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e RESUME

Afin d'évaluer les risques pour les écosystémes ou pour la santé publique liés a la présence
de résidus pharmaceutiques (RP) dans les eaux naturelles, il est nécessaire de quantifier une
grande diversité de produits & des concentrations parfois trés faibles (ng.L™"). Les méthodes
analytiques pour la quantification de ces RP sont aujourd’hui trés développées et font I'objet
de nombreuses publications. Cependant, peu de travaux traitent de la préservation ou de la
stabilité des résidus durant la période de prélevement et de stockage des échantillons d’eaux
naturelles. Ce rapport est la premiére synthése sur la stabilité des RP dans les eaux
naturelles de surface ou souterraines. Les eaux de rejets de station d’épuration n’ont pas fait
'objet de cette étude. Les performances de plusieurs techniques de préservation (choix du
flaconnage, filtration, température de stockage, ajout d’agent stabilisant acide ou non acide)
ont été évaluées sur 58 molécules a usage humain ou vétérinaire. Le critéere de stabilité
retenu est un taux de recouvrement compris entre 80 et 120%. Toutes les molécules étudiées
sont stables au moins 7 jours dans les eaux de surface par l'utilisation d’au moins une
technique de préservation (température, agents stabilisant acide ou non acide). Lorsque la
température ne suffit pas a préserver les molécules (particulierement les hormones et la
fluoxétine, un antidépresseur), I'ajout d’agent chimiques permet d’améliorer la stabilisation.
Trés peu d'études ont été réalisées sur des eaux naturelles, la plupart ont, en effet, été
réalisées dans des matrices d’eau déionisée. Cette étude montre la nécessité d’élaborer un
protocole standard pour évaluer et comparer la stabilité des RP dans les matrices
environnementales durant le stockage mais aussi durant la phase de préparation ou d’analyse
(European criteria 2002/657/EC). Ce rapport propose un tableau de synthése recensant I'effet
de la température et des agents stabilisants sur la conservation des 58 molécules couvrant 8
classes thérapeutiques (hormones, antibiotiques, AINS, antidépresseur, agent de contraste,

béta-bloquant, régulateur lipidique, anticonvulsif.)

MOTS CLES (THEMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE) . PHARMACEUTIQUES, VETERINAIRE,
HUMAIN, RESIDUS MEDICAMENTEUX, STABILITE, PROTOCOLE, PRESERVATION,
CONDITIONNEMENT, FILTRATION, ECHANTILLON, EAU, SURFACE, ACIDIFICATION
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*  PHARMACEUTICAL PRODUCT STABILITY IN NATURAL WATER : IMPACT OF PRETREATMENT
AND STORAGE

* ABSTRACT
* In order to perform a human and ecological risk assessment of pharmaceutical products (PPs)

in natural waters, it is necessary to accurately quantify a broad variety of PPs at low
concentrations. Although this issue is well perceived and monitored as regards the numerous
currently implemented analytical methodologies, less is known about the preservation of PPs
in natural water samples within the period before analysis (holding time, storage conditions).
This report is the first literature review about the stability of PPs in natural waters (surface and
groundwaters) during sample storage and further researches is still needed to fill the
knowledge gap. The current work focuses on a comparison of the performances of the
available preservation techniques (filtration, container materials, storage temperature,
preservative agents, etc.) for PPs in samples. All 58 reviewed PPs in this article may be
successfully stabilized during 7 days in surface waters by at least one appropriate
methodology regarding temperature, acidic and non-acidic preservatives. When temperature
is not a sufficient preservation parameter for some PPs (especially hormones, and fluoxetine
(an antidepressant)), its combination with the addition of chemical agents into the samples
may prolong the integrity of the PPs during storage in surface water. With regards to the
methodology used in stability studies, there is a strong need to use standard protocols to
assess and compare the stability of PPs in environmental water matrices during storage as
well as during analytical preparation or analysis (European criteria 2002/657/EC). Since the
stability of PPs during sample storage is a critical parameter that could call into question the
quality of the data provided for the concentrations, the design of stability studies should
rigorously take into account all critical parameters that could impact the concentrations of the
PPs with time.

KEY WORDS (THEMATIC AND GEOGRAPHICAL AREA ) : pharmaceutical product, storage, natural
water, acidification
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SYNTHESE POUR L’ACTION OPERATIONNELLE

Plusieurs processus (adsorption, biodégradation, hydrolyse,...) peuvent modifier la concentration
des résidus pharmaceutiques (RP) dans les échantillons d’eaux naturelles. L'effet est d’autant
plus marqué que les concentrations sont généralement tres faibles, de I'ordre du nanogramme par
litre. Ce rapport bibliographique est un travail préalable a une étude sur le suivi de produits
pharmaceutiques vétérinaires dans les bassins versants agricoles. Afin de garantir des résultats
fiables sur les campagnes de mesures et de s'assurer du protocole de prélévement et de
stockage des échantillons d’eaux naturelles, 'TUMR SAS a donc produit une synthése réalisée a
partir de rapports et publications scientifiques internationales récents. Cette synthése se veut
opérationnelle et débouche sur un tableau synthétique présentant, pour I'ensemble des 58
molécules étudiées (tableau 1), les conditions de préservations des échantillons d’eaux naturelles
pour une stabilité de 7 jours (tableau 2). Dans le cadre de la directive européenne cadre sur I'eau,
trois substances pharmaceutiques (i.e. 17 alpha-ethinyloestradiol, 17 beta-oestradiol (E2), et
diclofénac), ont été ajoutées a la liste de 33 polluants régit par la réglementation européenne. La
principale difficulté a été de comparer des protocoles d’étude trés divers de la stabilité des PP
dans les eaux naturelles. En effet, les criteres étudiés (influence de la lumiére, flaconnage,
filtration) les instruments analytiques utilisés (chromatographie gazeuse MS/MS ou
chromatographie liquide MS/MS), la correction des concentrations avec ou sans utilisation de
standard isotopiques, etc...), les tests statistiques mis en ceuvre sont parfois trés différents d’'une
étude a l'autre.

L'objectif principal de cette synthése est d’identifier les techniques de préservation des PP dans
les eaux naturelles depuis le transport jusqu’a I'analyse de I'échantillon. Pour I'ensemble de cette
synthése, le critere de stabilité retenu est celui défini dans I'american standard guide ASTM
D4841 et correspond a une différence de concentration en PP inférieure a 20% dans les

échantillons avant et apres stockage.

In fine, ce rapport propose des recommandations opérationnelles pour la conservation des

produits pharmaceutiques dans les eaux naturelles.




Tableau 1 : Liste des 58 molécules pharmaceutiques étudiées et de leur
usage (Vétérinaire (V gris foncé), Humain (H, blanc), usage mixte gris clair).

17a-Trenbolone

17B-Trenbolone

19-norethindrone

I T|T|T|T

Classe thérapeutique Molecules Usage 4-Androstene-3,17-dione

Antibiotiques Azithromycine H 5a-androstan-17(3-ol-3-
Ciprofloxacine H one
Clarithromycine H 5a-androstane-3,17-dione | H
Erythromycine H, V Androsterone H
Erythromycine-H20 H, V Boldenone H
Florfenicol V (porc) Qestriol H,V
Ofloxacine H Oestrone H
Acide oxolinique V(porc; volaille) Medroxyprogesterone H,V
Roxithromycine H Melengestrol V
Sulfadiazine H, V Melengestrol acetate V
Sulfadimethoxine V Nandrolone V

Norgestrel/levonorgestrel H

Sulfamerazine H Progesterone H, V
Sulfamethazine H, V Testosterone H
Sulfamethizole H Zearalenol V
Sulfamethoxazole H, V Zearalanone H
Sulfapyridine H Zearalenone H
Sulfathiazole H Régulateur de lipides Gemfibrozil H
Trimethoprime H AINS Acetaminophen H

Anticonvulsifs Carbamazepine H Diclofenac H
Phenytoine H Ibuprofene H
Primidone H, V Ketoprofene H, V

Agents antimicrobien Triclosan H Naproxene H

Anxiolytiques- Diazepam H Psychostimulant Cafeine H

Antidepresseurs B-Bloguants Atenolol H
Fluoxetine H
Meprobamate H

Agent contrastant lopromide H

Hormones 17 a-Oestradiol H
17 a-Ethynyloestradiol H
17 B-Oestradiol H

Hormones 17,20- H

Dihydroxyprogesterone




Les principaux résultats issus de cette synthése sont :

L'ensemble des 58 résidus pharmaceutiques étudiés peut étre stabilisé pendant 7 jours dans
les eaux de surface par au moins une des techniques de préservation (température,
stabilisant acide ou non acide). 27 résidus sur 31 peuvent étre préservés dans les eaux
souterraines pendant 6 a 7 jours.

Les échantillons d’eaux naturelles doivent étre collectés dans des bouteilles ambrées et
transportés dans I'obscurité pour empécher la photodégradation. L'impact de la filtration n'a
été testé que sur des eaux usées, cependant il est conseillé de filtrer les échantillons dans les
24h pour éviter la biodégradation. Tous les types de filtre (matériau et porosité) semblent
convenir pour éliminer les matiéres en suspension sans risque d'éliminer les résidus

médicamenteux en solution.

Bien que I'effet du flaconnage sur la stabilité des résidus n’ait été testé que sur des matrices
d’eaux déionisées et jamais sur des eaux de surface, I'utilisation du verre non silanisé semble
étre le meilleur compromis valable pour toutes les familles thérapeutiques excepté les
antibiotiques qui sont mieux conservés dans le verr e silanisé ou les flacons en PEHD

(polyéthylene haute densité).

La température est le parameétre qui a été le plus étudié. La congélation, la réfrigération a 4C
ou le stockage a température ambiante (25C) permet tent de préserver la majorité des résidus
pendant au moins 7 jours. Cependant, il parait impossible de préconiser une seule
température pour la préservation de tous les PP. Le tableau 2 fournit les températures de
stockage idéales pour chacune des molécules. Le stockage des RP dans les solvants
organiques aprés une extraction réalisée dans les plus brefs délais aprés I'échantillonnage a
été proposé comme une solution alternative pour la préservation des résidus. Cependant, peu

de données sont aujourd’hui disponibles dans la littérature.

