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RESUME

La surveillance des milieux aquatiques porte actuellement en priorité sur les substances chimiques
déja réglementées, mais on ne peut pas faire limpasse sur toutes les autres substances
couramment utilisées, dont certaines font également 'objet d’'une action spécifique dans le cadre
des suites du grenelle de I'environnement.

Le reseau NORMAN construit actuellement une base de données des travaux réalisés sur les
substances émergentes provenant des membres européens de ce réseau pérennisé en 2008. ||
est nécessaire d'exploiter les informations réunies et d'en faire une étude sur les méthodes
pratiquées et sur le niveau de valeur factuelle attribuable. Ceci afin d’informer les laboratoires
prestataires comme les différents donneurs d'ordre des techniques déja éprouvées et utilisables
en routine, comme également de faire apparaitre les substances pour lesquelles il y a encore des
travaux de R&D a mettre en action. Au final, pour les méthodes qui auront été identifiées et
diffusées pour des familles de substances, il faudra mener a terme leur validation et leur
raccordement au systéme international (Sl).

Comme premiére approche (partie 1 — ce document DMSI/2), le LNE a réalisé un état de I'art des
méthodologies analytiques orienté sur les 4 molécules pharmaceutiques qui avaient été
initialement identifiées par la liste proposée par la commission européenne COM 397 en 2006, a
savoir la carbamazépine, le diclofénac et 2 agents de contraste iodés apres les avoir
repositionnées dans leur contexte et enjeux environnementaux. Le travail s’est tout d'abord
focalisé sur les méthodes disponibles dans la base de données NORMAN mais au regard du peu
d’'informations disponibles, il a été élargi a 'ensemble des données scientifiques disponibles en se
focalisant sur une analyse des points forts, points faibles, manques “chroniques”.

Les analyses précédemment conduites ont permis de proposer (partie 2 - document DMSI/3) un
‘modus operandi” méthodologique pour les développements analytiques de ces 4 molécules dans
I'environnement et qui, de maniére plus générale, peut étre considéré pour tout développement
analytique. Ce travail intégre un certain nombre d'aspects métrologiques nécessaires a mettre en
ceuvre pour progresser dans la qualité et la fiabilité des données de mesures.

Ce rapport a été realisé dans le cadre du partenariat LNE - ONEMA 2009, au titre de l'action 5.1
‘Exploitation d’'un réseau européen de collecte d'informations sur les substances émergentes ” du
programme d'activité AQUAREF pour I'année 2009.

Suite du rapport page suivante

 LNE
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A/ CONTEXTE et ENJEUX ENVIRONNEMENTAUX

La raison pour laquelle les substances médicamenteuses présentent un intérét dans le contexte
environnemental est qu'elles sont isolées et/ou synthétisées pour induire un effet biologique
favorable a la santé dans I'organisme animal et/ou humain. Elles présentent des caractéristiques
physico-chimiques communes leur conférant des propriétés de franchissement des membranes,
de bioaccumulation et in fine d'induction d'effets biologiques sur des espéces non cibles
présentent dans les écosystémes aquatiques.

Déversées dans I'environnement de maniere chronique, elles sont susceptibles de provoquer des
effets indésirables sans que n'en soient encore suffisamment évaluées les conséquences. Les
connaissances actuelles sont limitées, aussi il importe de prendre en compte la problématique des
résidus médicamenteux qui sont détectées dans les eaux y compris dans les eaux a destination
humaine (dans les mémes ordres de grandeur que certains polluants organiques jugés comme
prioritaires tels que les produits phytosanitaires).

Ce sont les pays industrialisés qui sont les plus gros consommateurs de substances
médicamenteuses ; I'Europe, 'Amérique du Nord et le Japon bien que ne représentant que 15%
de la population mondiale constituent plus de 80 % du marché mondial.

| L’épineux probléme du choix des substances

.1 Contexte

Comme suggéré par de nombreux auteurs et comme cela a éte remis en perspectives par
I'’Académie de pharmacie (2008), plus de 3 000 molécules pharmaceutiques sont utilisées de telle
sorte qu'il apparait totalement illusoire d’envisager d’'étre exhaustif quant a I'étude de leur
présence dans I'environnement.

De nouvelles réflexions devront étre entreprises notamment au travers du Plan National Résidus
de Médicaments dans I'Eau et Plan santé-environnement 1. Dans une revue de Mompelat (2009),
il est rapporté que 160 molécules pharmaceutiques ont fait I'objet d’investigations pour seulement
une trentaine de métabolites et de produits de transformation. Un certain nombre d’auteurs
convergent vers lidée qu'il est plus que nécessaire de palier les manques de connaissance
concernant la présence, le devenir et des effets des sous produits de substances pharmaceutiques
dans les écosystemes aquatiques (Kummerer, 2009 ; Mompelat, 2009, etc...).

