dans le Tableau 5.1, la comparaison entre les concentrations prédictives calculées et
les concentrations moyennes dans les eaux usées brutes de la littérature nous indique que pour

la carbamazépine et l'ibuprofene les valeurs prédites sont proches de celles mesurées.
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Or concernant I'éthinyl-estradiol la moyenne des prélévements communiqués dans les

publications est amplement supérieure a la PEC, environ 20 fois plus.

Tableau5.1 : Comparaison entre PEC et moyennes des conceations observées des

annexes 1, 2 et 3

Ibuproféene Carbamazépine Ethinyl-estradiol
PEC (Carbellaet al., 2008) 1830-8235 ng/L 22-1350 ng/L 0,5 ng/L
Concentrations moyennes dans les eaux usées brutes 1158 ng/L 801 ng/L 11,2 ng/L

Cela aurait pu s’expliquer par une moindre consommation des cestrogenes de synthese
par les espagnoles. Mais les enquétes montrent qu’en Espagne la consommation est semblable

a celle des autres pays européens (Tableau 5.2).

Tableau5.2 : Consommation d'éthinyl-estradiol en mg/femmefadans quatre pays
Européens

Allemagne Pologne Autriche Espagne
Alderetal., 2006 | Alderetal., 2006 | Kreuzingeretal., 2004 | Carbellaet al., 2008

Ethinyl-estradiol
0,58 0,21 0,50 0,30
(mg/personne/an)

Toutefois, le calcul des PEC dépend fortement des hypothéses du modeéle utilisé. Ainsi
il n'est pas surprenant que des sous-estimations ou des surestimations soient observées.
D'autre part, les mesures réalisées dans I'environnement sont influencées par la précision de la
méthode d'analyse et par I'échantillon choisi. Par conséquent, bien que le calcul des
concentrations prédites ne remplace pas les mesures, il est un outil utile pour définir les

COMpOSEs qui peuvent étre a surveiller.
5.2.Les eaux de surface

Les eaux de surface comprennent les eaux courantes (rivieres, canaux) et les eaux
stagnantes ou plans d'eau (lacs, retenues de barrage, étangs...). Les cours d'eau d'une longueur
supérieure a 1 km représentent, en France métropolitaine, un linéaire de 525 000 km. Les trois
guarts sont de petits ou trés petits cours d'eau. Outre les zones humides, les eaux stagnantes
sont constituées d'étangs et de lacs naturels ainsi que des retenues de barrages. On trouve

également des étangs d'eau saumatre, en relation directe ou non avec la mer. Il existe prés de
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34 000 plans d'eau douce, dont 535 ont une superficie supérieure a cinquante hectares
(Source : ministére chargé de I'environnement, direction de I'eau, 2009).

Dans les eaux de surface, la carbamazépine est retrouvée entre 1 ng/L (Lesskmor
2006) et 1 pg/L (Hebereat al., 2002), avec une moyenne de 132 ng/L pour les différents
prélevements observés (Figure 5.2). Entre 0,04 (Baebati, 2000) et 4,3 ng/L (Stumpt
al., 1999) pour I'éthinyl-estradiol. La moyenne étant de 1,9 ng/L. Et de 1,2 ng/L é&.abs
2007) a 2,7 pg/L (Ternes, 2007 ; Kummerer, 2008) pour l'ibuprofene. On obtient une
moyenne d’environ 313 ng/L.

Pour prédire les concentrations de résidus médicamenteux dans I'eagt, dif2007)

utilisent les concentrations environnementales preévisibles. Les auteurs calculent le PEC, ils
évaluent la concentration de carbamazépine dans I'eau en Corée d’'aprés la consommation
annuelle. Pour formuler I'équation, il a fallu poser certaines hypotheses :

- la totalité des produits pharmaceutiques fabriqués ont été vendus la méme

année,

- ils ont tous circulé par I'intermédiaire du réseau d’égout,

- il y a formation de peu de métabolites chez les humains,

- I'élimination est négligeable par les systémes de traitement des eaux usées,

- les médicaments sont utilisés uniformément dans le temps et I'espace.

Ainsi la concentration de carbamazépine dans I'eau a été calculée grace a I'équation
suivante :

A-(100—R)

_ 109
PEC =35 p.v-D1001Y

Avec :

A : quantité de principe actif fabriqué par an (en kg/an)

R : taux d’élimination de la molécule par les stations d’épuration

P : population de Corée (env. 48 000 000 en 2005, Korea National Statistical Office)
V : volume d’eau usée produite par habitant

(calculé a partir du volume annuel d’eau usée passant par les stations d’épuration,
rapport annuel du Ministére de 'Environnement de Corée)

D : facteur de dilution. Par défaut, la valeur 10 a été appliquée.
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Le résultat obtenu est 1400 ng/L de carbamazépine dans les eaux de surface. Cette
valeur est plus élevée que celles mesurées dans la littérature. D’apres la Figure 5.2, la
concentration moyenne de carbamazépine dans les eaux de surface est dix fois plus faible que
la PEC obtenue. Cette différence importante montre les limites de certaines hypotheses. En
effet, les médicaments vendus n’ont sirement pas tous été consommés la méme année. De
plus, le volume d’eau usée produit par un habitant et par an ne peut pas étre représentatif si

tous les habitants ne sont pas reliés au réseau de collecte de la ville.
5.3.Les eaux souterraines

Une seule publication rapporte des mesures de carbamazépine dans les eaux
souterraines (Godfrest al., 2007). Dans des forages situés entre 5 et 20 metres de profondeur

une concentration moyenne de 0,17 ng/L a été retrouvee.
5.4.L’eau potable

L’eau potable est définie comme une eau propre a la consommation humaine selon la
directive européenne n°98/83/CE du 03/11/1998. Cette directive ne prend pas en compte les
résidus médicamenteux. Cependant, il est possible d'y retrouver des résidus médicamenteux.
A titre d’exemple, un prélevement révele 30 ng/L de carbamazépine (Ternes, 2001), un autre
2,4 ng/L d’éthinyl-estradiol (Adleet al., 2001) et des traces d’ibuprofene ont été retrouvées
par Heberer (2002).

5.5.Les sédiments

Les sédiments sont formés de particules minérales et biologiques soumis a la gravité
qui se déposent au fond des cours d’eau. Sur 44 sédiments étudiés lors de prélévements sur le
méme site, Furlongt al. (2004) ont retrouvé de la carbamazépine dans 32 de ceux-ci. La
concentration moyenne obtenue est de 4,1 mg/kg.

Dans l'étude de Braget al. (2005), une concentration d’éthinyl-estradiol comprise
entre 0,05 et 0,5 ng/g a été observée pour quatre sédiments prélevés a sept kilometres des
cOtes de Sydney.
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6. Devenir et dégradation dans I'environnement

Le devenir des médicaments dans I'eau est fonction d’'une part des caractéristiques
physico-chimiques de chaque molécule, comme la solubilité dans I'eau, la constante d’acidité
de I'équilibre acido-basique (pKa), la constante de la loi de Henry et le coefficient de partage
octanol-eau (K,). D’autre part le devenir des médicaments est fonction des conditions du
milieu. Dans l'eau la température, le pH, la présence de cations, le potentiel
d’oxydoréduction, la présence de matiéres en suspension et de matieres organigues entrent en
jeu. Notons que les caractéristiques des molécules sont fixes tandis que celles du milieu sont
variables. Tout ceci gouverne la stabilité des molécules dans I'environnement.