Lorsque la réfrigération ou la congélation ne permettent pas de stabiliser les résidus (particulierement

les hormones et le fluoxétine un antidépresseur), I'ajout de stabilisants peut améliorer la préservation

des molécules durant le stockage des eaux naturelles. L'azoture de sodium et le formaldéhyde

améliore la stabilité de quelques hormones sans modifier la conservation de la plupart des autres

produits.L’acidification des échantillons a pH 2 par de l'ac  ide chlorhydrique ou sulfurique

améliore encore la stabilisation des hormones en ag issant sur I'activité microbienne principale

responsable de la dégradation des résidus médicamen  teux. Par ailleurs, I'ajout de stabilisant

peut altérer la stabilité de certains produits ena  ctivant I'hydrolyse par exemple.

Ainsi, en cas d'analyse multirésidus, il parait complexe de trouver le meilleur compromis pour

préserver une grande variété de résidus médicamenteux.



Tableau 2 : Stabilité des résidus pharmaceutiquesaths les échantillons d’eaux naturelles destinés ‘analyse.

"v"": conditions pour lesquelles la molécule est stable pendant au moins 7 jours, "0": molécule instable sur la durée du test, " -": pas de données.
Sans additif Avec additif
Azoture de
sodium, Azoure de Formaldehyde, MeOH, H3SO,, HCI, pH2, H2SO4, pH<2,
Classe thérapeutique Molecules -20C 4C 25C 4C sodium, RT 4C 4C pH2,4C 4T 4C ou RT
Antibiotiques Azithromycine - - v - - - - - - -
Ciprofloxacine v v v - - - - - - -
Clarithromycine - - v - - - - - - -
Erythromycine - v v - - - - - - -
Erythromycine-H20 - - v - - - - - - v
Florfenicol v - - - - - - - - -
Ofloxacine v v - - - - - - -
Acide axolinique v v v - - - - - - -
Roxithromycine - - v - - - - - - -
Sulfadiazine v 0 - - - - - - - -
Sulfadimethoxine - - v - - - - - - -
Sulfamerazine - - v - - - - - - -
Sulfamethazine - - v - - - - - - -
Sulfamethizole - - v - - - - - - -
Sulfamethoxazole 0 v v v v - - - - 0
Sulfapyridine - - v - - - - - - -
Sulfathiazole - - v - - - - - - -
Trimethoprim v * v v v - v v - v
Anticonvulsifs Carbamazepine 0 v v v v - v - - v
Phenytoin v v v v v - - - - v
Primidone v v v v v - - - - v
Agents antimicrobien Triclosan - - - - - - - - - v
Anxiolytique-Antidepresseurs Diazepam v v v v v - - 0 - v
Fluoxetine 0 v (3jours) 0 0 0 - - v - v
Meprobamate 0 v v v v - - - - v
Agent de contraste lopromide v v v v v - - - - 0




Tableau 2 (suite): Stabilité des résidus pharmaceigues dans les échantillons d’eaux naturelles desés a I'analyse.
"v"": conditions pour lesquelles la molécule est stable pendant au moins 7 jours, "0": molécule instable sur la durée du test, " -":

pas de données

Classe
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Sans additif
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-20C

+4<C
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+
B
a3
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pH2,
+4C
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Hormones

Régulateurs
lipidiques
AINS

Psychostimulant
B-Bloquant

17 a-Oestradiol

17 a-Ethynyloestradiol
17 B-Oestradiol

17,20-
Dihydroxyprogesterone
17a-Trenbolone
17B-Trenbolone
19-norethindrone
4-Androstene-3,17-dione
5a-androstan-173-ol-3-one
5a-androstane-3,17-dione
Androsterone

Boldenone

Oestriol

Oestrone
Medroxyprogesterone
Melengestrol
Melengestrol acetate
Nandrolone
Norgestrel/levonorgestrel
Progesterone
Testosterone

Zearalenol

Zearalanone
Zearalenone

Gemfibrozil

Acetaminophene
Diclofenac
Ibuprofene
Ketoprofene
Naproxene
Cafeine

Atenolol
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1. Introduction

Depuis une décennie, les scientifiques et le grand public commencent a se préoccuper des
risques liés a la présence de produits pharmaceutiques (RP) humains ou vétérinaires dans les
eaux naturelles pour la santé humaine ou la santé des écosysteémes. Il existe beaucoup de voies
de contamination possible dans les milieux aquatiques [1-3], cependant la source principale de
contamination est liée aux rejets d'assainissement ou aux effluents animaux, par rejet direct vers
la riviere ou via I'épandage sur les sols. Le résidu pharmaceutique est un composé bioactif qui
peut étre retrouvé dans les milieux aquatiques sous sa forme de molécule mére mais également
sous forme de métabolites, ou de molécules ayant subi des transformations lors des procédés de
traitement des eaux usées ou des effluents d’élevage (par voie abiotique ou par biodégradation).
Une grande diversité de RP a été détectée, généralement a faible concentration (i.e ng/L), dans
les eaux de surface et les eaux souterraines dans le monde [4-12].Dans le cadre de la directive
européenne cadre sur I'eau, trois substances pharmaceutiques (i.e. 17 alpha-ethinyloestradiol, 17
beta-cestradiol (E2), and diclofénac), ont été ajoutées a la liste de 33 polluants régit par la
réglementation européenne [13]. Dans le but d'évaluer les risques de transfert de RP dans les
eaux et leur impact sur la santé des écosystémes, il est nécessaire de disposer de protocole
d’échantillonnage et de stockage des échantillons d’eaux naturelles garantissant la stabilité des
produits entre le prélevement et I'analyse.

Des efforts considérables sont réalisés en chimie analytique pour améliorer I'identification et la
guantification des RP dans les eaux naturelles a des niveaux parfois inférieurs au ng/L. De plus,
des efforts sont réalisés pour mettre en place des protocoles standard a I'échelle nationale pour
surveiller les teneurs en PP dans les eaux naturelles [14,15]. Alors que de trés nombreuses
études traitent des performances analytiques ou des données d'occurrence de ces produits dans
'environnement [16-20], il est étonnant de constater qu’un faible nombre d'études scientifiques
traitent de la stabilité et de la préservation des échantillons pour la quantification des PP.

Un des pré-requis pour la surveillance et I'estimation des risques est pourtant de pouvoir quantifier
les concentrations dans différentes matrices environnementales. L'évaluation des durées et des
conditions de stockage des échantillons d’eaux naturelles sur la stabilité des PP est donc
indispensable. Idéalement, le prélevement et I'analyse dans les 24h doivent garantir la stabilité
des PP. Néanmoins, il existe parfois des freins liés a la logistique de préléevement ou de traitement
des analyses qui obligent les laboratoires a conserver les échantillons pendant de plus longues
périodes.

Bien que de nouvelles méthodes telles que I'échantillonnage passif ou I'extraction in situ (micro
extraction sur phase solide, extraction sur phase solide par agitation d'un barreau adsorbant)
permettent d’extraire les PP des matrices et peut-étre de limiter les causes de dégradation liées a
la lumiére ou a l'activité biologique. La préservation des PP dans les solvants [21-24] peut

pourtant générer d’autres problémes de stabilité qui ne seront pas présentés dans cette synthese.



Cette synthése bibliographique a été élaborée a partir d'une étude bibliographique exhaustive
portant sur les articles publiés dans des revues et des rapports internationaux parus depuis 2000.
La principale difficulté a été de comparer des protocoles d’étude trés divers de la stabilité des RP
dans les eaux naturelles. En effet, les criteres étudiés (influence de la lumiéere, flaconnage,
filtration) les instruments analytiques utilisés (chromatographie gazeuse MS/MS ou
chromatographie liquide MS/MS), la correction des concentrations avec ou sans utilisation de
standard isotopiques, ainsi que les tests statistiques mis en ceuvre sont parfois tres différents
d’'une étude a l'autre.

Un critere de stabilité a été utilisé pour comparer les résultats de la littérature. Une différence de
concentration en RP inférieure a 20% dans les échantillons avant et aprés stockage a été choisie
comme critére de stabilité comme cela est défini dans I'’American Standard Guide ASTM D4841
[25].

Ainsi, I'objectif principal de cette synthése est d'identifier les techniques de préservation des RP
dans les eaux naturelles depuis le transport jusqu'a I'analyse de I'échantillon. Les processus
affectant la stabilité des RP dans les eaux naturelles ainsi que les parameétres influengant ces
processus seront présentés dans une premiére partie. Puis, chacun des paramétres influencant la
stabilité des RP dans des eaux naturelles sera étudié (impact de la lumiére, flaconnage, filtration,
température, ajouts de stabilisants) et les performances sur la stabilité seront synthétisées et
discutées pour chaque famille thérapeutique ou chaque molécule.

Dans la perspective de réaliser des analyses multirésidus, proposer des protocoles de traitement
des échantillons d’eaux naturelles garantissant la stabilité des PP est un vrai challenge. L'objectif
est de savoir s'il existe un protocole universel pour la préservation des PP dans les eaux
naturelles, ou s'il faut proposer des protocoles par famille thérapeutique ou parfois spécifiguement
pour certaines molécules. Ce rapport propose des recommandations opérationnelles pour la

conservation des produits pharmaceutiques dans les eaux naturelles.



2. Molécules étudiés

Ce rapport a été élaboré a partir d'une synthése bibliographique exhaustive portant sur les articles
publiés dans des revues et des rapports internationaux parus depuis 2000. Les études ont porté
sur 81 molécules dont 58 molécules (tableau 1) appartenant a 15 classes thérapeutiques (usage
humain et vétérinaire) ayant fait I'objet de test de stabilité dans les eaux de surface et les eaux
souterraines ont été retenues. Les molécules présentes dans des matrices environnementales de
station d’épuration ne sont pas traitées dans cette synthese. 70% de ces PP appartiennent a trois
familles i) les hormones stéroidiennes (36%, oestrogénes% : estrogenes, progestogenes et
androgenes), ii) les antibiotiques (24% : macrolides, pyrimidines, B-lactamines, quinolones,
sulfonamides, etc.) et iii) les antidépresseurs et les anxiolytiques (10%). Les 30% restants
couvrent 12 classes thérapeutiques tels que les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), les
anticonvulsifs, les régulateurs lipidiques et les B-bloquants.

Seulement 31% (18 PP) de ces molécules étudiées ont un usage vétérinaire. Parmi ces
molécules, 10 PP sont a la fois destinés a des usages humains et vétérinaires et 8 sont d'un
usage exclusivement vétérinaire (florfénicol, mélengestrol, mélengestrol acetate, nandrolone,

acide oxolinique, sulfadiméthoxine, zéaralanol) [26].