« ...Au cours de ces derniéres années, un nombre significatif d’études a mis en avant que la
considération seule d’une molécule pharmaceutique n’était pas suffisante mais que les molécules
résultant de changements structuraux de cette derniére I'était également... » (Rapport de
I’Académie de pharmacie, 2008)

1.2 Choix des molécules pour I’étude 2009

Le choix des molécules pharmaceutiques sélectionnées dans I'étude 2009 a été orienté par les
critéres mentionnés dans le Tableau 1 ci-dessous. La carbamazépine et le diclofénac possédent
des métabolites connus qui seront également inclus dans cette étude.
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Tableau 1 : Critéres de sélection des 4 molécules pharmaceutiques

aquatiques

CARBAMAZEPINE |[DICLOFENAC |IOPAMIDOL |AMIDOTRIOZATE
Revue pour une identification
Gamps esubslanGe oui Oui oui oui
prioritaire» ou «substance
dangereuse prioritaire DCE»
Substances pertinentes pour
'eau potable, action Rhin Oui Oui Oui Qui
2007
Liste des substances ' . . ; . ;
prioritaires France Qui Oui Non évalué Non évalue
Persistance Oui Qui Qui Qui
Ubiquité dans les systémes Oui oui oui Oui

Risques ecotoxicologiques

Peu renseigné

Peu renseigné

Peu renseigné

Peu renseigne

Risques sanitaires

Peu renseigne

Peu renseigné

Peu renseigne

Peu renseigne

Indicateurs/ traceurs de

contamination des stations Oui Qui Oui Non renseigné
d'épuration
Données en Europe Oui Oui Oui Qui
; ; . Qui
Données en i Oui A Non
FIaRes o parcellaire

Il Présentation des molécules sélectionnées

11.1 La carbamazépine

Au cours d'études

pharmacologiques, Ila

carbamazépine a montré des

propriétés

anticonvulsivantes, anticholinergiques et antidiurétiques. Son usage est préconisé dans le
traitement des névralgies faciales, épilepsies, troubles bipolaires et migraines chroniques.
Les principales caractéristiques de la molécule sont présentées dans le Tableau 2.

1.2 le diclofénac

Le diclofénac est un anti-inflammatoire non stéroidien AINS parmi les plus utilisés en France. Au
cours d'études pharmacologiques, le diclofénac a montré des propriétés anti-inflammatoires,
analgésiques et antipyrétiques. Son usage est préconisé dans le traitement chronique et aigué des
signes d'ostéoarthrite et d'arthrite rhumatoide.
Les principales caractéristiques de la molécule sont présentées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Principales caractéristiques du diclofénac et de la carbamazepine

DICLOFENAC CARBAMAZEPINE

CAS 15307-86-5 298-46-4
Formule chimique C44H41CINNaQ, C15H12N0O
Masse moléculaire g.mol” 318,134 236,273

i # 77‘";:/“:-\f‘:;:\
Structure chimique ! . (PN
Solubilité agueuse (mg/L) 2,43 (25°C) 17,7 (25°C)
Log Kow 4,5 2,45
pKa 4,15 13,97

AN
o
m
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1.3 Les produits de contraste iodés

Les produits de contraste sont les molécules pharmaceutiques les plus utilisées par administration
intravasculaires. On estime leur consommation annuelle & environ 3,5*10° kg par an. lis sont
utilisés en imagerie médicale humaine pour les tests de diagnostics. Les produits de contrastes
iodés présentent pour caractéristique commune des atomes d'iode qui leurs conférent leurs
propriétés d’absorption des rayons X.

Parmi les nombreux agents de contraste utilisés en Europe, seuls deux seront ici abordés :
liopamidol et I'amidotrizoate.

L'iopamidol est un produit de contraste classiquement utilisé pour l'opacification de la cavité
utérine, des voies urinaires et des vaisseaux en radiologie.

L’amidotrizoate est pour sa part couramment employé en urographie, veinographie, artériographie,
discographie, tomographie axiale assistée par ordinateur.

Les principales caractéristiques des 2 molécules sont présentées dans le Tableau 3.

Tableau 3: Principales caractéristiques des 2 agents de contraste iodés sélectionnés

AMIDOTRIZOATE IOPAMIDOL
CAS 131-49-7 60166-93-0
Formule Chimique C11H9|3N204.C7H17NO5 C17H22|3N303
Masse moléculaire (g.mol™) [ 809,13 777,8

CH,OH
OH
| | LT o‘c,uu—éu—cnzon
Structure chimique 'HOCHrC—CkFI‘M(I%CHzNHCH !
CHaCONH NHGOCH, OHOH H OH
, H3C—CH—C —HN C—NH—CH—CH,0H
H H20H

Les phénoménes de toxicité des produits de contraste chez 'homme sont connus. lls se
traduisent, entre autres, par des réactions allergiques, des attaques cardiaques pour des
personnes hypersensibles (Christiansen, 2005).

lll Etat des connaissances concernant I’étude de la présence et du
devenir des substances sélectionnées

Le rejet en continu de médicaments et de leurs métabolites dans le milieu aquatique confere a ces
molécules un caractére de pseudo-persistance (Fenet et al., 2006).

.1 Eléments de compréhension du devenir dans I’environnement

Aprés absorption par I'organisme (humain et animal), les médicaments peuvent étre excrétés sous
forme inchangee et / ou métabolisée. Les molécules pharmaceutiques passent au travers des
usines de traitements des eaux usées au sein desquelles elles sont peu ou pas éliminées
conduisant a des rejets importants vers les milieux aquatiques récepteurs. Leur persistance
permet leur dispersion dans I'ensemble des écosystémes aquatiques : eaux de surface, eaux
souterraines et eaux de boisson. Les usages importants d'un point de vue quantitatif auxquels
s’ajoutent les faibles taux d'abattement des molécules dans les stations d’épuration ont conduit a
leur quantification dans les eaux de surface et les eaux souterraines dans des concentrations
importantes. Le devenir de certaines d’entre elles, notamment des produits de contraste est mal
renseigné et apparait indispensable a la conduite d’étude de risques.