Le tableau 6.1 rapporte les demi-vies des médicaments dans I'eau de surface, les sols
et les sédiments. La demi-vie indique la durée au bout de laguelle la quantité de molécules est

diminuée de moitié en considérant que la loi de disparition suit une cinétique d’ordre 1.

Tableau6.1 : Demi-vie des trois médicaments dans I'enviromment

L USEPA, 2000 Ying et Kookana ,2008 Ying et al., 2003* Hanselmaret al., 2003° Zukoskaet al., 2005°
Halling-Sorensert al., 2005’ Buseret al., 19998 Ashtonet al., 2004° Thiele-Bruhn 2003™ Kusteret al., 2004
12 Andreozziet al., 2002™ Andreozziet al., 2003 Tixier et al., 2003

Temps de demi-vie
Milieux Ibuprofene Carbamazépine Ethinyl-estradiol
1 jouP®
J _ 75 jours? 46 jours?
15 jours o .
Eaux de surface _ . 63 jours 60 jours
20 jour$ s _
s > 100 jours 81 jours
50 jours
4.5 jours
Sols 30 jours / 60 jours
120 jours
o _ 240 jour$
Sédiments 135 jouts / _
540 jours

Dans les eaux de surface, I'ibuproféene possede le temps de demi-vie le plus court entre
1 (Ashtonet al., 2004) et 50 jours (Andreozei al., 2003). La demi-vie de la carbamazépine
est située entre 63 (Andreoztial., 2002) et plus de 100 jours (Andreogtial., 2003). Et
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I'éthinyl-estradiol a un temps de demi-vie de 46 (Kustel., 2004) a 81 jours (Yingt al.,

2003). Dans les sols, l'ibuprofene a un temps de demi-vie de 30 jours (USEPA, 2000) et
I'éthinyl-estradiol entre 4 (Ying KooKana, 2005) et 120 jours (USEPA, 2000). Dans les
sédiments, la demi-vie de l'ibuprofene est observée a 135 jours (USEPA, 2000) et celle de
I'éthinyl-estradiol entre 240 (Hanselmagt al., 2003) et 540 jours (USEPA, 2000).
Concernant la carbamazépine dans les sols ou les sédiments, aucune donnée ne semble

disponible dans la littérature a ce jour.
6.1.Devenir et dégradation dans 'eau

Dans I'eau, en plus des propriétés physico-chimiques propres a chaque molécule, les
caractéristiques du milieu jouent un réle dans leur devenir. Les médicaments sont soumis a
différents mécanismes de dégradation comme I'hydrolyse, la photolyse et la biodégradation.
L’hydrolyse est la dégradation par I'eau d’'une substance, la photolyse est définie par
I'interaction entre les photons issus de la lumiere et la molécule cible, enfin la biodégradation
est la décomposition de la molécule par les micro-organismes comme les bactéries, les algues

ou les champignons.

6.1.1.L'ibuprofene

L'ibuproféne a une faible solubilité dans I'eau (21 mg/L) (Yalkowsky et Dannenfelser,

1992). Son coefficient de partage octanol-eau est élevé (Kow=3,97) (Astdalef 1998).

Ainsi cet AINS est lipophile. Son pKa est de 4,52 (Ra#blal., 1997), par conséquent dans

une eau de pH supérieur a 5 il est sous forme ionique chargé négativement. Il s’agit d’'un
acide faible.

Malgré son potentiel d’adsorption aux particules solides (Scleet., 2005), la
fonction carboxylique de libuprofene limite grandement son adsorption aux matiéres en
suspension dans les eaux naturelles. Ainsi I'adsorption joue un réle mineur dans I'élimination
de l'ibuprofene des eaux naturelles (Fehtal., 2006). C'est la biodégradation aérobie et
anaéerobie par des microorganismes qui semble le principal facteur d’élimination du
médicament dans le milieu aquatique (Ternes 1998 ; BRtiakbr 1999 ; Winkleret al., 2001 ;
Zuccatoet al., 2005 ; Fentt al., 2006). Ces auteurs ont aussi étudié la dégradation abiotique
de I'ibuproféne sur colonne d’eau et ont conclu que ces processus comme I'hydrolyse et la

photolyse contribuent peu a I'élimination de ce composé.
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Selon 'étude de Kim et Tanaka (2009), deux AINS arylcarboxyliques, le kétoprofene
et le diclofénac ayant une structure proche de I'ibuproféne, sont dégradés a pres de 100 %
suite a I'exposition sous une lampe UV émettant a des longueurs d’onde de 254 et 185 nm.
Toutefois, ces longueurs d'onde représentent les UV-C qui sont entierement filtrés par
I'ozonosphére. Cette expérience ne permet pas de conclure sur la dégradation naturelle de
I'ibuprofene mais peut étre utile pour le traitement des eaux.

6.1.2.La carbamazépine

Les temps de demi-vie observés dans le Tableau 6.1 indiquent que la carbamazépine
persiste dans le milieu aquatique. Cette molécule ne subirait-elle pas la dégradation par
photolyse ? Son spectre d’absorption s’étend entre 200 et 325 nm (Figure 6.1).

6x10"
setot <) |

4x10% - .

I/{molcm)

3x10% i

2x10* Y A

] KK// \
3
1x10* - )

0

Coefficient d'absorption moléculaire
i

= T g T E T T T 24 T
200 250 300 350 400 450 560
A oonm

Figure 6.1 : Spectre d'absorption de la carbamazépine entr200 et 500 nm (Tusneda et
al., 2002)

Dans I'étude de Kim et Tanaka (2009), la carbamazépine est détruite a hauteur de 40
% avec des lampes a UV-C de longueurs d’dneéel85 nm et 254 nm. Or les UV-C sont
filtrés par I'ozonosphére. Cette étude n’est pas représentative de la photolyse naturelle de la
molécule. C’est pourquoi l'utilisation d’'une lampe UV émettant a des longueurs d’onde
supérieures a 280 nm est plus pertinente. Dans I'étude de Tushnald2003), une lampe au
Xénon de 1000W équipée de filtres d’atténuation atmosphérique permet d'obtenir une
proportion d’'UV-B et UV-C semblable aux rayons touchant la surface terrestre. Les auteurs
montrent que la dégradation par photolyse de la carbamazépine est trés dépendante des
matieres présentes en suspension.

En effet, les matiéres organiques naturelles (MON) présentes dans I'eau modifient la

dégradation photochimigue de la carbamazépine. Une faible concentration de MON accélere
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la dégradation par la formation d'espéces réactives comme l'anion superoxyde ou le peroxyde
d’hydrogéne. Toutefois, a une concentration plus élevée en MON, la dégradation diminue.
Les MON peuvent ainsi selon la concentration agir comme filtre aux UV ou en tant que

précurseur d'espéces reactives.

6.1.3.L’éthinyl-estradiol

Chez la femme, I'éthinyl-estradiol est excrété dans les urines sous forme de
glucuronides. Certaines bactéries sont capables de régénérer I'éthinyl-estradiol a partir du
conjugué éthinyl-estradiol-glucuronide (Okkermetral., 2001). Cette hormone de synthéese
est basique et non polaire. Elle a tendance a s’adsorber aux particules en suspensia (Kuster
al., 2004, Fentt al., 2006). Elle forme aussi des liens avec les acides humiques et fulviques
et avec les particules minérales présentes dans I'eawt(auy 2004). Cette molécule peut
alors étre transportée sur de longues distances avant de sédimenter avec les particules.