Ce projet s'intéresse a I'étude des résidus médicamenteux a usages vétérinaires dans les eaux
naturelles de surface. Etant donné le manque de données existantes ou disponibles concernant la
conservation des résidus médicamenteux tous usages confondus et a plus forte raison les résidus
vétérinaires, il sera question dans ce rapport de I'état des connaissances actuelles en matieres de
conservation dans les échantillons d'eaux naturelles des résidus médicamenteux couvrant les
usages humains et les usages vétérinaires. D'autant plus que I'élargissement de I'état des
connaissances a l'ensemble des résidus tous usages confondus pourra étre utilisé par un plus
large public que celui visé initialement. Car, dans I'ensemble les recherches actuelles sont
menées par le moyen de méthodologies analytiques dites "multirésidus" qui couvrent
généralement l'analyse de plusieurs familles de molécules médicamenteuses a la fois ( i.e. aussi

bien des résidus médicamenteux a usages humains que vétérinaires.)



Tableau 1 : Liste des 58 molécules étudiés dans les eaux de surface étudiées a usage vétérinaire (en gris foncé),humain (blanc) ou mixte humain/vétérinaire (gris clair).

Classe thérapeutique

Molecules

Usage

Antibiotiques

Azithromycine

Hormones

17,20-
Dihydroxyprogesterone

I

Ciprofloxacine

17a-Trenbolone

Clarithromycine

17B-Trenbolone

Erythromycine

19-norethindrone

Erythromycine-H20

V
V

4-Androstene-3,17-dione

Florfenicol

(porc)

Ofloxacine

Ti<|T|(z|T|T|T

5a-androstan-17(3-ol-3-
one

I T|T|T|T

Acide oxolinique

V(porc; volaille)

5a-androstane-3,17-dione

Roxithromycine

H

Androsterone

Sulfadiazine

H, V

Boldenone

Sulfadimethoxine

Y

Oestriol

<

Oestrone

Sulfamerazine

Medroxyprogesterone

<

Sulfamethazine

<

Melengestrol

Sulfamethizole

Melengestrol acetate

Sulfamethoxazole

<

Nandrolone

Sulfapyridine

Norgestrel/levonorgestrel

Sulfathiazole

Progesterone

<

Trimethoprime

Testosterone

Anticonvulsifs

Carbamazepine

Zearalenol

Phenytoine

Zearalanone

Primidone

<

Zearalenone

Agents antimicrobien

Triclosan

Régulateur de lipides

Gemfibrozil

Anxiolytiques-
Antidepresseurs

Diazepam

I IT|I|T|IT|IT|T|IT|T|T|T|T

AINS

Acetaminophen

Fluoxetine

Diclofenac

Meprobamate

Ibuprofene

Agent contrastant

lopromide

Ketoprofene

Hormones

17 a-Oestradiol

Naproxene

17 a-Ethynyloestradiol

Psychostimulant

Cafeine

17 B-Oestradiol

I IT|T|T|T|T

B-Bloquants

Atenolol

I II|IT|IT|I|T|T I IIZIZI<KIK|II|IZ|T|T|T|T




3 Processus affectant la stabilité des produits pha

eaux naturelles du prélévement a I'analyse

Selon I'activité thérapeutique recherchée, les RP possédent des structures chimiques et donc des
propriétés physico chimiques différentes (constante de dissociation acido-basique, solubilité,
polarité, ...). Ces propriétés peuvent contrdler un certain nombre de processus a l'origine de la

diminution de la concentration en RP dans des matrices aqueuses au cours du stockage des

échantillons.

Bien que les RP soient décrits comme des polluants persistants dans les milieux aquatiques, des
études ont montré des phénomeénes d’'atténuation [2,27-29]. Pour développer un protocole de test
de stabilité, il est important d’identifier tous les processus (Figure 1) qui peuvent diminuer la

concentration en PP dans les eaux naturelles. L'évaporation des RP est peu probable car les RP

sont majoritairement des molécules polaires.
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Figure 1 : processus affectant la stabilité des résidus pharmaceutiques dans les eaux naturelles




3.1L’adsorption

Les résidus pharmaceutiques peuvent étre adsorbés sur la matiére organique dans les eaux
naturelles mais peuvent également s’adsorber sur les surfaces des flacons d'échantillonnage et
entrainer ainsi un biais dans la quantification.

Dans les deux cas, I'adsorption dépend des propriétés de surface du matériau de la bouteille ou
de la nature de la matiére organique et de I'hydrophobicité des RP, mais également des
caractéristiques physico-chimiques des molécules (structure, pKa, solubilité, ...), de leurs
concentrations, de la composition de la matrice (salinité, pH, etc.), de la température, du rapport
entre le volume et la surface de contact et du temps de contact. Les RP fortement hydrophobes
(log Kow>4, e.g hormones stéroidiennes) sont particulierement sensibles a I'adsorption sur la
matiére organique ou les surfaces des flacons. La grande majorité des RP sont des molécules
hydrophiles possédant un faible coefficient de distribution n-octanol/eau (log Kow < 4) [1].
Cependant les facteurs cités ci-dessus peuvent contréler I'adsorption des RP, comme la
spéciation qui dépend du pH des eaux et qui en modifiant la charge de la molécule peut entrainer
des interactions entre la molécule et la matiére organique [1,32-34], ou avec les terminaisons
faiblement acides des groupements silicates et silanols sur les surfaces des flacons en verre non
traités [35].

La désorption des RP naturellement adsorbés sur la matiére organique suite a une maodification
du pH, par exemple lors d'ajout d’agent acidifiant, peut provoquer une surestimation de la
concentration des RP dans la phase dissoute des échantillons d’eaux.

Une attention particuliére doit donc étre portée a la phase de stockage pour éviter la sorption des
PP sur les surfaces des flacons ainsi que les processus de sorption/désorption sur la matiére

organique présente dans les eaux naturelles.

3.2Dégradation (photo, bio-dégradation et hydrolys  e)

La biodégradation des RP par des processus catabolique stéréo-sélectifs dépend de la
composition et de la température de la matrice aqueuse, de la nature et de la teneur en
microorganismes (bactéries, champignons, virus, algues, etc.). Il existe aujourd’hui trés peu
d’information sur les biotransformations et les sous produits formés alors que ces informations
seraient trés utiles pour la préservation des échantillons d’eaux naturelles. [1,36,37].

L'activité microbienne dans des échantillons d’eaux est la principale raison de la dégradation
d’hormones durant le stockage [38-40]. Alors que I'élimination des RP par les microorganismes
dans les stations de traitement de I'eau est une technique en plein essor pour réduire les risques
de contamination environnementale par les RP [41], I'impact de la biodégradation sur la teneur en
RP dans les eaux constitue encore aujourd’hui un obstacle a une quantification fiable des
concentrations.

L'irradiation solaire des RP dans les échantillons d’eaux durant le transport et le stockage peut

également entrainer des transformations abiotiques et diminuer la concentration. La



photodégradation dépend de I'intensité de la lumiére, de la durée et de la fréquence d’exposition,
de la composition de la matrice, notamment de la concentration et de la nature des matiéres
organiques [1,2]. Les RP peuvent étre transformés par I'absorption directe de la lumiére ambiante
mais une photodégradation indirecte induite par la présence de macromolécules organiques ou de
nitrates peut également se produire. La lumiére excite les molécules photosensibles créant des
radicaux qui peuvent interagir avec les RP [1,42-44].

L’hydrolyse, autre possibilité de dégradation, dépend de la structure moléculaire des RP qui est
déterminante sur la stabilité et la réactivité des RP dans I'eau face aux clivages possible en sous-
produits. Jiang et al. montre par exemple que la liaison amide constitutive du noyau (3-lactame
des céphalosporines est particulierement instable par rapport au processus d’hydrolyse qui

dépend du pH de la matrice aqueuse [45].

3.3Autres transformations chimiques et abiotiques

De part leur caractére amphotere, plusieurs RP (quinolones, AINS) peuvent former des
complexes organo-minéraux avec différents cations tels que Cd**, Cu®, zn**, Fe**, Ca®" Mg*,
A®* dans les matrices aqgueuses [46-48]. La formation de ces complexes peut favoriser
'adsorption des RP sur les surfaces des flacons en verre. D’autres types d’interactions (liaison
électrostatique, liaison hydrogéne, etc.) entre RP ou avec d’autres micropolluants ou agents
ajoutés pour la procédure analytique peuvent altérer le recouvrement des RP. Par exemple, les
agents surfactants présents dans les détergents et contaminant les eaux naturelles peuvent
modifier les équilibres d’adsorption/désorption sur la matiére organique [32]. Des pertes de RP
peuvent également étre dues a des réactions d'oxydation/réduction. Tres peu d'études
s'intéressent au processus stéréospécifiques tels que la racémisation, l'interconversion de RP
chirales ou la déconjugaison. Or ces réactions peuvent également altérer la quantification des RP

dans les eaux naturelles [36,39,49,50].

3.4 Contamination croisée

Un nettoyage insuffisant des flacons avant échantillonnage peut étre une source de surestimation
des concentrations en RP due a des contaminations croisées d’une campagne d’échantillonnage
a une autre. L'analyse de « blanc », flacons remplis d”eau ultrapure, permettrait de montrer

'absence de contamination durant I'échantillonnage et le transport au laboratoire [51].



4. Conditions lors du transport et du stockage

4.1 Transport de I'échantillon

Selon les indications de la norme ISO 5667-3 sur la manipulation des échantillons d’'eau, les
échantillons doivent étre placés dans des flacons étanches a I'eau et a I'air pour éviter toute
altération, fuite ou contamination externe [15]. Immédiatement apres la collecte, les échantillons
sont transportés dans les plus brefs délais dans des glaciéres en évitant toute source de lumiere

afin de minimiser la dégradation et I'adsorption jusqu’a I'arrivée au laboratoire.

4.2 Conditions de stockage

4.2.1 Influence de I'exposition a la lumiére

Plusieurs RP sont photosensibles dans les eaux naturelles comme le diazépam, les antibiotiques de la
famille des sulfonamides, tétracyclines, nitrofuranes et fluoroquinolones, la fluoxétine, le diclofénac, le
triclosan, l'albuterol, le fénofibrate, I'iodoarene, ,la tylosine, le 17-B estradiol, etc. [52-56]. Cependant,
certains RP comme I'acide oxolonique ne sont pas sensibles a la lumiére du soleil dans les eaux de
surfaces [57]. Des informations sur la photostabilité des RP sont disponibles dans la littérature
médicale et pharmacologique. Cependant ces informations peuvent difficlement étre extrapolées a
des matrices complexes telles que les eaux de surface [58].