 LNE
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étabolisme non biologiq
Homme

Métabolites | Métabolisme humain Métabolisme microbien (traitement)
(foie, muqueuse) {paay, )
'>‘/\‘ Sols, eaux,
Transformation biclogique Transformation non-biologique  STEP,
(Organismes...)
Produits de
transformation
Transformation technique Eaux
(Ozonation, photolyse, chioration, etc....) (traitement)

Figure 1 : Vision globale de la problématique de I'étude d’une molécule pharmaceutique parente
(d'aprés Kummerer, 2009).

I.2 Données de présence dans les rejets de stations d’épuration et les écosystémes

aquatiques

ll.2.1 Données de présence des composés parents

a) Carbamazépine et Diclofénac

Comme cela a déja été mentionné auparavant, la carbamazépine et le diclofénac sont parmi les
molécules pharmaceutiques les plus étudiées y compris en France (travaux de thése de Anne
Togola (2006), Sophie Lardy-fontan (2008)). Elles sont retrouvées a des concentrations
importantes dans les effluents de station d'épuration, pouvant étre supérieures au pg/L selon les
pays. Dans les milieux naturels, elles ont été quantifiées dans des gammes de concentrations
comprises entre la dizaine de ng/L a plusieurs centaines de ng/L. Des travaux ont également mis
en avant leur présence dans des eaux de transition, des eaux marines, des eaux souterraines et
des eaux de boisson (travaux de thése de A.Togola (2006), S. Lardy-fontan (2008)).

b) Les produits de contraste

La recherche bibliographique menée n'a mis a jour qu’une seule référence rapportant des données
de présence de l'iopamidol en France. Bruchet et al., (2006) dans une communication personnelle
rapporte une valeur de contamination de 386 ng/L en Seine, 208 ng/L dans un systéme de forage
et 60 ng/L dans une eau traitée.

De maniére générale, les données en Europe sont parcellaires et ne permettent en aucun cas de
conclure de I'état de contamination des masses d’'eau en Europe. A titre d'exemple, Sacher et al.
(2001), rapportent des concentrations maximales de 300 ng/L pour l'iopamidol et 1 100 ng/L pour
I'amidotrizoate dans des eaux souterraines.

ll.2.2 Données de présence de certains produits de transformation et/ou métabolites

Comme cela a déja été souligné, de nombreux efforts de recherche doivent étre entrepris afin de
caractériser la présence des molécules pharmaceutiques et de leurs métabolites. L'étude francaise
de Leclercq (2009) sur la carbamazépine et I'oxcarbazépine permet de mettre en évidence une
importante variabilité dans la distribution des différentes espéces considérées dans les effluents.
Quelque soit la station dépuration considérée, ce sont les métabolites (10-OH-Cbz et DiOH-CBZ)
qui sont majoritaires dans des proportions 2 a 5 fois plus importantes que le composé parent.

 LNE
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Dans I'étude conduite par Stulten (2008) bien que le diclofénac demeure 'espece majoritaire avec
des concentrations supérieures au pg/L, certains de ces métabolites 4-OH-DCF sont présents a
des concentrations fres largement supérieures a la centaine de ng/L.Ces résultats mettent en
évidence que la non considération de ces sous-produits peut conduire a une sous-estimation des
risques liés a la présence de substances pharmaceutiques dans I'environnement.

A notre connaissance il n'existe pas de données de présence de métabolites et /ou produits de

transformation de la carbamazépine et/ou du diclofénac dans les eaux naturelles (eaux de surface
et eaux souterraines).

IV Données de toxicité

IV.1  Cas du diclofénac

En se basant sur une approche conservative, le diclofénac peut étre considéré comme
potentiellement bioaccumulable (de nouvelles détermination de valeurs de BCF et log Kow
apparaissent comme nécessaires) (Figure 2).

O CE 50 cyanophytes
v £ <D . CcBZ B NOEC algues
y .t diclofénac 0 NOEC cyanophytes
100 10° 100 10° 10° 104 10° 10° 107 A NOECinvertébrés
Log C° (balL) © NOEC poissons

Figure 2 : Données de toxicité chronique d’'une sélection de substances pharmaceutiques
(Besse et Garric, 2007). (CBZ carbamazépine)

Les valeurs de NOEC (No observable effect concentration ; toxicité et reproduction) a des stades
précoces de développement existent sur 3 maillons de la chaine trophique. La valeur de 1,0 mg/L
obtenue pour I'espéce la plus sensible (Cerodaphnia. dubia) a servi a déterminer la valeur de
PNEC (Predicted no effect concentration). A la suite de la reconnaissance du diclofénac comme
étant responsable du déclin de la population de vautours en Inde (induction de Iésion rénales)
(Oaks et al., 2004), les effets d’'une exposition au diclofénac sur des populations ont été évaluées
de maniére plus précise, notamment chez les poissons. Des altérations cytologiques hépatiques,
rénales et branchiales ont été observées chez des truites arc-en-ciel aprés 28 jours a une
exposition de 1 ug/L (Triebskorn et al., 2004). Des lésions rénales et des altérations des branchies
ont également été observées a 5 pg/L; une accumulation de diclofénac était notable dans les
reins, les branchies, les muscles et le foie (Schwaiger et al., 2004). Les valeurs des facteurs de
bioconcentration ont été mesurées comme étant comprises entre 12 et 2 732 et comme étant
concentration-dépendant. Les différentes observations ont mené a une réévaluation de la valeur
du PNEC, I'établissant a 0,01 pg/L. En conséquence, des rapports PEC/PNEC sont susceptibles
d’étre supérieurs a 1 dans I'environnement et indiquent I'existence d'un risque environnemental
(Carlsson et al., 2006).