Lorsque I'éthinyl-estradiol est fixé aux acides humiques, la biodégradation aérobie est
plus efficace, mais I'élimination de cette substance est surtout due a I'hydrolyse et la
photodégradation (Kuster et al., 2004 ; Urase et Kikuta, 2005).

6.2.Devenir et dégradation dans les sols

Le devenir des médicaments dans les sols et les sédiments est fonction de leurs
propriétés physico-chimiques mais aussi des facteurs du milieu : la température, le pH, la
capacité d’échange cationique (CEC), la richesse en argile et en matieres organiques du sol
(Boxall et al., 2004).

6.2.1.L'ibuprofene

Dans l'étude de Oppadt al. (2004), les auteurs ont démontré que l'ibuprofene est
adsorbé aux particules des sols ayant pour pH 5,8 et 2,9. Et selon Ternes (1998) eteWinkler
al. (2001) ce composé n’est pas retrouvé dans les eaux de lixiviation ce qui confirme sa forte
fixation. Les concentrations en argiles et matiéres organigues ont une influence sur le degré
d’adsorption de I'ibuproféne sur le sol (Beausse, 2004).

Le principal facteur de dégradation de l'ibuproféne est la biodégradation par les

microorganismes (Boxall et al., 2004).
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6.2.2.La carbamazépine

La carbamazépine est adsorbée sur le sol (Willietmas., 2006). Le potentiel de
lixiviation de cette molécule est faible. D’aprés Williastsal. (2006), la carbamazépine ne
s'infiltre pas dans I'eau souterraine a partir des champs irrigués. Par contre, le potentiel de
contamination des eaux de surface est possible si le sol subit une forte érosion. Dans ce cas,
les solides du sol, sur lesquels la carbamazépine est adsorbée, sont entrainés dans les eaux de
ruissellement et transportés dans les cours d'eau ou la désorption peut se produire.

En revanche Ternea al. (2002) ont constaté que la carbamazépine ne présentait

aucune adsorption sur le sable et le gravier provenant des aquiféres.

6.2.3.L’éthinyl-estradiol

Cette hormone est fortement adsorbée sur les particules solides et les sédiments du sol
a pH neutre ou basique. Le degré d’adsorption est étroitement lié a la concentration en
matieres organiques dans le sol (Ying et Kookana, 2005). Les principaux processus de
dégradation de cette hormone dans les sols et les sédiments sont la photolyse, I'hydrolyse et la
biodégradation en conditions aérobies et anaérobies (Okkerman et Groshart, 2001et Kuster
al., 2004 ; Ying et Kookana, 2005). D’apres Ying et Kookana (2005), 'hormone est plus

longtemps présente en milieu anaérobie par rapport a son homologue naturel (I'oestradiol).

Ces observations indiquent que le devenir et la dégradation des trois médicaments
choisis - ibuprofene, carbamazépine et éthinyl-estradiol - sont tributaires des conditions du
milieu. De plus ces molécules sont persistantes dans I'environnement car selon le reglement
n° 1907/2006 Annexe Xl du 18/12/06 de I'Institut National de I'Environnement Industriel et
ses Risques (INERIS, sous la tutelle du Ministere de I'Ecologie), une substance remplit le
critere de persistance lorsque la demi-vie en eau douce est supérieure a 40 jours ou lorsque la

demi-vie dans les sédiments d’eau douce est supérieure a 120 jours.
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7. Toxicité et impact environnemental de I'ibuproféne, la

carbamazépine et I'éthinyl-estradiol sur la faune aquatique.

Lors d'un discours sur les PPCPs dans I'environnement, K. Fent, professeur a
I'Université des Sciences Appliquées de Muttenz en Suisse s'interrogeait sur les effets
ecotoxicologiques aigus et chroniques déclenchés par les produits pharmaceutiques et les
mélanges de ces derniers. Ce discours a été soutenu lors d’'un congrés organisé par le
Ministere de I'environnement du Canada en Mars 2007 (Kleywegt, 2007). Il s’est interrogé
également sur les cibles biologiques de ces composés dans les organismes aquatiques.

Afin d’étudier cette toxicité, des tests en laboratoire ont été menés sur plusieurs
especes aquatiques veégetales (algues), invertébrés (mollusques et arthropodes) et vertébrés
(poissons). Les médicaments ont été utilisés seuls ou en mélange.

La toxicité peut étre de trois types selon la durée d’exposition (Pellieux, 2008) :

- aigué : exposition unique au toxique et observation dans les heures suivant I'administration,

- sub-chronique : exposition au toxique réitérée pendant quelgues semaines,

- chronique : exposition au toxique pendant une longue période allant de plusieurs mois a
plusieurs années.

Ainsi, la toxicité de l'ibuproféene et de la carbamazépine est évaluée suivant cet ordre :
toxicité aigué ¢f. 87.1), sub-aigué cf. 87.2) et enfin chroniquecf, 87.3). Les effets

particuliers de I'éthinyl-estradiol ont été analysés séparéraes(4).

La toxicité est généralement exprimée a l'aide de lindiceoB®ur Effective
Concentration 50 qui indique la concentration pour laquelle la moitié des étres vivants
observés manifeste le critére choisi. On utilise cette valeur car selon la loi de Gauss c’est pour
cette fraction de population que la marge d’erreur est la plus faible. La concentration obtenue
permet de comparer les substances entre elles quant a leur potentiel toxique. En fonction de
leur EGy, les composeés peuvent étre séparés en cing catégories selon la directive européenne
93/67/EEC (Tableau 7.1). Un autre indice peut étre utilisé, il s’agit de da 0@t indice

correspond a la valeur pour laquelle 50 % des individus d’'un échantillon sont tués.
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Tableau 7.1 : Classification des toxiques selon la Directiv@3/67/EEC

ECso Classification
< 0,1 mg/L extrémement toxique
0,1a1mg/L tres toxique
1a 10 mg/L toxique
10 a 100 mg/L nuisible
> 100 mg/L non toxique

7.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué s'observe aprés exposition unique d’'un organisme a un composé et
pendant un temps court (Pellieux, 2008). Un composé est administré a des doses croissantes a
des organismes répartis en plusieurs groupes. L'apparition d'un critére choisi est étudiée
(immobilisation, arrét de la croissance, létalité, ...). On obtient alors un pourcentage de
réponse s’échelonnant entre 0 et 100 %. La toxicité peut ainsi étre exprimée a l'aide de
I'indice EGso.

Les expériences réalisées sur sept organismes vivants différents sont répertoriées dans
les Tableaux 7.2 et 7.3. Ces organismes sont les adlpsa®desmus subspicatus et Lemna
minor, les petits crustacédhamnocephalus platyurus et Daphnia magna, les moule<lliptio
complanata, les poissonOryzias latipes et Oncorhyncus mykiss puis le polypeHydra
attenuata. Quelques photographies de ces organismes sont données en Annexe 4. Les modéles
utilisés vont de la culture cellulaire a des organismes entiers. L'observation porte sur
'immobilisation ou l'inhibition de la croissance de l'organisme, mais aussi sur les effets
intra-cellulaires.

Les données des tableaux 7.2 et 7.3 sont brievement analysées ci-dessous.