L'évaluation de I'impact de I'exposition a la lumiere sur la stabilité des RP n’'a pas été réalisée dans
des matrices d'eaux naturelles [39,49]. Vanderford et al. [39] comparent les résultats obtenus sur six
réplicats d’eau déionisée dopés avec 19 RP et placés dans des flacons en verre non silanisés clairs
ou ambrés. Aprés 14 jours de stockage a 4T, les variations de concentrations mesurées dans les
deux flacons sont inférieures a 20%, ce qui reflete une stabilité significative de ces RP dans ces
conditions. A l'inverse, les concentrations de 8 estrogénes et 2 progestérones dans des flacons
exposés a la lumiére et a la température ambiante varient de 20 a 100% (avec une médiane autour de
34%) aprés une semaine de stockage [49]. L'impact de la température sur la dégradation n’a pas été
évalué dans cette étude alors que les échantillons contréles étaient stockés a 4C et les échantillons
exposés a la lumiére étaient stockés a température ambiante. Ces deux dernieres études démontrent
limportance d'évaluer l'influence de la lumiére sur la stabilité des RP dans les échantillons d'eaux
naturelles en paralléle du développement analytique. L’approche multirésidus étant souvent privilégiée
dans les études environnementales, des matériaux opaques devraient systématiquement étre utilisés
dans toutes les étapes de I'échantillonnage a I'analyse comme c’est d'ailleurs le cas pour la plupart

des polluants organiques.



4.1.2 Influence du type de flaconnage

Le matériau du flacon influence I'adsorption des RP sur la surface du flacon et peut conduire a un
biais dans la quantification. Les bouteilles sont couramment utilisées pour I'échantillonnage des eaux
naturelles. Elles doivent étre propres et inertes pour empécher la perte de RP et la modification de la
composition des échantillons. Une gamme variée de matériau est décrite dans la littérature: flacons en
verre (ambré) silanisé ou non silanisés, flacon en polyéthylene haute densité (PEHD), ou en
polyéthyléene basse densité, flacons en polypropyléne, et d'autres flacons dont le type n'est pas
précisé dans les études recensées [38,59,60]. L'agent silanisant crée un film non polaire sur le verre
en recouvrant les groupements silanols libres et empéche ainsi des interactions avec certains résidus.
Seulement trois études décrivent I'impact des matériaux sur le taux de recouvrement des RP en
fonction du temps (7, 14 et 28 jours) [39,49,61]. Il apparait i) qu'aucune étude de I'impact du matériau
sur la stabilité des RP n’ait été réalisée dans des matrices d'eaux de surface, ii) que le matériau
affecte le recouvrement des RP dans des matrices eaux déionisées [39,49,61]. Il n'existe pas de
matériau unique permettant de limiter les pertes de RP par adsorption a des niveaux non significatifs.
Le choix du matériau de la bouteille dépend clairement des molécules ciblées.

L'Agence de Protection Environnementale des Etats-Unis d’Amérique a revu les conditions de
stockage pour préserver les RP dans les eaux naturelles dans les méthodes 1698 et 1694 [14,62] en
s'appuyant sur une étude de 87 RP appartenant a 19 classes thérapeutiques pour différents
matériaux de bouteilles dans de I'eau déionisée. Malgré les différences observées entre RP, les
bouteilles en verre simple, c’est-a-dire non silanisé, (stockées a 4C) permettent d'offrir le meilleur
compromis de recouvrement pour la plupart des RP (entre 7 et 28 jours) [61].

Néanmoins, le choix du matériau spécifique dépend de la famille chimique des RP [39,49,61]. Pour les
antibiotiques, le verre non silanisé ou le PEHD, permettent de conserver les tétracyclines sans
changement significatif de concentration (recouvrement de 93 a 86% aprés 7 jours) [61]. Des taux
satisfaisants de recouvrement (71% et 100%) aprés 7 jours sont obtenus pour des -lactamines cibles
et des sulfonamides/quinolones dans des bouteilles en verre silanisé [61]. Des résultats comparables
sont obtenus pour les sulfonamides avec des bouteilles en PEHD. Les macrolides sont les plus
affectés par I'adsorption sur les surfaces des bouteilles quelque soit le matériau. Seulement 50 a 57%
des analytes de la famille des macrolides sont conservés aprés 7 jours dans du verre silanisé et des
bouteilles en PEHD [61].

Les matériaux plastigues comme le PEHD peuvent contenir des additifs qui peuvent étre libérés dans
la solution et causer des interférences pendant I'analyse. Cela fut observé par Vanderford et al. 2011
avec le sulfaméthoxazole marqué utilisé pour corriger I'effet de la matrice [39]. De plus, ces matériaux
polymeéres favorisent la formation de biofilms en surface de la bouteille susceptibles de dégrader les
RP [63]. 94% des hormones et des stéroides sont préservés dans des bouteilles en verre silanisé
alors que 100% de ces analytes sont conservés sans changement significatif dans du verre non
silanisé et du PEHD [61].



Par contre, une autre étude a montré que 10 estrogénes en solution aqueuse (la nature de la matrice
n'est pas précisée) sont mieux préservés par ordre dans le verre silanisé, le PEHD et enfin le verre
non silanisé [49].

Le processus de silanisation peut représenter un avantage sur le long terme. En effet, Suri et al. a
comparé le recouvrement de 10 hormones estrogénes dans des flacons en verre dont la surface a été
préalablement activée au papier de verre pour simuler le vieillissement naturel et dans des bouteilles
en verre silanisé [49]. Un gain de 13% et des pertes de 33% ont été mesurés selon les flacons avec
des pertes de plus de 20% pour I'estrone, I'équiline et le gestodeéne aprés 7 jours. L'agent silanisant
crée un film non polaire sur le verre en recouvrant les groupements silanols libres et empéche ainsi
des interactions avec certains estrogénes. L’étude publiée par 'TEPA montre que 26 RP appartenant a
14 classes thérapeutiques, hormis les antibiotiques et les hormones, sont préservés dans des
bouteilles en verre aprés 7 jours de stockage [61]. Ces résultats sont en accord avec une autre étude
qui montre que les meilleurs recouvrements sont obtenus dans des bouteilles en verre non silanisé

pour les 19 RP appartenant a 8 familles thérapeutiques apres 14 jours de stockage [39].

Ainsi, ces trois études ont mis en évidence que le type de matériau de la bouteille ou du flacon peut
affecter le recouvrement des RP. Le meilleur choix du matériau dépend clairement des molécules
visées. Cependant, il ressort que pour la plupart des RP (toutes familles confondues), le verre non
silanisé semble offrir les meilleures performances et étre le meilleur compromis pour préserver les RP
dans les eaux naturelles, a I'exception des antibiotiques (macrolides et quinolones) qui seront mieux

préservés dans le verre silanisé ou les bouteilles en PEHD.

Pour chaque liste spécifique de RP, il est nécessaire de réaliser des tests durant la procédure
analytique pour s'assurer de 'innocuité du matériau choisi pour le stockage sur la concentration en RP
dans les eaux naturelles. De plus, la présence de matiére organique dans les matrices d'eaux
naturelles peut diminuer I'adsorption des RP sur les surfaces des flacons par rapport a des matrices
d’eaux déionisées grace a la compétition entre la matiere organique et la surface [61]. Des études
complémentaires réalisées dans des matrices d’eaux naturelles seraient nécessaires pour confirmer

'impact du matériau de la bouteille sur la préservation des RP.

4.1.3 Influence de la température lors du stockage

La maitrise de la température est une technique physique de conservation efficace pour stabiliser
certain RP dans les eaux naturelles. La durée et la température sont les deux parametres a évaluer
pour une bonne quantification des différents RP. La température de stockage peut affecter les
processus de dégradation des RP (biodégradation et transformations chimiques) en influencant la
croissance bactérienne et la cinétique des réactions chimiques (hydrolyse, photodégradation, etc.).
Les équilibres adsorption/désorption des RP avec la matiére organique ou la surface du matériau

peuvent également étre modifiés et devenir irréversibles dans le temps.



Tableau 2 synthése des protocoles pour tester I'influence de la température sur la stabilité des résidus pharmaceutiques

Analytes Nombre de Matériau du Concentration Prétraitement Condition Durée Températur Remarque Ref.
réplicats(n) flacon dopage(ng/L) avant stockage stockage du test e testée
Ketoprofene, Acide Salicylique, Diclofenac, n.m. Verre ambré 1000 Aucun n.m. 8 jours +4C, RT - [67]
Gemfibrozil
Acide Oxolinique , Trimethoprim Florfenicol, 6 Polyethylene 10 et 100 aucun n.m. 56 jours -20C, +5- Données [86]
Sulfadiazine 7C pas montrées
Ibuprofene, Naproxene, 3 Polyethylene  Entre 83 et 1124 Filtration 2,7 um n.m. 7 jours, +4C, RT e godet [87]
Ketoprofene, Diclofenac et 0,45 pm filtre 10 jours polyéthylene puis
fibre de verre dans verre pyrex
borosilicate
«Données pas
montrées
Erythromycine, Trimethoprime, Ciprofloxacine, 3 Verre ambré  Entre 100 et 200 Aucun Obscurité 2,7,10 +4C, RT Chaque réplicat [88]
Ofloxacine, Sulfamethoxazole jours analysé en duplicat
Ciprofloxacine, acide oxolonique 3 Polyéthylene 1000 Aucun Obscurité 124 jours  -18<T, +4C, - [57]
basse RT
densité
Trimethoprime, Sulfamethoxazole, Ibuprofene, 6 Verre ambré n.m. Aucun 72h,28- -20T, +4C, - [39]
Naproxeen, Diclofenac, Carbamazépine, Phenytoine, 35 jours RT
Primidone, Fluoxetine, Diazepam, Meprobamate,
Gemfibrozil, lopromide, 17 beta-Oestradiol,
Progesterone, Testosterone, Oestrone, 17 a-
Ethynyloestradiol, Atenolol
Azithromycine Clarithromycine, n.m. Verre ambré n.m. Filtration (filtre Obscurité 7 jours RT Echantillonné [68]
Erythromycine-H20, Roxithromycine, Trimethoprime, fibre de verre, 90 avec sceau en
Sulfadimethoxine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, mm diametre acier inoxydable
Sulfamethizole, Sulfamethoxazole, Sulfapyridine, (GF/F, Whatman) puis transferé
Sulfathiazole dans bouteille
verre ambré
« Données pas
montrées
17B-oestradiol, Oestrone, Oestriol, Zearalanol, 3 Verre ambré 1000 Aucun Obscurité 14 jours +4C « Echantillons [64]

Zearalenone, Zearalanone , Testosterone, 5a-
androstan-173-ol-3-one, Androsterone, 5a-
androstane-3,17-dione, 4-androstene-3,17-dione,
Boldenone, Nandrolone, 173-trenbolone, 17a-
trenbolone, Progesterone, 17,20
dihydroxyprogesterone, Melengestrol, acetate de
Melengestrol

silanisé

d’eau de surface
stockés 4 mois
avant dopage
pour étude de
stabilité




La chaine du froid doit étre maintenue sans interruption (pas de décongélation/congélation). La
décongélation des échantillons peut, en effet, entrainer une floculation de colloides organo-minéraux
et une "insolubilisation" des RP adsorbés sur ces colloides qui seront ensuite retenus sur les filtres.
Ce processus est une des raisons possible de perte de RP [39].