Dans une étude portant sur la phytotoxicité des produits de photo-transformation du diclofénac,
Schmitt-Jansen et al. (2007) ont montré que la toxicité des produits de dégradation du diclofénac
sur Scenedesmus vacuolatus était prés de 6 fois plus élevée que celle de la molécule parente. Les
auteurs concluent & une nécessaire prise en compte des produits de photo-transformation dans les
évaluations des risques.

—
m
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IV.2 Cas de la carbamazépine

La carbamazépine apparait étre relativement toxique avec une NOEC de 25 ug/L (reproduction
chez C. dubia sur 7 jours) ; les gammes de concentrations testées ne sont pas donnees pour ce
composé (Ferrari et al., 2004).

Peu de valeurs chroniques sont disponibles chez les poissons, il s'agit trés majoritairement de
tests de 10 jours sur la survie d’embryons. Pour les composés testés selon ce protocole, on
retrouve une NOEC de 25 mg/L pour la carbamazépine (Nunes et al., 2005). Ceci a conduit a la
détermination d’'une valeur de PNEC égale 2,5 pg/L.

Le métabolite principal de la carbamazépine, le 10,11-carbamazépine epoxide est un métabolite
d'intérét. En effet, il est suspecté d’'étre responsable des intoxications liées a la carbamazepine
(Besse et Garric, 2007). A notre connaissance, il n‘existe pas de données ecotoxicologiques sur
les produits de meétabolisation de la carbamazépine.

IV.3 _Cas des agents de contraste iodés

Les travaux bibliographiques accomplis se sont révélés infructueux dans I'acquisition de données
d’écotoxicité des produits de contraste sélectionnés. De maniére générale, il est couramment
admis que ces molécules ne présentent pas de toxicité avérée pour les organismes du milieu.

Comme le souligne Perez (2007), ce n'est pas parce qu'aucun effet écotoxicologique n'est avéré a
lissue des tests de toxicité aigué qu'il n’existe aucun risque lié a des expositions chroniques a ces
molécules.

IV.4 Toxicité des mélanges

Cleuvers (Cleuvers 2003) a étudié les effets de deux mélanges de substances médicamenteuses
sur des daphnies et des algues. Le premier essai concerne un mélange d’'acide clofibrique et de
carbamazépine. Les résultats obtenus suggérent une additivité d’action des deux composés sur la
daphnie avec une toxicité qui augmente de maniére importante (pour des concentrations
équivalentes entre mélange et composés simples. L'acide clofibrique provoque une immobilisation
de 1 % des daphnies, la carbamazépine 16 % et le mélange une immobilisation de 95 %. Dans le
cas des algues, il semble que les composés agissent de maniére indépendante. Le deuxiéme
mélange concerne deux AINS : l'ibuproféne et le diclofénac ; dans ce cas, la toxicité du mélange
pour la daphnie est supérieure a une simple additivité¢ des effets, suggérant un effet synergique.
Pour les algues, I'action du mélange suit les concepts d’additivité des effets. L’auteur pense que
I'action des mélanges n’est pas lié¢ a un mécanisme précis d’action mais a un effet non spécifique
dit de narcose non-polaire. Selon Ferrari et al. (2004), les cyanophytes sont les espéces les plus
sensibles dans le cas de I'acide clofibrique et du diclofénac et les diatomeées (bacillariophytes) sont
plus sensibles a la carbamazépine et au propanolol.

suite page suivante
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B/ ENJEUX ANALYTIQUES
V Contexte

Une procédure analytique repose sur 5 étapes :

- I'échantillonnage ;

- le traitement de I'échantillon ;
- la séparation ;

- la détection ;

- le traitement des données.

Il est important de garder en mémoire que la performance d’une méthode repose sur le contrdle et

la réussite de chacune des 5 étapes sus-nommées.
Cette étude de la bibliographie ne traitera pas des problématiques liées I'échantillonnage.

V.1 La préparation de I’échantillon

Le principe de cette étape est de convertir une matrice en un échantillon “analysable”. Ce faisant,
elle modifie les interactions des analytes avec leur environnement proche. Ces interactions sont
déterminées par les propriétés physiques et chimiques de I'analyte et de la matrice ; elles dictent
I'applicabilité des méthodologies et sont susceptibles d’en affecter I'efficacité et la reproductibilité
(Pavlovic et al., 2007). C’est pourquoi il est nécessaire de caractériser I'échantillon d'un point de
vue physico-chimique et de connaitre les propriétés physico-chimiques des molécules ciblées.

Concernant les substances pharmaceutiques, les parameétres principaux sont les valeurs de log
Kow (le log Kow renseigne le caractere lipophile de la molécule) et les valeurs de pKa (le pKa
renseigne la forme sous laquelle se trouvera une molécule a un pH donné). Les phénoménes
matriciels sont extrémement problématiques dés lors que l'on s’intéresse aux substances
pharmaceutiques qui sont présentes a 'état de traces dans les matrices complexes. Un effet
matriciel peut étre définit comme étant l'influence d’'une propriété de I'échantillon, indépendante de
taux de récupération, de la présence de 'analyte et de la prise d'essai (Pavlovic et al., 2007).

Tableau 4 : Schéma de principe des objectifs de la préparation de I'échantillon
Exigences actuelles liées a la préparation de
I'échantillon

Obijectifs de la préparation de I’échantillon

1/ Eliminer les interférences;

2/ Augmenter la concentration de I'analyte;

3/ Convertir 'analyte sous une forme propice a
l'analyse,

4/ Fournir une méthode robuste et reproductible
independamment de la nature de la matrice

1/ Diminuer les tailles d'échantillon, les volumes
d’échantillon, les volumes de solvant;

2/ Augmenter la spécificité et la sélectivité de
l'extraction;

3/ Augmenter le recours a 'automatisation

Les substances pharmaceutiques sont présentes dans I'environnement a I'état de traces y compris
dans des matrices complexes. Par conséquent, leur analyse nécessite la mise en place d’étapes
de préparation de I'échantillon : extraction, concentration, dérivation (Tableau 4).