La variation dans les modéles biologiques ainsi que dans les méthodes d’exposition
utilisées expliqgue sans doute les fortes variations degg @.GCso. Ainsi I'ibuproféene inhibe
la croissance dBesmodesmus subspicatus a la concentration de 315 mg/L et immobilise les
Daphnia magna a 108 mg/L. Il tue 50 % déhamnocephalus platyurus, desHydra attenuata
et des Oryzias latipesa 19 mg/L, 22 mg/L et plus de 100 mg/L respectivement.
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Tableau7.2 : Observation des effets toxiques aigus de l'ipuoféne et de la
carbamazépine sur cing especes aquatigues

Organismes testés Effets observés dg:rt?eits Médicament Toxicité observée Références
Ibuproféne EGy= 315 mg/L
Carbamazépine ECso- 74 mg/L
Desmodesmus subspicatus | Inhibition de la 2 Carbamazepine + Identique a la
. . carbamazépine
(algue) croissance heures | Acide clofibrique seule P Cleuvers, 2003
Ibuprofene +
Diclofénac Synergie d’action
48 Ibuproféene EGo-108 mg/L
heures Carbamazépine Eg> 100 mg/L Cleuvers, 2003
hezjres Carbamazépine | Ec,,_112 mg/L Jost al., 2003
Daphnia magna —
» g Immobilisation Carbamazepine + _ _
(crustacé) Acide clofibrique Synergie d’action
48
< Cleuvers, 2003
heures Ibuproféne +
Diclofénac Synergie d’action
Inhibition des
Elliptio complanata Activité Ibuproféne . Gagnéet al., 2005
24 cyclooxygénases
(moule d'eau douce) cellulaire heures AUGmentation de
Carbamazépine 9 Gagnéet al., 2006
la phagocytose
Culture cellulaire Ibuproféne Aucune
d’hépatocytes d’ 60 min Carbamazépine Augmentation du
. taux NADPH <
. Stress oxydatif - Gagnéet al., 2006b
Oncorhyncus mykiss 48 Carb o Augmentation de
arbamazépine i
(poisson) heures P la pl_er_oxydatmn
ipidique
Hydra attenuata Régénération e 96 Ibuproféene Diminution de la
(polype) alimentation heures Carbamazépine relgeneratlon etde Quinnetal.,, 2008b
alimentation

Tableau7.3 : LCso de I'ibuproféne et de la carbamazépine sur trois espéces aquatiques

Organismes testés Effets observégs dzgiiits Médicament Toxicité observég Références
Thamnocephal us platyurus 24 Ibuproféne LCs0= 19 mg/L
epnais Pt Letalité P o= =M Kimet al., 2009
(Crustace) heures Carbamazépine Lig> 100 mg/L
Hydra attenuata o 96 Ibuproféne LCs0-22,3 mg/L )
Létalité Quinn et al., 2008b
(polype) heures Carbamazépine Lé- 29,4 mg/L
Oryzas latipes o 96 Ibuproféne LCs0> 100 mg/L _
) Létalité Kimet al., 2009
(poisson) heures

Carbamazépine

L{g= 46 mg/L
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L’ibuprofene n’est pas toxique polresmodesmus subspicatus, Daphnia magna et Oryzias
latipes. Mais il est nuisible pour Thamnocephalus platyurust Hydra attenuata (Tableau 7.1).

La carbamazépine inhibe la croissance de 50 ¥Dessodesmus subspicatus a 74
mg/L et immobilise 50 % deBaphnia magna a plus de 100 mg/L. Cette molécule tue 50 %
des crustacéShamnocephalus platyurus, des polypesHydra attenuata et des poissons
Oryzias latipes a plus de 100 mg/L, 29,4 mg/L et 46 mg/L respectivement. La carbamazépine
est nuisible pour Desmodesmus subspicatydHydra attenuata et Oryzias | atipes.

Des essais avec des mélanges de PPCPs ont été conduits avec les algues Desmodesmus
subspicatus, exposées d’'une part au mélange carbamazépine — acide clofibrique et d’autre part
au mélange ibuproféene — diclofénac pendant 72 heures (Cleuvers, 2003). L’acide clofibrique
est un médicament hypolipémiant retrouvé dans des riviéres (&raley 2001 ; Ollerset al.,

2001) dont 'EGp pour immobiliser ces algues est de 115 mg/L. Le diclofénac est un AINS
ayant pour Egy 72 mg/L. Dans le premier cas, mélange carbamazépine — acide clofibrique, la
toxicité est identique a la toxicité de la carbamazépine seule. Alors que dans le deuxieme cas,
I'inhibition de la croissance deBesmodesmus est plus importante : il y a une synergie
d’action entre I'ibuprofene et le diclofénac. Ceci montre que la toxicité peut étre augmentée
méme si la toxicité aigué d’'une substance unique est faible.

De méme, dePaphnia ont été soumises au méme mélange de médicaments que
Desmodesmus, carbamazépine - acide clofibrique et ibuprofene — diclofénac (Cleuvers, 2003).
Les effets toxiques observés sont plus importants que lorsque les substances sont étudiées

séparément.

Selon certains scientifiques (Fesbtal., 2006), pour cibler la toxicité aigué vivo des
produits pharmaceutiques, l'utilisation de cellules s’avére étre un choix judicieux. Ainsi aprés
avoir observé la toxicité aigué sur des organismes entiers, qu’en est-il de celle-ci a I'échelle
cellulaire ?

Des moules d’eau douce sont exposées a de I'ibuproféne pendant 24 heures a des
concentrations croissantes jusqu’a 100 pumoles par injection dans le muscle adducteur (Gagné
et al., 2005). L'observation des branchies et des gonades indique qu’il y a eu diffusion du
médicament dans les tissus car I'activité des COX a diminué (Figure 7.1). Ce résultat montre
gue les AINS sont capables de réduire I'inflammation dans les moules.
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Figure 7.1 : Effets de l'ibuproféne sur l'activité des COXdes moules (Gagné et al., 2005)

Dans une autre expérience, lI'exposition de I'hémolymphe des mdaillgsio
complanata a la carbamazépine a des concentrations croissantes allant de 0 & 100 uM pendant
24 heures (Gagnét al., 2006b) engendre des modifications de I'activité immunitaire (Figure
7.2). L’activité immunitaire des hémocytes de la lymphe est surveillée par I'intermédiaire de
quatre parametres : I'adhérence, la phagocytose, I'activité estérasique et la peroxydation
lipidique. L'adhésion cellulaire est réduite a partir de 61 uM, elle peut s’expliquer par la
dépolarisation membranaire qu’induit la carbamazépine. A linverse, la phagocytose
augmente a partir de la concentration de 61 uM. L’activité intracellulaire des estérases
augmente des 2,5 uM. Pour finir, la peroxydation lipidique n’est pas modifiée.
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Figure 7.2 : Effets de la carbamazépine sur l'activité immuaitaire des hémocytes issus de
E. complanata (Gagné et al., 2006)
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Malgré ces modifications, il en résulte que vitro et a ces concentrations la

carbamazépine n’entraine pas d'immunosuppression chez la moule d’eau douce.

Les hépatocytes de la truite arc-en-€@akorhyncus mykiss sont exposés a 786 pg/L
d’ibuproféne et 85 pg/L de carbamazépine séparément pendant 60 minutes éGagné
2006b). Les résultats montrent que l'ibuprofene n'a pas d'effet sur le taux d’oxydation du
NADPH mais I'exposition a la carbamazépine induit une forte élévation de ce taux (Tableau
7.4). Le NADPH ou Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate est utilisé par
I'organisme pour se protéger contre les espéces réactives de I'oxygéne et ainsi pallier au stress
oxydatif. Les auteurs en déduisent que la carbamazépine initie le métabolisme oxydatif.