Huit articles traitent de la conservation des RP dans les eaux naturelles sans ajouts de stabilisant.
L'influence de la température a été étudiée sur 51 RP et métabolites appartenant a 7 classes
thérapeutiques pour des échantillons stockés a différentes températures (-20C/-18C, +4<T, et
20C/25<C (i.e. température ambiante (RT)) sur des périodes de 3 a 124 jours. Les produits étudiés et

les conditions testées sont synthétisés dans le tableau 2.

Cette comparaison fait ressortir plusieurs points (Figure 2):
e 70% des RP (36 résidus) sont stables dans les eaux de surface pendant au moins 7
jours pour au moins une température de conservation;
e Sur ces 36 RP, 12 résidus (diazépam, phénytoine, primidone, triméthoprime,
ciprofloxacine, acide oxolonique, iopromide, 17 a-Ethinylestradiol, gemfibrozil,
diclofénac, ibuproféne, et naproxene) sont stables pendant au moins 7 jours stockés a
-20%C, 4T ou a température ambiante ;

e 27 RP sont stables a température ambiante sur des durées de 7 a 90 jours.

Ces résultats montrent que I'échantillonnage et le stockage d’échantillons dans des conditions non
réfrigérées (température ambiante, i.e. 20-25C) du rant des campagnes de terrain peuvent se faire

sans perturber la concentration de certains RP.

La progesterone et testosterone ne peuvent étre conservées a 4T plus de trois jours [39]. Une autre
étude [64] a montré que les hormones dans des échantillons d’eaux de surface non préservés (sans
ajout d’agent), protégés de la lumiere et conservés a 25T étaient particulierement instables a cause

de processus de biodégradation.

Sur 5 produits testés (17 B-Oestradiol, Progestérone, Testostérone, Oestrone, 17 a-éthynyloestradiol)
seule 'hnormone de synthése 17 a-ethinylestradiol a résisté a la dégradation pendant 35 jours de
stockage a température ambiante [39] (confirmé par Baronti et al. [40], données non montrées). La
présence d’'un groupement 17-ethynyl substitué dans le 17 a-ethinylestradiol (a I'inverse des autres
estrogenes) pourrait étre a I'origine de cette stabilité. Plusieurs stéroides peuvent subir des réactions
d'interconversion entre résidus comme le suggére Vanderford et al. 2011 pour la conversion de

I'estradiol en estrone ce qui altére la quantification [39,64].



La congélation semble étre plus adaptée pour la préservation des hormones. Seule la progestérone
subit une perte sévere de concentration aprés 35 jours de stockage a -20C comme a 4T ou a

température ambiante.

La réfrigération a 4C ne permet pas la conservation de 15 hormones (androgénes, estrogenes,
progestogenes) sur deux semaines mais permet la conservation du mélengestrol et de l'acétate de
mélengestrol Havens et al. 2010 [64]. La double liaison en position 6,7 et le groupement fonctionnel
16-méthylene du mélengestrol expliquerait la stabilité particuliére de ces produits car ces substituants

ne sont pas présents dans les structures des autres progestrogéenes.

Les résultats sur le 17 B-estradiol et I'estrone (estrogenes) sont controversés. Ces produits sont
stables pendant 28-35 jours dans I'étude publiée par Vanderford et al. 2011 [39] alors qu’ils sont
significativement dégradés au bout de 14 jours dans Haven et al. 2010 [39,64]. Cette différence
suggeére que la composition de la matrice eau de surface (microflore, pH, matiére organique, présence
de composés minéraux, etc.) ainsi que I'ajout d’agent (azoture de sodium, acide sulfurique) pourraient
influencer la cinétique de dégradation en plus des différences trouvées entre les protocoles de
stabilité (tableau 2) [64].

Seules deux études sur des matrices d'eau souterraine (dont les eaux minérales) s'intéressent a la
stabilité de 31 RP a 4 pendant 7 jours (19,20). T ous les RP peuvent étre stockés a +4C pendant 6
a 7 jours, excepté le furosémide (diurétique), et le clotrimazole (antifongique) qui ne sont stables que
durant 4 jours, et le fénofibrate (régulateur lipidique), et le bromazepam (anxiolytique) stables pendant
seulement deux jours dans les eaux souterraines [65,66]. On peut noter que le kétoprofene (AINS) et
le gemfibrozil (régulateur lipidique) sont stables pendant 6 jours dans des eaux souterraines alors
gu'ils sont stables pendant 28-35 jours dans les eaux de surface [39]. La minéralité des eaux
souterraines étant plus forte que celle des eaux de surface, [39,65] les molécules possédant des
groupes carbonyl ou carboxyl (e.g. kétoprofene, gemfibrozil, ou les antibiotiques de la famille des
quinolones, tétracyclines, etc.) pourraient avoir plus de facilité a former des complexes avec les
cations (Ca2+, A, zn*, etc.), qui pourraient s'adsorber sur la surface en verre des flacons. Ce
résultat renforce I'idée qu'au lieu d’extrapoler des données de stabilité d’eau déionisée a des matrices
d’eaux de surface [67] comme cela est couramment réalisé, il vaudrait mieux entreprendre des études
de stabilité sur des matrices d’eaux naturelles, dans l'idéal, de composition proche de celles des

stations d’échantillonnage sélectionnées.
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Figure 2 : Durée de stabilité des RP dans les eaux de surface en fonction de la température de stockage
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La réfrigération ou la congélation des extraits dans des solvants organiques ou des cartouches
d’extraction en phase solide réalisés rapidement aprés I'échantillonnage est une autre technique de
conservation. Cette technique permet d’économiser de la place, et des manipulations pendant les
campagnes d’analyses lorsque la stabilité des RP dans les extraits a pu étre vérifiée durant le
développement analytique.

Quatre études seulement s'intéressent a la stabilité de certains RP (sulfonamides, AINS, hormones)
dans les solvants, ou sur les phases solides des cartouches d’extraction obtenus aprés extraction
d’eaux naturelles [57,68-70]. La durée de stabilité des RP varie de 7 a 90 jours mais cette technique
de conservation ne sera pas détaillée dans cette synthése. Il apparait trés important d'étudier cette
technique car beaucoup d’expériences ont une étape de stockage par congélation des extraits dans
les solvants (y compris des études de I'impact du flaconnage sur la stabilité des RP dans les eaux
naturelles recensées dans ce rapport) sans avoir étudié la stabilité des RP durant cette étape
[5,39,71,72].

5. Techniques de prétraitement

5.1 Filtration

Les RP sont principalement présents dans la phase dissoute des eaux naturelles. Cependant, selon
leurs propriétés physico-chimiques (pKa, log Kow) et la composition de la matrice (pH, salinité,
température, force ionique, présence de matiére organique) les RP peuvent également étre adsorbés
sur les matiéres en suspensions ou les phases colloidales [1,58,65].

Ferreira de Silva et al. 2011 montre qu’environ 70 % des 30 résidus pharmaceutiques étudiés sont
principalement sous forme dissoute avec 5% présent sur la phase patrticulaire [73,74]. Par contre, 10
RP sur ces 30 sont parfois présent a plus de 50% sur la phase particulaire de I'eau de riviére [74]. La
filtration doit donc étre recommandée lorsqu’on s’intéresse a la détermination des RP dans la phase
dissoute. Outre la réduction des interférences dues aux effets de matrice durant I'analyse en LC-MS,

I'élimination de la matiére organique par filtration apparait nécessaire pour [70]:

e @viter les biais possible dus aux processus d’adsorption/désorption des RP;

e réduire les risques de biodégradation.

Dans le cadre d’'une étude interlaboratoire sur 4 AINS dans des eaux naturelles, Heath et al. 2010 ont
testé limpact de la filtration sur la teneur en RP en comparant les résultats de solutions non
filtrées/filtrées a diverses porosité (mais taille de pore non précisée) [70]. La filtration n’a pas d’'impact
sur les quatre produits. Ces résultats sont en accord avec une autre étude sur la répartition des RP
entre la fraction particulaire et la fraction dissoute. Les RP ont été quantifiés sur des solutions

filtrées/non filtrées (fibre de verre, 0,7 um) dopées a 100 ng/L par 26 produits de 8 familles
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thérapeutiques différentes (log Kow de -2,3 a 6,3, RP acides, basiques, neutres et amphotéres) et
comportant des teneurs en matiére en suspension de 5 a 85 mg/L [65]. Les 26 RP sont retrouvés
dans la fraction dissoute, méme le plus hydrophobe des produits (e.g. clotrimazole, pKa 6,3).
Quelques études montrent que le type de filtre n'a pas d'effet sur la quantification des RP dans les
eaux naturelles [35,65,70]. Les filtres en fibre de verre sont principalement utilisés pour la filtration
mais d’autres types de filtres comme les membranes en acétate de cellulose [17], les membranes
nylon [76,77], et des filtres de nature non spécifiée sont également utilisés [78]. La porosité ne semble
pas avoir d’effet sur la quantification des RP dans les eaux usées au regard des bons taux de
recouvrement obtenus apreés filtration sur fibre de verre pour trois seuils (0,7um, 1,2um and 2,7um) in
Baker et al. 2011 [35]. L'influence de seuil de porosité plus faible (< 0,7um) pour les échantillons
d'eaux naturelles n’est pas étudiée alors que le seuil de 0.45 um est utilisé pour la distinction entre la
phase particulaire et la phase dissoute.