Pour les échantillons aqueux, les méthodes d'extraction en phase solide ont tres largement
suppléé les approches de type classique extraction liquide-liquide. De nombreuses revues se sont
attachées a détailler ces étapes. La phase de type HLB® (Hydrophilic Lipophilic Balanced) est
clairement la phase la plus employée parce qu'elle permet une extraction simultanée, des
composés polaires et non polaires, nécessaire a la mise en place des méthodes d'analyse
multirésidus. Un certain nombre de travaux se sont également intéressés a des transferts en mode
on line de ces approches avec couplage a des techniques de CL-SM afin de diminuer les temps
d’analyse et d’améliorer la consistance des données générées.

. LNE
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Quelques applications de la technique de micro-extraction en phase solide sont notables mais le
manque de robustesse de l'outil représente une limitation forte quant a son emploi dans des
optiques quantitatives. Cependant, cette technique est apparue comme extrémement performante
dans une optique de préparation de I'échantillon. D'autres techniques ont également émergée, ce
sont des dérivés de I'extraction liquide-liquide (LPME ; extraction membranaire) ; leur usage est,
pour 'heure, peu répandu du fait de leur manque de robustesse.

Concernant les matrices solides, les techniques mises en ceuvre sont communes a 'ensemble des
molécules organiques et ont fait I'objet de plusieurs travaux de synthese. Etant donné le caractere
hydrosoluble des molécules, trés peu de données méthodologiques sont disponibles dans la
bibliographie.

V.2 La séparation-détection

Comme cela a été mentionné par de nombreuses revues scientifiques, I'analyse des substances
pharmaceutiques peut étre accomplie par chromatographie en phase gazeuse et/ou
chromatographie en phase liquide. Quelle que soit la technique de séparation envisagée, le
couplage avec un détecteur de spectrométrie de masse est généralis€ en raison de leurs
performances intrinséques en terme de spécificité et de limite de quantification.

CG-SM, CG-SM2
oy Aspirine

avec dérivation Etofibrate

Etofyllinclofibrate

CG-SM , CG-sM?

sans derivation

Aspirine

Codéine Flurbiproféne
Cyclophosp hamide Kétoproféne
Galaxolde Nadolol

Tonalide Carbamazépine Acide Telfenamique

Triclosap Diazeépam Bézafibrate oo
Ibuproféne alop
Clofibrale &
Paracétamol ey Naproxene
Diclafénac 1
Phénazone Fénofibrat Propanolol
enotibrale — propyphénazone
Fem]fmfef‘e Roxithromycine
Acétyl sulfamethoxazoTa Gemfibozl g abutamol
Acide amidolrizoique Démethyl diazépam lapromine Sulfaméthoxazole
Aminopyrine Dextropropoxyphéne Tétracycline
Amoxycilline Dicloxacilline Ramtidine Tilmicosine
Anhydro-erythromycine  Doxycycline Erythromycine Biridami Tyméthoprime
Aténolol Estradiol Furosémide S"[“ Azle Tylosine
Bétaxolol Estrone loméprol p'ra",’yc'n?
Chloramphénicol Ethinylestradiol Lincomycine Sumgm,m‘de
Chiloriétracycline Hydroxychlorobiazide Methotrexate g”r;:d?aa.": ;
Ciprofloxacine lopamidol Norfloxacine sulfagfm'edt‘ oXing CL-SM. CL
Clarithromycine Lofépramine Simvastatine wadimicing 5 .
Clenbutérol Métronidazole Solalol Suffsguanidine M|
Cloxacilline Ofloxacine Oméprazole Oxacilline Sulfamé.th.azme
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Methicilline Pindolol Tatnoy

Piroxicam Terbutaline

Nafcilline

Figure 3 : Techniques d’analyse et molécules pharmaceutiques (d’aprés Fatta et al., 2007)

V.2.1 Analyse par chromatographie en phase gazeuse

Les couplages mettant en jeu la chromatographie en phase gazeuse (CG) ont été les premiers a
étre mis en ceuvre dans les études ciblant les composés pharmaceutiques. lls sont encore tres
largement utilisés en raison de leur disponibilité dans les laboratoires d'analyse.

N
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A I'exception de certaines molécules pharmaceutiques neutres, la grande majorité des molécules
pharmaceutiques sont polaires, non-volatiles et thermo-labiles ce qui les rend difficilement

Les couplages a des détecteurs de type spectrométre de masse représentent la référence de
travail pour leur sensibilité, leur spécificité et pour leur banques de données spectrales. Le recours
a lionisation par impact électronique a 70 eV est généralisé méme si 'usage de l'ionisation
chimique négative a été envisagée dans certaines études pour sa trés haute sensibilité. Simple
quadripdle, triple quadripble, trappes a ions ont fait I'objet d'investigations qui ont mis en avant leur
performances a identifier et quantifier des molécules pharmaceutiques dans les matrices
environnementales a I'état de traces.

analysables par chromatographie en phase gazeuse.

a) La dérivation

Un nombre important d'agents de dérivation existe sur le marché. Le recours a cette étape
supplémentaire de préparation de I'échantillon est un facteur limitant majeur pour I'application des
techniques de chromatographie en phase gazeuse. Les principaux verrous posés par cette
technique sont les suivants :

- I'étape de dérivation est consommatrice en temps ;

- les rendements de dérivation peuvent étre affectés par un certain nombre de parameétres :
nature de I'agent de dérivation, température de réaction, matrices, etc.... ;

- létape de dérivation engendre une dénaturation de I'échantillon ;

- selon le type d’agent de dérivation employé, des problémes de stabilité des analytes dans
léchantillon peuvent étre observés (eg, phénoménes d'hydrolyse versus réactions de
sylilation).

b) Les molécules thermo-labiles

Une autre limitation importante de la technique peut-étre ici illustrée par la carbamazépine :
exemple d’'une molécule thermo-labile.