Tableau 7.4 : Métabolisme oxydatif produit par les hépatocys de truite en présence

d’ibuprofene et de carbamazeépine pendant 60 minutes (Gagné et al., 2006b)

Composé pharmaceutique Taux d’oxydation du NADPH
Ibuproféene (786 pug/L) 1
Carbamazépine (85 ug/L) 84

De méme, ces mémes auteurs observent la peroxydation des lipides, autre marqueur du
stress oxydatif, aprés exposition pendant 48 heures a des concentrations comprises entre 0 et 1
mM de carbamazépine. La peroxydation lipidique a significativement augmenté, traduisant

I'apparition du stress oxydatif (Figure 7.3).
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Figure 7.3 : Peroxydation lipidiqgue des hépatocytes aprexgosition a la carbamazépine

pendant 48 heures pour des concentrations situées entre 0 et 1 mM (Gagné et al., 2006b)

Ces données suggeéerent que la carbamazépine est toxique pour ces animaux aquatiques.
Parmi les expériences relatant la toxicité aigué des médicaments, celle det@Li(2008b)

étudie la régénération du polyptydra attenuata. Ce polype a la capacité de se régénérer
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uniquement a partir de cellules souches multipotentes provenant de la région de I'estomac.
Dix amas de ces cellules sont placés pendant 96 heures dans des puits contenant de
I'ibuproféne ou de la carbamazépine a des concentrations croissantes. L'étude s’appuie sur les
modifications morphologiques des polypes notamment sur I'observation des tentacules et du
corps de I'animal. Un bareme est établi, on parle de score allant de 0 & 10 (Tableau 7.5). Le
score détermine I'état de I'organisme : 10 signifie que I'organisme est normal (tentacules et
corps allongé), 8 que les tentacules sont arrondies aux extrémités (« clubbing »), a 6 elles sont
raccourcies, a 5 c’est la phase tulipe (contraction complete du polype), a 2 la perte
d’osmorégulation puis a 0 la désintégration. De 10 a 6, les phases sont réversibles, a l'inverse
a partir d'un score inférieur ou égal a 5 les phases sont irréversibles et I'exposition est |étale.

Avec chaque composeé, le score décroit de 10 vers O plus la concentration augmente
(Figure 7.4). A la concentration de 0,1 mg/L d’ibuproféne, la plupart des polypes sont au
score 9. A partir de 5 mg/L la majorité est au score 7 et a la concentration en ibuproféne égale
a 50 mg/L, tous les polypes restants sont morts (stade 0). La majorité des polypes exposés a la
carbamazépine maintient un score supérieur a 8 jusqu’a la concentration 10 mg/L. Entre 10 et
50 mg/L, les polypes passent par le score 6 pour atteindre en grande partie les scores 1 et 3
qui sont irréversibles. Il en résulte que les polypes sont plus résistants a la carbamazépine qu'a
I'ibuprofene.

Tableau 7.5 : Score et observation de la toxicité des médiments sur Hydra attenuata
(Quinn et al., 2008b)

Score Observations
Hydra attenuata normale, tentacules =
10 déployées '\
Premier signe d’intoxication : tentaculgs SN
8 . o i
arrondies aux extrémités (« clubbing »)
6 Tentacules raccourcies ﬁ
5 Forme tulipe ' 4
0 Mort i "
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De plus, cette figure renseigne sur I'alimentation des polypes par le norAbi@mia
ingérées en fonction des concentrations en médicaments présents. L’alimentation est
représentée par la courbe et les triangles sur la Figure 7.4, légendée par «ingestion ». Elle
diminue lorsqu’il y a passage a la morphologie correspondant au score inférieur ou égal a 8.

Ces résultats montrent que ces deux molécules ont des effets déléteres sur le polype
Hydra attenuata.

Ces expériences révélent que l'exposition aigué a ces composés entraine des
modifications parfois |étales chez les organismes aquatiques étudiés. Cependant, pour obtenir
ces réponses, les concentrations nécessaires sont de I'ordre du mg/L alors que dans les eaux
celles-ci sont de I'ordre du ng/L.
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Figure 7.4 : Nombre d'Hydra a chaque "score de morphologie'et taux d'ingestion pour
différentes concentrations d'ibuprofene et de carbamazépine. C : témoin, CS : témoin
avec solvant (Quinn et al., 2008b)

7.2. Toxicité subchronique

La toxicité subchronique s’observe aprés exposition répétée ou prolongée d'un
organisme a un composé pendant plus de 96 heures et moins d’'un mois (Pellieux, 2008).

Voici deux expériences rapportées dans la littérature qui suivent cette définition. La
premiere étudie la croissance et la reproduction Ddghnia pulex en présence de
carbamazépine en solution a des concentrations entre 1 et 200 pg/L pendant 14 jours. La
seconde teste deux especes a cette méme molécule pendant 28 joursLulebvieulus
variegatus et la larve deChironomus riparius vivant dans les sédiments. Les résultats sont
relatés dans le tableau 7.6.
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Tableau 7.6 : Expériences et résultats lors d'une expositiosubchronique a la
carbamazépine

Oraanismes Concentration Durée
ganis en Effets observés des Toxicité observée Références
testés -
carbamazépine tests
Maturité précoce et
1 g/l ] augmentation du
) Croissance et ) )
Daphnia pulex ] 14 jours| nombre de descendants Lurling et al., 2006
reproduction i
Baisse du taux de
200 pg/L )
croissance
Lumbriculus 0,625a 10 )
_ Reproduction Pas d'effet
variegatus mg/kg )
_ | 28 jours i Oetkenet al., 2005
Chironomus 0,16 4100 | Développement et ratip Blocage de I'évolution
riparius mg/kg entre les sexes au stade nymphe

Dans I'étude de Lurlinget al. (2006) desDaphnia pulex sont exposées a la

concentrations sont proches de celles retrouvées dans l'environnement (Annexe 2). Les

Daphnies femelles exposées a une concentration de 1 pg/L de carbamazépine présentent une
maturité précoce et ont plus de descendants que celles de méme taille plongées dans la
solution témoin sans carbamazépine (Figure 7.5). Par exemple, une mére de 2 mm dans la

solution témoin a entre 12 et 18 descendants. En revanche, une mére de 2 mm exposée a 1

Y

carbamazépine aux concentrations allant de 1 a 200 pg/L pendant 14 jours. Ces

ug/L de carbamazépine a entre 21 et 32 descendants.
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Figure 7.5 : Nombre de descendants en relation avec la taildu corps de la mere

Daphnia pulex dans une solution de carbamazépine a 1 pg/L (Lurling et al., 2006)
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D’aprés les auteurs, il reste a résoudre si cette observation est maimtesnive
lorsque les conditions environnementales interviennent comme le stress lié a la recherche

d’aliments ou les variations de température.

Lors de I'exposition a la concentration la plus élevée de cette expérience, soit 200
ug/L de carbamazépine, le taux de croissance de la population est réduit (Figure 7.6). Ce taux
est un tiers inférieur par rapport a celui de la solution témoin (contrdle). Si bien que la

maturité tarde a apparaitre, engendrant un age de premiére reproduction plus éleve.
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Figure 7.6 : Taux de croissance de la population (barres ires) et age de premiere
reproduction de Daphnia pulex (barres grises) en présence de carbamazépine a

différentes concentrations (Lurling et al., 2006)

Par conséquent cela indique qu'une exposition de plusieurs jours a de faibles
concentrations en résidus pharmaceutiques a une incidenDapghmia. En comparaison, la
concentration en carbamazépine est ici 500 fois plus faible que celle obtenue pour

immobiliser 50 % des Daphnia magna en 24 ou 48 heures (Cleuvers, 2003 ; Jos et al., 2003).