La filtration, si elle ne semble pas perturber la quantification des RP dans les eaux naturelles pour des
seuils de porosité des filtres supérieurs a 0,7 um (dans les eaux usées) semble cependant importante
pour limiter la biodégradation et I'adsorption sur la matiére organique. La filtration sur le site
d’échantillonnage étant difficile a réaliser pour des volumes proches de un litre, la filtration au
laboratoire est conseillée. [5,77]. Sur 35 RP dans des eaux usées, 11 RP sont mieux préservés sur
solution filtrée et stockée a 19C, et 5 RP sur 35 sont mieux préservés lorsque les solutions sont a
5C [35]

5.2 Les stabilisants non acides

L'ajout d’additifs ou d’agents chimiques pour améliorer la stabilité des RP a toutes les températures
est une technique courante, et représente une alternative ou un complément a la réfrigération ou la
congélation. Selon sa nature, sa concentration et la nature de la microflore, les additifs peuvent
inhiber la croissance bactérienne dans les eaux naturelles et prévenir ainsi la biodégradation des RP
[39,64]. Certains laboratoires utilisent couramment ces agents soit dans des flacons contenant déja

I'additif, soit par ajout rapidement aprés I'échantillonnage afin d’améliorer la durée de stabilité des RP.

L'azoture de sodium, le formaldéhyde et le méthanol sont les agents chimiques cités pour la
préservation des RP dans les eaux naturelles [40,79-81]. L'azoture de sodium interagit interagit avec
les ions métalliques des enzymes des bactéries et inhibe I'activité bactérienne. La solution aqueuse
de formaldéhyde (formaline), aux propriétés biocides (bactéricide, fongicide, antivirus et antispore)
inactive les microorganismes en alkylant les groupements amino- et sulfhydryl- des protéines et des
acides ribo- et deoxyribonucleique [82]. Le méthanol est un alcool qui posséde une action bactéricide
dans les eaux naturelles bien qu'il soit rapidement décomposé du fait de sa durée de demi-vie de
quelques jours dans les eaux de surface [63]. L'ajout de faibles quantités de méthanol est également
réalisé pour empécher l'adsorption des RP sur le verre méme si aucune donnée ne vérifie cette
hypothése [83].

L'utilisation d’'agent stabilisant doit également avoir été testée au niveau de la méthode d’analyses
utilisée par la suite afin de vérifier qu'il n'y a pas dincompatibilité (par exemple création

d’interférences).
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Le tableau 3 synthétise les quelques études portant sur linfluence des stabilisants sur le
recouvrement des RP dans les eaux naturelles. 39 RP couvrant 10 groupes thérapeutiques ont ainsi
été étudiés (AINS, hormones, anticonvulsifs, anxiolytiques, etc.). Les hormones ont été
particulierement étudiées alors que d’autres groupes comme les antibiotiques ou les bétabloquants ne
sont que peu ou pas du tout étudiés. De plus, aucune étude sur les eaux souterraines n'a été relevée
dans la littérature. Le nombre de jours pendant lesquels les résidus médicamenteux sont stables a
4T en présence d'azoture de sodium, de formaldéhyd e ou de méthanol ou a température ambiante
en présence d'azoture de sodium est présenté sur la figure 3 (la durée minimum testée est de trois
jours). 29 RP sur 39 sont stables au moins trois jours avec ajout de formaldéhyde, azoture de sodium
ou méthanol. Pour les 10 RP restants, principalement des cestrogénes, androgenes, aténolol
(bétabloquant), et fluoxétine (antidépresseur), la concentration diminue significativement pendant la
période testée (tableau 4). En revanche leur durée maximale de conservation durant la période testée
n'‘est pas mentionnée dans les études concernées. Sur la base de ces résultats, les additifs non
acidifiant sont donc considérés comme inappropriés pour la conservation de ces 10 RP. Il faut

cependant garder en téte que les périodes testées different entre les études (Tableau 3).
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Tableau 3 : description des conditions des tests de stabilité avec ajout d’additifs acidifiant/non acidifiant

Concentratio
répétitions Matériau n dopage Prétraitement avant Temperature
Analytes (n) bouteille (ng/L) stockage stockage Durée test (jour) Remarque Ref.
Additifs non acides
QOestriol, Oestradiol, 17 a-Ethynyloestradiol, Oestrone 2 Verre 10 Formaldehyde 1% v/v +4C 28 - [40]
Trimethoprim, Sulfamethoxazole, Ibuprofene, Naproxene, Diclofénac, 6 Verre n.m. Filtration, azoture sodium  +4C, 28-35 - [39]
Carbamazepine, Phenytoin, Primidone, Fluoxetine, Diazepam, Meprobamate, amber non (1g/L) +25C
Gemfibrozil, lopromide, 17 beta-Oestradiol, Progesterone, Testosterone, silanisé
Oestrone, 17 a-Ethynyloestradiol, Atenolol
Diclofenac, Ketoprophene, Gemfibrozil n.m. Verre ambré absence e MeOH (5%, viv) +4C 8 - [67]
* Formaldehyde (5%,

VIV)
Trimethoprim, Naproxene, Cafeine, Carbamazepine, Gemfibrozil, 17 beta- 3 Verre ambré 100 e Filtration (0.45 pm +4C 21 - [89]
Oestradiol, Oestriol, Oestrone, 17 a-Ethynyloestradiol , Norgestrel, membrane PTFE),
Medroxyprogesterone, 19-Norethindrone, Progesterone acidification (pH 2.6)

par acide formique,

methanol 2.5 % (v/v)
17B-oestradiol, Oestrone, Oestriol, Zearalanol, Zearalenone, Zearalanone , 3 Verre ambré 1000 Filtration, azoture sodium +4C 14 - [64]
Testosterone, 5a-androstan-173-ol-3-one, Androsterone, 5a-androstane-3,17- silanisé (1g/L)
dione, 4-androstene-3,17-dione, Boldenone, Nandrolone, 17B-trenbolone, 17a-
trenbolone, Progesterone, 17,20-dihydroxyprogesterone, Melengestrol,
Melengestrol acetate

Agents acidifiants
Erythromycin-H20, Trimethoprim, Sulfamethoxazole , Triclosan, Pentoxifylline, 4 Verre ambré 100 Acide sulfurique (pH 2) +4C 14 filtration n.m. [38]
Acetaminophen , Ibuprofen, Naproxen, Diclofenac, Cafeine, Carbamazepine, silanisé
Dilantin, Hydrocodone, Fluoxetine , Diazepam, Meprobamate, Gemfibrozil,
lopromide, Progesterone, Testosterone, Oestradiol, 17 alpha-Oestradiol,
Androstenedione
Trimethoprim, Sulfamethoxazole, Ibuprofene, Naproxene, Diclofénac, 6 Verre ambré n.m. Acide sulfurique (pH<2) +4<TC, 28-35 filtration avant ~ [39]
Carbamazepine, Phenytoin, Primidone, Fluoxetine, Diazepam, Meprobamate, non silanisé -20C, extraction
Gemfibrozil, lopromide, 17 beta-Oestradiol, Progesterone, Testosterone, 25T
Oestrone, 17 a-Ethynyloestradiol, Atenolol
17 a-Ethynyloestradiol, 17 beta-Oestradiol, Oestrone 2 n.m. 10 « Filtration (0.45 um fibore ~ +4TC 7 Données pas [84]
de verre),tampon montrées
phosphate (pH 2.5-3.0)

17B-oestradiol, Oestrone, Oestriol, Zearalanol, Zearalenone, Zearalanone , 3 Verre ambré 1000 « Acide sulfurique (pH2) +4C 14 - [64]

Testosterone, 5a-androstan-173-ol-3-one, Androsterone, 5a-androstane-3,17-
dione, 4-androstene-3,17-dione, Boldenone, Nandrolone, 17B-trenbolone, 17a-
trenbolone, Progesterone, 17,20-dihydroxyprogesterone, Melengestrol,
Melengestrol acetate

silanisé

« HCI (pH2)

1 "n.m.": non mentionné

29/ 46



Si toutes les études de stabilité montrent que I'ajout d’additifs n'a pas d'impact sur la majorité des RP
en comparaison avec leur stabilité dans les eaux de surface sans agent, il existe cependant un impact
positif sur la conservation des hormones (Tableau 4). Il s’avere également que I'ajout d’additifs non

acidifiant peut conduire a des réactions de dégradation des RP.

L’azoture de sodium et le formaldéhyde semblent étre des additifs efficaces pour stabiliser la majorité
des RP a I'exception de quelques produits dans le groupe des hormones. L'azoture de sodium est
aussi efficace a 4C qu’a température ambiante, ave ¢ une seule exception pour I'estradiol qui n’est
pas stable a température ambiante aprés 28-35 jours de stockage [39]. Ces résultats sont dus a
I'incapacité de I'azoture de sodium d’inhiber les microorganismes responsables de la dégradation des
hormones comme cela a été montré dans deux études qui ont mesuré l'activité microbienne [39,64].
Des résultats controversés sont trouvés pour quelques hormones (progestérone, testostérone, 17
beta-cestradiol and estrone) qui ne sont pas stables aprés 14 jours dans Havens et al. mais qui sont
préservées dans Vanderford et al. [39,64]. Les différences entre protocoles expérimentaux (tableau)
peuvent expliquer les différences et cela mériterait donc d’étre confirmé.

L'apport d'azoture de sodium a température ambiante n'améliore pas la stabilité des RP car les
produits étudiés apparaissent déja stables sans additifs (figure 2). Cependant, il semble que cela
prolonge la stabilité de la progestérone et de I'estrone dans les eaux de surface (tableau 4, figure 3).
L'azoture de sodium et le stockage a 4 T semble am éliorer fortement la stabilité de certains
cestrogenes (zéaralanol, zéaralenone, zéaralanone) et d'un androgene (5a-androstane-3,17-dione)
jusque 14 jours et étre sans effet sur d’autres RP qui sont aussi stables (ou aussi dégradés) dans les
eaux sans ajout d'azoture de sodium stockées a 4C.

Le formaldéhyde et le méthanol, relativement peu étudiés, sont performants pour la stabilisation de
I'estriol car ce produit est trés peu stable sans ajout d’additif et I'azoture de sodium a un impact négatif
sur la stabilité de ce produit (tableau 4).