= Exemple de la carbamazépine

L'analyse de la carbamazépine est difficile & mettre en ceuvre par CG-SM du fait de sa
degradation partielle (thermique) en iminostilbéne dans l'injecteur. Ce phénoméne a initialement
été mis en évidence par Frigerio et al. (1973). Gomez et al. (2007), Duran et Alvarez (2007),
Vogna et al. (2004) ont également observé qu’en dépit de ce phénoméne, la fidélité de la mesure
est suffisante avec une répétabilité et reproductibilité considérées comme acceptable. Se faisant
aucune correction des mesures n'a été entreprise afin de prendre en compte la contribution de
I'iminostilbéne. Parce que certains auteurs suggerent que le phénoméne est dépendant de I'état
de linjecteur, il apparait plus qu'évident que le recours a la technique de CL-SM est souhaitable.

La séparation est généralement acquise sur des colonnes classiques présentant des phases
stationnaires de type DBSMS, DB5 et HP5MS ou leur équivalent et de dimension 30 m * 0,25 mm *
0,25 um, en mode gradient 50 a 300°C.

Ces couplages se sont vus challengés par les couplages mettant en jeu des techniques de
chromatographie en phase liquide-ionisation a pression atmosphérique - spectrométrie de masse
qui sont compatibles avec I'analyse de composés polaires, peu volatiles.

V.2.2. Analyse par chromatographie en phase liquide

La séparation est classiquement réalisée sur des colonnes en phase inverse de type C18, C8 et
nécessite des étapes de développement importantes concernant I'optimisation de la séparation de
certaines classes de molécules avec le recours a des agents d'appariement d’ions. Au regard de la
grande diversité des molécules ciblées, le recours a des phases tamponnées est classique. De



Convention ONEMA-LNE N ° 1187/09 - Document DMSI/2 — Page 14/29

nouveaux types de phase stationnaire ont été designés pour la séparation des molécules
hautement polaires : chromatographie de type HILIC (Hydrophilic Interaction Chromatography).
Trés récemment la commercialisation de nouveaux types de colonnes de chromatographie en
phase liquide ultra rapide (UPLC, RRLC) a soulevé un engouement majeur. Ces colonnes
présentent une efficacité plus importante dont résultent des pics chromatographiques plus fins,
une meilleure séparation et des temps d’analyse plus courts.

L'ionisation a pression atmosphérique est généralement réalisée par electrospray méme si dans
des applications trés spécifiques le recours a l'ionisation chimique a pression atmosphérique, la
photo-ionisation a pression atmosphérique sont rapportees.

Comme cela a déja é&té mentionné, les détecteurs de type triple quadripdle sont trés largement
utilisés pour leur sensibilité et leur sélectivité. Le développement de nouvelles techniques hybrides
trappes & ions linéaires/quadripdle qui combinent les capacités des triples quadripdles (QqQ) et
des trappes a ions en une seule plate-forme offrent de nombreuses possibilités quant a la
détermination de « vrais positifs » avec une confiance importante.

Les techniques de couplage CL-SM-SM sont maintenant unanimement reconnues comme les
techniques de référence pour I'analyse des substances pharmaceutiques et de leurs métabolites.
Et cela, en dépit d’une de leur limitation majeure : leur forte susceptibilité aux effets matriciels.

V.2.3. Les effets matriciels

Les effets matriciels existent aussi bien dans les couplages de chromatographie en phase gazeuse
avec la spectrométrie de masse que dans les couplages de chromatographie en phase liquide
avec la spectrométric de masse et peuvent affecter la qualité des données générées. Ce
phénoméne est quasi incontournable dans les couplages CL-SM et CL-SM-SM, plus rare dans les
couplages de CG-SM et CG-SM-SM.

Il peut conduire a une suppression du signal partielle ou totale (faux négatif) ou a une amélioration
du signal (faux positif). Il peut étre généré par les composés interférents, présents dans les
extraits, et qui possédent des ions similaires (a la fois en SM simple ou en SM tandem). Dans cette
configuration, le probléme peut étre résolu par le choix d'un autre ion non interfére, par
l'amélioration de la procédure de préparation de ['échantillon (purification plus poussee,
changement des conditions de préparation) ou par 'amélioration du processus de séparation (en
CG comme en CL).