La plupart des études consacrées aux effets des résidus pharmaceutiques sur la faune
aquatigue sont réalisées avec une exposition « aqueuse » aux composés. Mais des organismes
vivants sont aussi en relation avec les sédiments, ce sont les animaux benthiques. C’est pour
cela qu'une expérience a été réalisée avec deux animaux benthiques Lienbaculus
variegatus et la larveChironomus riparius. Ces deux invertébrés d’eau douce ont été exposés
pendant 28 jours a des sédiments contenant de la carbamazépine €0atk@005).

Les Lumbriculus variegatus ont été exposeés a des sédiments contenant entre 0,625 et

10 mg/kg de carbamazépine pendant 28 jours. A la fin de l'essai, la reproduction et la
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biomasse sont observées. AL?”?Sour, on observe que le nombre moyen de vers varie entre

14 et 19 lors d’une exposition a la carbamazépine, contre 13 dans le témoin (Figure 7.7).
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Figure 7.7 : Nombre de vers umbriculus variegatus au 28’ jour d'exposition a la
carbamazépine (C : témoin) (Oetken et al., 2005)

La variation n'est pas importante. Par conséquent, la carbamazépine dans les
sédiments n’a pas d’effets sur la reproduction de L. variegatus

Par les mémes auteurs, la la@bkironomus riparius est exposée a des sédiments
contenant entre 0,16 et 100 mg/kg de carbamazépine pendant 28 jours. Les observations
portent sur le développement et le ratio entre les sexes. A la fin de I'expérience, une forte
chute du développement s’observe : le taux de développement passe a 47 % a la concentration
4 mg/L, contre 92 % dans le témoin (Tableau 7.7). De plus, aux concentrations les plus

élevées, soit 20 et 100 mg/kg, aucune larve ne s’est déeveloppée.

Tableau7.7 : Développement d€hironomus riparius apres 28 jours d'exposition

a la carbamazépine (Oetken et al., 2005)

Carbamazépine (mg/kg)
Témoin 0,16 0,8 4 20 100
Développement (%) 92 89 91 a7 0 0

Cet arrét de développement s’explique par le blocage des larv@s rdearius au
stade de la nymphe. Les insectes survivent jusqu’a quatre semaines sans subir la nymphose
puis meurent. La suppression de la nymphose s’explique probablement par une interférence
de la carbamazépine avec un mécanisme a cette étape de la vie ou par la modulation d’'une
fonction endocrinienne. Dans ce cas, les auteurs concluent que cette molécule constitue non
seulement un danger pour ces larvesis pourrait I'étre également pour d’autres insectes

aquatiques. De toute évidence, cette hypothése mériterait d’'étre étudiée expérimentalement.
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D’autre part, dans toutes les expériences Guriparius il s'est révélé que la
carbamazépine n’a pas d'influence sur le ratio des sexes des(aetksnet al., 2005).

Ainsi la carbamazépine, en plus d’avoir une toxicité aigué sur ces larves, possede un
effet toxique significatif lors d’'une exposition plus longue : blocage de la nymphose et donc
de I'évolution. Concernant les résidus médicamenteux dans les sédiments, une seule étude est
disponible a ce jour (Furlong al., 2004). Elle rapporte 4,16 mg/kg de carbamazépine en
moyenne parmi 44 échantillons. Par conséquent, ce médicament peut présenter un risque pour
la survie de certaines especes benthiques.

Toutefois, pour observer des effets toxiques lors de I'exposition « agueuse » sub-
chronique a cette molécule, les concentrations nécessaires ont été plus élevées que celles

observées dans I'environnement (Annexe 2).
7.3. Toxicité chronique

La toxicité chronique s’observe aprés l'administration répétée d'une substance a
concentration constante pendant une période supérieure a un mois (Pellieux, 2008). Elle
permet d'évaluer la latence dans l'apparition des effets, la nature de ces effets (modifications
des fonctions et organes atteints), les effets cancérigénes et si il y a accumulation de composés
dans l'organisme.

Malheureusement parmi les trois molécules d’intérét, seulement deux essais ciblant la
toxicité chronique sur les organismes aquatiques semblent disponibles. La premiére
publication porte sur I'exposition a I'ibuproféne et a la carbamazépine des biofilms d’'une
riviere (Lawrenceet al. 2005), I'autre publication concerne I'exposition de poisson Téte de

boule ou Pimephales promelasa un mélange de médicaments (Parrott et Bennie, 2009).

Dans l'expérience de Lawrenee al. (2005), les biofilms se développent dans des
bioréacteurs contenant I'eau de la riviere d’origine avec les sources en carbone et nutriments.
Ces biofilms sont disposés sur des lames amovibles en polycarbonate afin de les observer au
microscope. L’ibuproféne et la carbamazépine ont été ajoutés en permanence aux réacteurs en
utilisant des pompes a seringue pour obtenir une concentration constante de 10 pg/L pendant
8 semaines.

En fin d’expérience, la structure des communautés est évaluée. L'analyse des biofilms
sous l'influence de composés pharmaceutiques montre un changement dans l'architecture et

les populations (Figure 7.8).
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Figure 7.8 : Photographies de biofilms exposés pendant hisémaines a la

carbamazépine (B) et a l'ibuprofene (C) ; A : témoin (Lawrencet al., 2005)

La carbamazépine diminue fortement la masse des bactéries par rapport a I'ibuproféne.
Ces deux molécules diminuent le nombre de cyanobactéries. Il y a une dominance des algues
lorsque le biofilm est soumis a la carbamazépine (Figure 7.9). L'épaisseur traduit aussi des
changements dans la population des biofilms avec une moyenne de 35 £ 26 um, 45 + 25 um
et 36 + 30 um pour respectivement le témoin, la carbamazépine et l'ibuprofene (Figure 7.9,
B).

La Figure 7.10 illustre la distribution verticale des cellules vivantes et mortes dans
I'épaisseur du biofilm et le rapport vivants sur morts (V/M). Le biofilm témoin a une
moyenne V/IM de 2,4, le taux étant plus important a la base du biofilm. En revanche, en
présence de carbamazépine et d’'ibuproféne, les moyennes V/M sont plus élevées 3,2 et 3,5

respectivement, malgré que la distribution reste cohérente.
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La méthode FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) indique que les molécules ont
entrainé une importante augmentation des protéobactéries béta, avec une diminution
concomitante des protéobactéries gamma (Figure 7.11). Les Cytophage-flavobactéries (c-f)
ont surtout augmenté dans le biofilm contenant de libuprofene ainsi que les populations
positives a la sonde SRB 385. Les sondes pour détecter les bactéries Gram positives a hauts
ou bas segments GC contenus dans I'ADN (LGC354c et HGC69a) indiquent la présence de
ces micro-colonies dans les biofilms. Elles représentent moins de 1 % mais d’'importantes
modifications sont observées. Il y a une augmentation des deux communautés en présence de
carbamazépine et une diminution en présence d’ibuproféne.