Togola et al. (2007) montrent qu'en plus de n'avoir aucun effet significatif du formaldéhyde et du
méthanol sur la stabilisation des RP, I'ajout de ces additifs augmenterait la variabilité des résultats sur
toutes les durées d'expérimentations. [67].

Le méthanol permet la stabilisation des AINS, de la caféine, du triméthoprime et du sulfaméthoxazole
de 8 a 21 jours. L'agent permettant une durée optimale de conservation pour ces trois résidus ne peut
cependant pas étre mis en évidence car les durées testées différent selon les agents étudiés.

Le méthanol a un impact négatif sur le gemfibrozil (régulateur de lipides) et n'est pas recommandé
pour certaines hormones (17 beta-Estradiol, Estriol, Estrone, 17-alpha-EE2, Norgestrel,
Medroxyprogesterone, 19-Norethindrone, progesterone) alors que ces résidus sont stables pendant
35 jours pour toutes les autres conditions de stockage (Figure 2 and 3). Des études complémentaires
seraient nécessaires pour évaluer I'efficacité du méthanol sur la conservation des RP dans les eaux
de surface.

Des agents chélatant comme l'acide éthylene diamine tétraacétique (EDTA) se complexent avec les
métaux dans la solution et permettent d’éviter la formation de complexes entre les RP et ces métaux
qui s'adsorberaient sur les groupements silanols libres des bouteilles en verre [46,47]. L’ajout d’EDTA
augmente les taux de recouvrement des extractions en phase solide des tétracyclines, macrolides et

fluoroquinolones [16].
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Figure 3 : durée de stabilité des RP dans les eaux naturelles de surface avec ajout d’additifs
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5.2 Les stabilisants acides

Le pH de I'échantillon influence les cinétiques de réactions. La microflore croit de maniére optimale
pour des pH compris entre 5 et 9. La réduction du pH dans les échantillons d’eau peut inhiber I'activité
biologique [64]. On peut donc penser que I'ajout d’agent acidifiant va ralentir la biodégradation des RP
durant le stockage et stabiliser les résidus médicamenteux. De plus, un pH inférieur a 2 permet de
prévenir I'adsorption de certains RP sur la matiére organique ou la surface du flacon. Selon les
propriétés acido-basique (pKa), les conditions acides (pH<pKa) peuvent favoriser la protonation des
especes anioniques et diminuer les interactions potentielles ioniques entre RP et matiére organique
[34] et probablement sur la surface des flacons. De méme, I'acidification peut également engendrer le
clivage des formes conjuguées des hormones en hormones déconjuguées (c'est c’est-a -dire sous
leur forme libre) [64].Environ 40 RP ont fait I'objet d’'une étude de stabilité dans les eaux de surface
avec ajout d'agent acidifiant sur des durées de 7 a 28-35 jours et la moitié de ces RP représente des
hormones stéroidiennes [38-40,64]. Cependant, aucune étude ne montre des résultats de stabilité
mesurés sur des eaux souterraines acidifiées. L'impact combiné de la température et de I'ajout
d'acides forts comme l'acide chlorhydrique, I'acide sulfurique ou de tampons phosphate sur la
conservation des RP dans les eaux de surface est étudié dans quatre articles [38-40,64] et les
résultats sont compilés dans le tableau 4. Deux informations sont synthétisées :

« Une différence de #20% max de concentration pendant la durée de stockage est
retenue comme critére de stabilité (concentration en RP stable en vert et non stable
en rouge). La perte de concentration en RPs au bout d'un temps t par rapport a t0
lorsque I'on acidifie est indiquée dans I'étude.

« Limpact de I'acidification indiqué par trois signes =, +, -, nd (non determiné). Les
signes =, +, -, sont des indicateurs de comparaison des conditions avec/sans agent
acidifiant, de sorte que I'on peut conclure sur I'avantage/inconvénient d'utiliser un
acide pour conserver par rapport a un échantillon conservé sans agent (i .e. effet
positif, nul ou négatif sur la stabilit¢é d'un échantillon acidifié par rapport a un
échantillon non acidifié).

Ces deux indications sont indépendantes, il peut étre indiqué « = » sans couleur lorsqu’il est indiqué
dans l'étude que l'ajout d’acide donne des résultats similaires aux échantillons sans ajout (i.e. pas
d’'effet de I'acide, =), sans pour autant connaitre le rendement obtenu sur la durée de I'expérience
dans I'échantillon avec ajout, ou sans ajout. La stabilité peut-étre dans ce cas (avec et sans ajout)

mauvaise en rouge (>20% de perte), ou bonne en vert (< 20% donc perte négligeable).

Globalement, I'acidification a un pH de 2 et le stockage des solutions d’eaux de surface a 4C semble
appropriés pour la majorit¢ des RP. Cependant, les données manquent pour certaines familles
thérapeutiques, notamment les antibiotiques. L'utilisation de I'acide chlorhydrique et sulfurique
stabilise les hormones, le fluotéxine (antidépresseur) et le triméthoprime (antibiotique). Cela est
important car ces molécules n'étaient pas préservées dans les eaux non acidifiées avec ou sans ajout

d'azoture de sodium a 1g/L, et ce malgré un stockage a 4C [38-40].
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Tableau 4 : influence de I'acidification sur la stabilité des produits pharmaceutiques (eaux de surface)

H2SO4, pH2, 4C HCI, pH2, 4C H 2S04, pH<2, 4T H 2S04, pH<2, 25T Tampon phosphate, pH
Classe Molécules 2.5-3.0,4C
7 ou 14 jours (n.m.) 14 jours [64] 28-35 jours [39] 28-35 jours [39] 7 jours [84]
[38,64]
Anticoagulant Pentoxifylline = n.d. n.d. n.d. n.d.
Anticonvulsif Carbamazepine = n.d. + = n.d.
Dilantin = n.d. n.d. n.d. n.d.
Phenytoin n.d. n.d. = = n.d.
Primidone n.d. n.d. = = n.d.
Antidepresseur, Diazepam = n.d. = - n.d.
anxyolitique .
Fluoxetine + n.d. = + n.d.
Meprobamate = n.d. = + n.d.
Agent antimicrobien Triclosan = n.d. n.d. n.d. n.d.
Agent contrastant lopromide = n.d. - - n.d.
Hormones Testosterone + + n.d. = n.d.
5a-Androstane-3,17-dione + + n.d. n.d. n.d.
Androsterone + + n.d. n.d. n.d.
4-Androstene-3,17-dione + + n.d. n.d. n.d.
Boldenone + + n.d. n.d. n.d.
Nandrolone + + n.d. n.d. n.d.
17-B-Trenbolone + + n.d. n.d. n.d.
Ehtynyloestradiol = n.d. = = n.d.
Oestradiol =[38] + [64] + = n.d. n.d.
Oestrone n.d. [38] + [64] + = n.d. n.d.
Progesterone + + + + n.d.
17,20-Dihydroxyprogesterone = + n.d. n.d. n.d.
Melangestrol + + n.d. n.d. n.d.
acetate de Melangestrol + + n.d. n.d. n.d.

Stabilité des RP dans échantillons acidifiés

Impact de I'acidification (différence entre taux de recouvrement de RP dans échantillons acidifiés et non acidifiés)

+

n.d.

Perte > + Perte entre + Pas de données

20% 20%

Pas d’ impact
(différence <+/-20%)

Impact positif
significatif
(différence = +20%)

Impact négatif significatif
(différence = -20%)

Non déterminé
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Tableau 4 (suite)

H2S04, pH2, 4C HCI, pH2, 4C H2S04, pH<2, 4C H2SO0,4, pH<2, 25T Tampon p hosphate,
Classe Molécules pH 2.5-3.0, 4C
7 ould jours (n.m.) 14 jours [64] 28-35 jours [39] 28-35 jours [39] 7 jours [84]
[38,64]

Régulateur lipidique Gemfibrozil = n.d. - = n.d.
Macrolide Erythromycin-H20 = n.d. n.d. n.d. n.d.
AINS Acetaminophene = n.d. n.d. n.d. n.d.

Diclofenac = n.d. - - n.d.

Ibuprofene = n.d. - = n.d.

Naproxene = n.d. - = n.d.
Opioidanalgesics Hydrocodone = n.d. n.d. n.d. n.d.
Psycho-stimulant Caféine = n.d. n.d. n.d. n.d.
Pyrimidine Trimethoprim + n.d. = = n.d.
Sulfonamide Sulfamethoxazole = n.d. - - n.d.
B-bloquant Atenolol n.d. n.d. = = n.d.
Légende :
Stabilité des RP dans les échantillons acidifiés Impact de I'acidification ((différence entre taux de recouvrement de RP dans échantillons acidifiés et non acidifiés)

= + - n.d.
Perte > +20% Perte entre + No data Pas d’impact significatif ~ Impact positif Impact negatif significatif Non déterminé
20% (différence <+/-20%) significatif (différence = -20%)

(différence = +20%)
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L'acidification a pH 2 semble appropriée pour empécher la dégradation des hormones, fluoxétine et
triméthoprime sans altérer en retour d’autres RP (gain de taux de recouvrement de 31 a 71%) [38,64].
Boldenone, 5a-androstane-3,17-dione, 17,20-dihydroxyprogesterone et diazépam sont mieux
stabilisés a pH<2 que dans des échantillons non acidifiés. Cependant le temps de stabilité ne dépasse
pas 14 jours.

L'acidification a pH 2.5-3 par le tampon phosphate et le stockage a 4C permettent de préserver
I'estrone, le 17-a-ethynylestradiol et I'estradiol pendant 7 jours. L'influence de I'acidification par rapport
a des échantillons non acidifiés n’a pas été évaluée pour cet agent acidifiant [84].

Par contre, I'acidification a des pH inférieurs a 2 n'améliore pas beaucoup la stabilité. En effet, elle n'a
pas d’'impact sur la moitié des résidus testés et augmente uniqguement la stabilité du carbamazépine et
de la progestérone par rapport a des échantillons non préservés.

L'acidification peut étre néfaste dans certains cas car elle provoque la dégradation de 6 produits
pharmaceutiques (pertes de 20 a 50% du diclofénac, ibuproféne, sulfaméthoxazole, iopromide,
diazépam, aténolol) qui étaient stables a 4T sans additif pendant la méme durée (Tableau 4 et figure
2).