L’effet matriciel engendré par une interaction/compétition entre I'analyte et les composantes de la
matrice est propre aux couplages mettant en jeu la CL-SM (SM-SM, etc....). En effet, ces
couplages reposent sur la mise en oeuvre d'un processus d'ionisation dit a pression
atmosphérique qui est considéré comme un processus d’ionisation doux par comparaison a
I'impact électronique (processus qui entraine une fragmentation de la molécule visée et également
de la matrice) couramment employé dans les couplages de chromatographie en phase gazeuse a
la spectrométrie de masse. En chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse, ce phénoméne a été mis en évidence dans les 2 modes d'ionisation les plus répandus
(electrospay (ESI) et ionisation chimique a pression atmospherique (APCI)), bien quil y ait une
prévalence des effets en mode electrospray. Pour contrer ce phénomeéne, plusieurs stratégies sont
classiquement mises en oeuvre (Kloepfer et al.,, 2005; Antignac et al., 2005) : purification de
I'échantillon (complexe a mettre en oeuvre dans les analyses multirésidus, probléme de pertes des
composés d'intérét), amélioration de la technique de séparation (Van De Steene et al., 2006; Van
De Steene and Lambert, 2008), dilution des extraits, division (split) avant I'entrée dans le
spectrométre de masse. Plus généralement, la mise en oeuvre de différentes méthodes de
calibration peuvent étre envisagées pour générer des données plus fiables (méthode des ajouts
dosés (Baugros et al., 2008), double étalonnage (étalon interne et étalon d'injection), methode de
dilution isotopique).

 LNE
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VI Méthodes analytiques disponibles sur le site NORMAN

Vi1 Le réseau NORMAN, un bref rappel

Le reseau NORMAN a commencé ses activités en septembre 2005 avec l'aide financiere de la
Commission européenne (projet NORMAN - 6éme programme-cadre N° 018486).1l est maintenant
établi comme un réseau auto-entretenu permanent des laboratoire de référence, de centres de
recherche et d’ organismes connexes impligués dans la surveillance et le biomonitoring des
substances émergentes dans I'environnement. Ses missions sont d’augmenter les échanges
d'informations et la collecte des données substances émergentes dans I'environnement; d’
encourager la validation et 'harmonisation des méthodes de mesure et de surveillance, d’ assurer
et de favoriser la connaissance sur les polluants émergents par des projets de recherche
interdisciplinaires et collaboratifs.

V1.2, La validation de méthode sous NORMAN, un bref rappel

La validation de méthode est le processus de verification que la méthode est ajustée a son objectif
initial, c’'est a dire pour fournir des données appropriées pour solutionner un probleme particulier
ou repondre a une question particuliere. Ce processus inclut :
- d’établir les caractéristiques de performances, les avantages et les limites de la méthode et
- d’identifier les facteurs qui influencent et peuvent affecter ces caractéristiques et leur étendu,
- d’évaluer de maniére détaillée les résultats de ce processus en relation avec les intentions
(initiales) de la méthode, eg concordance.

VL.3. Exploitation de la base de données NORMAN

Les résultats issus de linvestigation de la base de données Norman sont présentés dans les
tableaux. Un certain nombre d’éléments peuvent étre tirés de ce travail et sont exposés dans les
points ci dessous.

- Sur 'ensemble des molécules sélectionnées, seuls la carbamazépine et le diclofénac voient
des méthodes renseignées ce qui est justifié par la fait que ces deux molécules sont les
molécules pharmaceutiques les plus étudiées. La base de données ne recense aucune
méthodes d’analyse des agents de contraste ce qui est [a aussi cohérent avec les intéréts de
la recherche européenne actuelle.

- La base de données ne présente aucune méthode pour des métabolites ou des produits de
transformation connus de ces molécules.

- L’hétéerogénéité des pratiques analytiques (fraction caractérisée, détection, niveau de
validation, etc....) et des criteres de performances analytiques (limites de quantification,
maitrise des incertitudes, etc...) est notable et confirme la nécessaire harmonisation des
méthodologies et leur transfert vers [a normalisation.

- Il est intéressant de noter que la grande majorité des laboratoires qui ont renseigné la base de
données ont participé a I'essai inter laboratoires organisé par Norman en 2007 (Case study 2)
sur les anti-inflammatoires non stéroidiens (incluant le diclofénac). Preuve une nouvelle fois du
grand dynamisme et de la grande volonté de I'ensemble de la communauté de recherche
européenne. Cela conforte également 'idée que le recours a ce type d'essai inter laboratoires
est indispensable a 'amélioration de la fiabilité et de la qualité des données.

En I'état actuel, la base Norman constitue une premiére approche dans la recherche de méthodes
d’analyse de substances pharmaceutiques dans les matrices environnementales. Cependant,
force est de constater, qu'il est plus quindispensable de rester critique quant aux niveaux de
renseignements et de validation des méthodes référencées.

4L E
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VIl Autres méthodes disponibles

Parce que la base de données NORMAN est apparu comme trop peu représentative, un travail de
recherche de bibliographie annexe a été conduit. Il s’est focalisé sur d'une part la recherche de
méthodes d'analyse des produits de contraste iodés dans les matrices environnementales
aqueuses et d'autre part sur la recherche de méthodes d’'analyse de la carbamazépine et du
diclofénac prenant en compte leurs métabolites et produits de transformation connus. Une
synthese (méthodes et critéres de performances associés) de cette recherche est présentée dans
les Tableaux 7, 8, 9.

Une lecture critique de ses tableaux de synthése permet de dresser un panorama objectif de I'état
des pratiques analytiques aussi bien en terme de développement de méthodes que de leur
validation tel gqu’il peut étre observé en se basant sur un état de I'art des publications disponibles a
ce jour. Tout d’abord, il faut noter que le faible nombre d'études a s'étre focalisé sur les
associations produits parents-produits de transformation affecte la représentativité des
interprétations et des discussions exposées ci-apres. Elle n’en altére cependant pas la pertinence.
Leur extrapolation a 'ensemble des méthodologies et pratiques s’adressant a I'étude des residus
medicamenteux pourrait &tre délicate.