Ces modifications indiquent une restructuration des biofilms. Certains
microorganismes meurent, d’autres prennent leur place. Cette étude laisse a penser que les
médicaments injectés induisent ces modifications. Or il est possible que I'ibuproféne et la
carbamazépine aient une action sur certains micro-animaux qui vivent dans ces biofilms et se
nourrissent de ceux-ci, comme les rotiferes et les vortecilias. Dans ce cas, la disparition ou

I'altération d’un de ces organismes expliquerait la modification du biofilm.
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Figure 7.11 : Résultats de I'analyse par méthode FISH renigmant sur la composition
des biofilms (Lawrenceet al., 2005)
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Dans l'expérience de Parrott et Bennie (2009), les poissons Téte de Boule ou
Pimephales promelas sont exposés pendant plus de 60 jours a un mélange de cing composés
pharmaceutiques : un fibrate (le gemfibrozil), l'acide salicylique (kératolytique ou
antipyrétique) et trois AINS (le naproxene, le diclofénac et I'ibuprofene). Les concentrations
choisies pour réaliser cet essai sont de I'ordre du dixieme de microgramme par litre (0,217
ug/L pour l'ibuproféne). Les résultats obtenus montrent gu’il 'y a pas eu de changements
dans la croissance et le développement des poissons par rapport au témoin. Il n'y a pas eu
d’effets sur les caractéres sexuels secondaires des poissons ou sur la production d'ceufs.
L’exposition chronique a ces médicaments a des concentrations semblables a celles observées

dans I'environnement n’affecterait pas la survie de ces poissons, ni leur reproduction.

Les résultats indiquent que ces résidus médicamenteux entrainent sur le long terme des
variations dans la composition des biofilms aquatiques mais qu’ils n'ont pas d’effets sur
Pimephales promelas. La survie des poissons ne serait pas touchée, mais qu’en est-il des
especes qui se nourrissent de ces biofilms ? Il y a de ce point de vue un manque de données
concernant la toxicité chronique des résidus pharmaceutiques sur la faune et la flore

aquatique.
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7.4.Particularité de I'éthinyl-estradiol sur les espéeces

aquatiques

Les effets de I'éthinyl-estradiol (EE2) ont été analysés séparément car I'exposition a
cette molécule entraine deux grandes conséquences particulieres sur les poissons: la
féminisation et des effets délétéres sur la reproduction.

Parmi les trois molécules sélectionnées pour réaliser ce travail, I'éthinyl-estradiol
semble étre la molécule la plus toxique envers les espéces aquatiques étudiéesodae LC
9,06 mg/L est déterminée pour le crustdzd@phnia magna apres exposition pendant 48
heures a I'éthinyl-estradiol (Halling-Sorensenal., 1998). D’apres le Tableau 7.1 cette

molécule est classée comme toxique pour cette espéece.

Pour comparer la sensibilité des especes a I'éthinyl-estradiol, la CMEO est utilisée.
C’est la concentration minimale pour avoir un effet observable. Les CMEO sur trois poissons

sont renseignées dans le tableau 7.8.

Tableau 7.8 : CMEO de ncorhynchus mykiss, Pimephales promelas et Oryzias | atipes

exposes a 'EE2

Organismes testés Effets observés Durée des tests Toxicité obseryée Références
. Induction du vitellus | 10 jours 410°C| CMEO = 10 ng/l|
Oncor hynchus mykiss o
) ) chez la truite immatur Okkermaret al., 2001
(truite arc-en-ciel) o 10 jours 2 16°C | CMEO = 0,1 ng/ll
et la truite méle
Pimephales promelas Diminution de la _ Webb, 2001
) ) 28 jours CMEO =10 ng/L
(poisson téte-de-boule reproduction
Oryzias latipes - )
) i Modification du sexe 90 jours CMEO = 0,03 ng/L Carlsspal., 2006
(poisson médaka)

Dans I'étude de Okkermaat al. (2001), apres exposition de 10 jours a 10 ng/L d’'EE2
a 10°C, il y a eu induction de la vitellogenese chez la truite immature et chez la truite male. A
16°C, les mémes observations ont été remarquées mais pour une concentration de 0,1 ng/L.
La concentration minimale pour observer une diminution de la reproducti®mephales
promelas aprés 28 jours d’exposition est de 10 ng/L (Webb, 2001). La concentration qui
engendre une modification du sexe degzas latipes est de 0,03 ng/L aprées 90 jours
d’exposition (Carlssomt al., 2006). Cette modification du sexe se traduit par la présence de

testicules et d’ovaires dans un méme individu.
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Okkermanet al. (2001) expliquent que la concentration prévisible qui n’entraine pas
d’effets sur les poissons serait de 0,05 ng/L. Pour calculer celle-ci, ils ont utilisé la CMEO
minimale observée, soit 0,1 ng/L, et lui ont ajouté un facteur de sécurité de I'ordre de 50. lls
obtiennent 0,05 ng/L. Cependant, dans I'étude de Car&sbn(2006), les caracteres sexuels
secondaires féminins sont apparus aprés exposition pendant 90 jours a 0,03 ng/L. Par
conséquent, la concentration prévisible qui n’entraine pas d’effets devrait étre réévaluée car
elle n’est pas valable pour tous les poissons.

Les concentrations d’éthinyl-estradiol relevées dans les eaux de soffa#anéxe 3)
sont généralement plus élevées que les concentrations minimales qui entrainent des altérations
du développement et de la reproduction chez les poissons. Par conséquent, cette molécule
peut entrainer des déséquilibres du systeme endocrinien chez ces espéeces dans leur milieu

naturel.
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8. Conclusion

Les médicaments sont utilisés en grande quantité a travers le monde. Dans les pays
développés, la consommation progresse chaque année. A la suite de leur administration, les
médicaments sont en partie excrétés via les feces et les urines, ils atteignent les stations
d’épuration par le réseau de collecte des eaux usees. lls peuvent passer au travers des
traitements de dépollution et se retrouver dans l'environnement. D’autres sources des
médicaments a I'environnement sont I'agriculture, I'aquaculture ou le rejet des médicaments
non utilisés dans le réseau d’eaux usées.

Les préléevements effectués dans divers endroits confirment la présence de résidus
médicamenteux dans les eaux. Cependant, les concentrations relevées dans I'environnement
varient considérablement d'un site a l'autre. Ces disparités se justifient par des
consommations différentes selon les pays, des moyens de dépollution inégaux selon les
stations d’épuration et par le choix des méthodes analytiques.

L'étude des caractéristigues physico-chimiques des molécules est intéressante pour
comprendre la stabilité des médicaments dans I'environnement. Dans ce travail, les trois
molécules sélectionnées — ibuprofene, carbamazépine et éthinyl-estradiol — possedent des
temps de demi-vie élevés dans les eaux, elles sont dites persistantes.

Nos connaissances actuelles sur les médicaments et les résidus médicamenteux dans
les organismes aquatiques indiquent que des effets aigus sont peu probables, excepté en cas
de déversements accidentels : les concentrations dans I'environnement sont beaucoup plus
faibles que les L& ou les EGy observées. Toutefois, quelques publications suggéerent qu’ils
sont présents a des concentrations suffisantes pour causer des effets chroniques.

Malgré cela, I'utilisation des médicaments comme indicateurs potentiels de I'état de
I'environnement peut étre discuté. Etant donné que les méthodes d’analyses exploitées ne sont
pas identiques, une concentration seuil ou « alarme » ne peut pas étre déterminée. La mise au
point de méthodes de référence pour mieux quantifier les substances a des concentrations
aussi faibles que le nanogramme par litre pourrait étre fondamentale.

Cette bréve revue bibliographigue ne devrait pas alarmer sur la présence et les effets
des médicaments dans les eaux, mais fait la synthése des connaissances actuelles. Du fait du
recours essentiel des médicaments pour faire face aux maladies, il ne serait pas réaliste de
s’attendre a une réduction de leur utilisation. Cependant des actions peuvent étre mises en

ceuvre pour réduire leur rejet dans I'environnement, telles que :
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L’amélioration des techniques de traitement des eaux : I'utilisation de technologies
comme l'ozonation ou la filtration sur charbon activé déja utilisées dans le processus
de potabilisation de I'eau. Néanmoins la mise en application est colteuse et ne peut
étre réalisée sans que les résidus a éliminer des effluents ne soient déterminés avec
précision.