L’hydrolyse des acides faibles (diclofénac, ibuproféne, naproxéne, gemfibrozil, pKa 4,1-4,9), excepté
le sulfaméthoxazole (pKa 1,7 et 5,6) semble étre favorisée a pH inférieur a 2. Le sulfaméthoxazole est
une molécule amphotére se comportant comme un acide faible mais qui a la propriété de produire des
sels en conditions trés acides [85]. Cela pourrait expliquer la diminution de la concentration durant le
stockage a pH<2. L'ajout de stabilisant acide ou non acide diminue la stabilité de I'aténolol (tableau4).

Cependant, il peut étre stabilisé par réfrigération a 4.
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Tableau 5: conditions de stabilité des produits pharmaceutiques dans les échantillons d’eaux naturelles (eaux de surface) destinés a I'analyse.

Classe thérapeutique

Molecules

Sans additif

Avec additif

-20C

4C

25T

Azoture
de sodium,
4C

Azoure
de sodium,
RT

Formaldehyde,
4T

MeOH,
4C

H2SOu,
pH2, 4T

HCI, pH2,
4C

H2SOy, pH<2,
4C ou RT

Antibiotiques

Anticonvulsifs

Agents antimicrobien

Anxiolytique-Antidepresseurs

Agent de contraste

Azithromycine
Ciprofloxacine
Clarithromycine
Erythromycine
Erythromycine-H20
Florfenicol
Ofloxacine

Acide axolinique
Roxithromycine
Sulfadiazine
Sulfadimethoxine
Sulfamerazine
Sulfamethazine
Sulfamethizole
Sulfamethoxazole
Sulfapyridine
Sulfathiazole
Trimethoprim
Carbamazepine
Phenytoin
Primidone
Triclosan
Diazepam
Fluoxetine
Meprobamate
lopromide

NI =TI

ANESEECIEN

R

o

*

NRNIRN

v
v’ (3jours)
v
v

AR NI NI NN

AURNIEN

NN N N O N N Y N

SRS TEN

BRI NINIEN

SNIRNECTEN

N NN

SIRNECTEN

 ©

o

N N N N N N RN

"v"*: conditions pour lesquelles la molécule est stable pendant au moins 7 jours. (RT température ambiante)
"0": molecule instable sur la durée du test,

" -": pas déterminé

"*'- données controversées
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Tableau 5 (suite): conditions de stabilité des produits pharmaceutiques dans les échantillons d’eaux naturelles (eaux de surface) destinés a I'analyse.

"v"": conditions pour lesquelles la molécule est stable pendant au moins 7 jours, "0": molécule instable sur la durée du test, " -": pas déterminé (RT température ambiante)
Sans additif Avec additifs
Azoture H2SOq4, HCI, H2SO0q4,
Classe de sodium,  Azoture de Formaldéhyde, MeOH, pH2, pH2, pH<2,
thérapeutique Molecules -20C +4<T +25C 4C sodium, RT +4T +4C +4C +4C +4C ou RT
Hormones 17 a-Oestradiol i 0 i i 0 i ?<3jours) v )
17 a-Ethynyloestradiol v v v v v v (3)) v - v
17 B-Oestradiol v 0 0 * 0 v 0 (<3)) v B v
17,20-
Diﬁydroxyprogesterone i 0 ) 0 ) ) ) 0 0 )
17a-Trenbolone - 0 - 0 - - - v - -
17B-Trenbolone - 0 - 0 - - - v v -
19-norethindrone - - - - - - v (3)) - - -
4-Androstene-3,17-dione - 0 - 0 - - - v v -
5a-androstan-173-ol-3-one - - - 0 - - - 0 v -
5a-androstane-3,17-dione - 0 - v - - - 0 v -
Androsterone - 0 - 0 - - - v v -
Boldenone - 0 - 0 - - - 0 0 -
Oestriol - 0 - 0 - v v (3)) v v
Oestrone v * 0 * v v v (3)) v v v
Medroxyprogesterone - - - - - - v (3)) - - -
Melengestrol - v - v - - - v v -
Melengestrol acetate - v - v - - - v v .
Nandrolone - 0 - 0 - - R v v -
Norgestrel/levonorgestrel - - - - - - v (3)) - - -
Progesterone 0 0 (<3j) 0 * v - v (3)) v v v
Testosterone v 0 (<3j) 0 * 0 - - v v v
Zearalenol - 0 - v - - - 0 0 -
Zearalanone - 0 v - - - v v -
Zearalenone - 0 - v - - v v -
Régylateurs Gemfibrozil v v v v v v v ) ) v
lipidiques
AINS Acetaminophene - - - - - - 0 - v
Diclofenac v v v v v v v - - 0
Ibuprofene v v v v v - - 0 , v
Ketoprofene - v - - - v v - - -
Naproxene v v v v v - v - - -
Psychostimulant Cafeine - - - - - - v 0 - v
B-Bloquant Atenolol 0 v 0 0 37/46 O - - - i, 0




6 Conclusion : recommandations opérationnelles pour la conservation des
échantillons

Plusieurs processus (adsorption, biodégradation, hydrolyse,...) peuvent modifier la concentration des
résidus médicamenteux dans les échantillons d’eaux naturelles. L'effet est d’autant plus marqué que
les concentrations sont bien souvent trés faibles, de I'ordre du nanogramme par litre. Cette synthése
bibliographique a présenté les principaux parametres critiques qui affectent la stabilité des résidus
médicamenteux dans les eaux naturelles : la composition de la matrice, la lumiére, la température, le
flaconnage et I'ajout de stabilisants. La dégradation des résidus médicamenteux varie selon les
molécules. Il n'y a pas forcément d’homogénéité de stabilité dans une méme famille thérapeutique. Un
protocole unique de conservation des résidus médicamenteux pour la quantification dans les eaux
naturelles n’est donc pas envisageable. Il faut le décliner par molécule.

L'analyse des échantillons dans les 24h suivant I'échantillonnage est trés souvent difficile a réaliser.
Aussi, des techniques de préservation des échantillons d’eaux naturelles ont été proposées et testées
dans la littérature.

L’ensemble des 58 résidus médicamenteux étudiés (eaux de surface) peut étre stabilisé pendant 7
jours dans les eaux de surface par au moins une des techniques de préservation (température,
stabilisant acide ou non acide). 27 résidus sur 31 peuvent étre préservés dans les eaux souterraines
pendant 6 a 7 jours.

Les échantillons d’eaux naturelles doivent étre collectés dans des bouteilles ambrées et transportées
dans I'obscurité pour empécher la photodégradation. L'impact de la filtration n'a été testé que sur des
eaux usées, cependant il est conseillé de filtrer les échantillons dans les 24h pour éviter la
biodégradation. Tous les types de filtre (matériau et porosité) semblent convenir pour éliminer les
matiéres en suspension sans risque d’éliminer les résidus médicamenteux en solution.

Bien que l'effet du flaconnage sur la stabilité des résidus n’ait été testé que sur des matrices d'eaux
déionisées et jamais sur des eaux de surface, I'utilisation du verre non silanisé semble étre le meilleur
compromis valable pour toutes les familles thérapeutiques excepté les antibiotiques qui sont mieux
conservés dans le verre silanisé ou les flacons en PEHD.

La température est le paramétre qui a été le plus étudié. La congélation, la réfrigération a 4C ou le
stockage a température ambiante (25C) permettent d e préserver la majorité des résidus pendant au
moins une semaine. Cependant, il parait impossible de préconiser une seule température pour la
préservation de tous les RP. Le tableau 5 fournit les températures de stockage idéales pour chacune
des molécules (eaux de surface). Le stockage des RP dans les solvants organiques aprés une
extraction réalisée dans les plus brefs délais aprés I'échantillonnage a été proposé comme une
solution alternative pour la préservation des résidus. Cependant, peu de données sont aujourd’hui
disponibles dans la littérature.

Lorsque la réfrigération ou la congélation ne permettent pas de stabiliser les résidus (particulierement
les hormones et le fluoxetine), I'ajout de stabilisants peut améliorer la préservation des molécules
durant le stockage des eaux naturelles. L'azoture de sodium et le formaldéhyde améliore la stabilité
de quelques hormones sans modifier la conservation de la plupart des autres produits.

L’acidification des échantillons a pH 2 par de l'acide chlorhydrique ou sulfurique améliore la

stabilisation des hormones en agissant sur Il'activité microbienne principale responsable de la



dégradation des résidus médicamenteux. Par ailleurs, I'ajout de stabilisant peut altérer la stabilité de
certains produits en activant I'hydrolyse par exemple.

Ainsi, en cas d'analyse multirésidus, il parait complexe de trouver le meilleur compromis pour
préserver une grande variété de résidus médicamenteux.

Cette synthese souligne le besoin crucial d'évaluer la stabilité des RP et de définir les techniques
disponibles pour préserver les résidus sur des échantillons d’eaux naturelles et non sur des matrices
d’eaux déionisées comme c’est le cas aujourd’hui. De plus, il faudrait également s'intéresser a un
panel de produits plus large, en intégrant notamment les molécules d'usage vétérinaires pour
lesquelles les données sont trés rares.

Aujourd’hui, il semble y avoir un effort pour hiérarchiser les molécules en fonction de leur risque
potentiel pour la santé humaine ou des écosystémes. Il serait plus facile de focaliser les recherches
sur la stabilité de quelques résidus priorisés. De plus, il faudrait investiguer les matrices d'eaux
souterraines encore trés peu étudiées.

Il faut établir des protocoles standards pour évaluer et comparer la stabilité des RP dans les
échantillons d’'eaux naturelles durant le stockage mais aussi durant le traitement des échantillons
(extraction, ...) et lI'analyse (European criteria 2002/657/EC). Comme des tests systématiques de
stabilité sont requis pour déterminer la date d'expiration d’'une molécule pharmaceutique avant sa
mise sur le marché, la réalisation d'études de stabilité devrait rigoureusement prendre en
considération tous les parametres influencant la stabilité des résidus dans les eaux naturelles.

Ainsi, le développement de techniques de conservation optimisant la stabilité des résidus
médicamenteux dans les eaux naturelles serait nécessaire et complémentaire aux progrées réalisés
sur les techniques analytiques pour garantir I'intégrité des résidus médicamenteux dans les matrices

environnementales.



7 Glossaire

AINS: Anti-inflammatoire non steroidien



8 Sigles & Abréviations

RP : résidu pharmaceutique
RT : température ambiante
PEHD : polyéthyléne haute densité

EDTA : acide éthylene diamine tétraacétique
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