La meilleure gestion des eaux usées provenant des hépitaux. Ces établissements sont
déja soumis a une réglementation qui oblige I'hdpital a respecter une certaine qualité
d’eau rejetée, mais qui ne tient pas compte des résidus médicamenteux.

L'utilisation avertie des médicaments en agriculture afin de réduire l'utilisation au
strict nécessaire.

Une plus importante considération du module 1.6 lors de I'étude du dossier de
demande d'AM.M. dun médicament, intitulé «eévaluation du risque
environnemental ».

Et en dernier lieu, la sensibilisation et I'éducation du public sur la collecte des
médicaments non utilisés, périmés ou non, afin d’en sécuriser I'élimination. Comme le
fait actuellement I'ensemble de la profession pharmaceutique par le biais de
I'association Cyclamed et par la recommandation sur la notice « Les médicaments ne
doivent pas étre jetés au tout a I'égout ou avec les ordures ménageres. Demandez a
votre pharmacien ce qu’il faut faire des médicaments inutilisés. Ces mesures

permettront de protéger I'environnement ».
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10. Annexes

Annexe 1 : Concentrations d’ibuproféne dans différentes eaux

Type d’eau analysée Concentrations Pays Référence
moyennes
786 ng/L Canada Gagné et al., 2006b
3100 ng/L n.c. Ashton et al,. 2004
100 to 800 ng/L n.c. Ashton et al., 2004
Eaux usées 1300 ng/L n.c. Tixier et al., 2003
1500, 870, 850 n.c. Farré et al., 2001
ng/L
920 ng/l Brésil Stumpf et al., 1999
1000 ng/L USA Palmer et al., 2008
Moyenne dgns les eayx 1158 ng/L
usées
20 ng/L Allemagne Gagné et al., 2006a
40 ng/L Espagne Llorenz et al., 2009
2 ng/L Espagne Llorenz et al., 2009
1,2 ng/L Italie Loos et al., 2007
Eaux de surface 6 ng/L Danube Loos et al., 2010
6,21 ng/L Europe Kimmerer, 2001
2700 ng/I Espagne Kimmerer, 2001
6 ng/L Danube Loos et al., 2010
35 ng/L Danube Loos et al., 2010
Moyenne dans les eayx 313 ng/L
de surface
Eau potable Traces Allemagne Heberer 2002
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Annexe 2 : Concentrations de carbamazépine dans différentes eaux

Concentrationd

Type d’eau analysée Pays Référence
moyennes
85 ng/L Canada Gagné et al., 2006b
100 ng/L USA Palmer et al., 2008
635 ng/L Allemagne Heberer, 2002
2,4 -95ng/L France
235 ng/L France
208 ng/L France
416 ng/L France Leclercq et al., 2009
258 ng/L France
146 ng/L France
4 112 ng/L France
Eaux usees 33 ng/L Canada Gagné et al., 2006b
2300 ng/L Canada Metcal&t al., 2003
1200 ng/L France
980 ng/L France
1030 ng/L Gréce
300 ng/L Italie Ferrari et al., 2003
340 ng/L Italie
500 ng/L Italie
840 ng/L Suede
6300 ng/L n.c. Ternes, 1998
Moyenne d'ans les eayx 801,2 ng/L
usées
1 ng/L USA Lissemoret al., 2006
16,2+-3,0 ng/L
32780nr5/LL Espagne Llorenz et al., 2009
9 ng/L 6,4ng/L Italie Loos et al., 2007
Eaux de surface 37 ng/L Danube Loos et al., 2010
2,5 ng/L Europe Kimmerer, 2001
> 1075 ng/L Allemagne Heberey 2002
33 ng/L Danube
37 ng/L Danube
73 ng/L Danube Loos et al., 2010
Delta du Danube / Mer
25 ng/L Noire
Moyenne dans les eayx 131,84 ng/L
de surface
Eaux souterraines 0,17 ng/L USA Godfreyet al., 2007
Eau potable 30 ng/L n.c. Ternes, 2001
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Annexe 3 : Concentrations d’éthinyl-estradiol dans différentes eaux

Type d’eau Concentrationg A
R’ Pays Référence
analysée moyennes
Brésil, Allemagne, Canada,
traces Grande-Bretagne, ltalie, Payst *
Bas, USA
17 ng/L Allemagne Stumpf et al., 1999
Eaux usées 9 ng/L Canada Ternes et al., 1999
3 ng/L Italie Baronti et al., 2000
15 ng/L Allemagne Ternes et al., 1999
12 ng/L Allemagne Spenglet al.,2001
Moyenrlle eaux 11,2 ng/L
usées
4,3 ng/L Pays-Bas Ternes et al., 1999
Eaux de surface 0,04 ng/L Italie Baronti et al., 2000
1,3 ng/L Corée Kim et al., 2007
Moyenne eaux d¢g 1.88 ng/L
surface
Eau potable 2,4 ng/L Allemagne Adler et al., 2001

* Belfroid et al., 1999 ; Spengler et al., 2001 ; Ternes et al., 1998 ; Baretrdl., 2000 ; Kuch
et Ballschmiter, 2000 ; Johnson et al., 2000 ; Adler et al., 2001; Huang et Sedlak, 2001.
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Annexe 4 : Organismes testés

Organismes testés

Desmodesmus subspicatus

Lemna minor

Hydra attenuata

http://www.dan.shuttle.de

Thamnocephalus platyurus

Oryzas |atipes

Daphnia magna

1mm

http://www.mblaquaculture.com
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Elliptio complanata

Hépatocyte dOncorhyncus mykiss

http://www.scielo.br

Daphnia pulex

http://www.friendsofwarnhaminr.org.uk

Lumbriculus variegatus

http://Ibs144.tripod.com

Chironomus riparius

i

Pimephales promelas

Carassius auratus

http://nas.er.usgs.gov

Marisa cornuarietis

http://lwww.petfish.net
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RESUME

ol

La problématique environnementale concernant les médicaments est liee au fait

gu'’ils sont développés pour avoir des effets sur le vivant et qu'ils sont rejetés méme

faible quantité dans I'environnement. La principale voie d'acces des médicaments| a

I'environnement est le rejet dans les eaux usées. Et I'élimination de ces composés dé
des installations des stations d’épuration.

Les trois molécules ciblées dans ce travail sont I'ibuproféne, anti-inflammatoire

non stéroidien ; la carbamazépine, antiépileptique ; et I'éthinyl-estradiol, contracept
hormonal. Ces trois molécules sont persistantes dans l'environnement et ont
retrouvées a des concentrations de I'ordre du nanogramme par litre dans différent
eaux.

Plusieurs expériences ont été répertoriées afin d’étudier le possible impact sur

en

by

bend

faune et la flore aquatique. Il en ressort que I'exposition aigué a ces composés entraine
des modifications parfois létales chez les organismes aquatiques étudiés. Toutefois, pour

obtenir ces réponses, les concentrations nécessaires sont souvent supérieures a

celles

retrouvées dans les eaux. Il y a encore actuellement un manque de données concernant

la toxicité chronique des composés pharmaceutiques mais certaines études montrent
modifications dans la faune et la flore aquatique.

Ainsi, il est important de contribuer a la mise en ceuvre d’actions permettant d
réduire au maximum le rejet des médicaments dans I'environnement.
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