Le premier élément remarquable est I'hétérogénéité des méthodologies de traitement de
I'échantillon (pour une méme classe de molécules ou entre les differentes classes de moléecules
qui sont référencées dans ces études et qui laisse présager que la normalisation d’'une méthode
«universelle» ou «unique» de préparation de I'échantillon visant a I'analyse quantitative de résidus
médicamenteux dans les matrices environnementales aqueuses sera techniquement complexe.
De gros efforts devront étre entrepris afin d’évaluer les differentes méthodologies disponibles et de
sélectionner les meilleures techniques disponibles (ce qui nécessitera auparavant de définir
précisément les objectifs visés par ces travaux et les critéres de décision).

Concernant les méthodes de séparation et de détection, la généralisation des approches mettant
en jeu la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem n’est
pas surprenante et d’autant plus pertinente que I'on s’intéresse ici a des produits de métabolisation
qui sont caractérisées par un net caractere polaire.

Dés lors que la réflexion se porte sur I'évaluation des critéres de performances méthodologiques,
'analyse est rendue difficile par 'hétérogénéité de la terminologie employée par les différentes
études et par les plans d’expérimentations associées (notamment concernant les critéres tels que
la limite de quantification, I'évaluation des effets matriciels ; le calcul des taux de récupération
I'évaluation de la spécificité de la méthode, le choix des méthodes de quantification); ce qui rend
toutes comparaisons trés délicate. |l est également remarquable de mettre en avant qu’'un certain
nombre de ses éléments ne sont pas renseignés dans les études alors qu’ils sont susceptibles
d’en affecter la pertinence ou tout du moins la fiabilité des données générées. Plus largement, il
est également remarquable de souligner que I'ensemble des travaux évoqués au travers de cette
revue bibliographique ne renseigne pas de la conduite d'étude de stabilité des échantillons au
cours du processus analytique; notamment entre le temps d'échantillonnage et le commencement
des étapes de pré-traitement de I'échantillon; au cours des étapes de traitement de I'échantillon.
Ceci est d'autant plus notable si I'on considére que ces études se focalisent sur des produits de
transformation. Méme si une part importante de ces molécules est issue du métabolisme humain, il
est crucial de garder a I'esprit qu’'un certain nombre d’entre elles (produits de transformation) peut
également étre issu des mécanismes de transformation biologiques qui peuvent se dérouler dans
les matrices naturelles (au sein desquelles une flore bactérienne disposant des arsenaux
enzymatiques nécessaires a la conduite d’activité de métabolisation peut étre présente). Enfin, une
analyse critique des méthodes disponibles permet de mettre en avant [l'absence de
renseignements concernant les niveaux d'incertitudes liés aux méthodologies exposées
(incertitudes élargies avec k=2). Il est ici utile de rappeler que d'une part ce paramétre est une
exigence de la directive QA/QC (2009/90/CE) et de la norme NF 90-210 (2009) et d’autre part ce
parameétre est indispensable a la comparabilité des données de mesure ainsi qu’a I'estimation des
tendances qui sont deux points fondamentaux de la surveillance chimique des milieux.

(LNE
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Ces constats ne font que renforcer le besoin d’harmoniser un modus operandi pour le
développement et la validation de méthodes d’analyse quantitative en général et applicable aux
résidus médicamenteux en particulier.

En résumé, un nombre important d'efforts dans le domaine de la validation et de I'harmonisation
de méthodes d'analyses pour les produits sélectionnées et leurs métabolites de dégradation doit
étre entrepris afin d’'améliorer la qualité et la comparabilité des données de mesure.

Suite du rapport page suivante
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VIl Conclusion - Evolutions nécessaires

Au cours des 5 dernieres années, un nombre important de revues a été publié couvrant les
domaines de la préparation de 'échantillon a 'analyse, que ce soit pour des matrices liquides ou
solides. La Figure 4 présente une synthése des principaux faits marquants qu’elles ont apporté.

Procédure analytique

Prép Déteclion

AINS Farre et al,, 2007

S Phac, Sols et sédiments Kim et Carlson, 2005
+ 444 ’ ’ h
Eesss-—-—s—eeeeseseeeeeee-eesssnm——— | Phac, Matrices environnementales  Petmovic et al., 2005
4+ :
Phac chirales, Pérez et Barcelo., 2008
Matrices environnemenlales
4
e —— Phac, Matrices environnementales  Pavlovic el al,, 2007
++ +4+ ++

Fatla el al., 2007

EEEEss—————————————esessssmssn | Phac, Eaux et stations d'épuration

Phac, Matrices environnementales  <0stopoulou et Nikolau, 2008

s Phac, Mafrices environnementales 00 o1 41 2006
et stations d’épuration '

+ ++ ++

e hAC Dasiques Hernando et al., 2007

mmmmsn  Phac produits de transformation Kosjek et Heath, 2008
Figure 4 : Principaux domaines d'intérét des états de I'art analytique de la bibliographie.

Ces travaux ont permis de metire en évidence certains éléments clés qui sont présentés ci
dessous et qui ont également conditionné les choix de développement et de recherche proposés
en 2009 :

= Petrovic et al. (2005) mettent en avant la nécessité de développer des méthodes génériques
qui permettront la détermination simultanée des composés pharmaceutiques parents et leurs
produits de dégradation ;

= Kim et al. (2005) mettent en avant le manque de méthodes analytiques fiables pour mesurer
les molécules pharmaceutiques dans les matrices solides, notamment et la nécessiter d'y palier
afin de parvenir & une meilleure compréhension des risques environnementaux liés a ces
molécules ;

= Farré et al. (2007) mettent en avant la nécessité de déterminer les voies de dégradation, dans
ce cas precis, des anti-inflammatoires non stéroidiens et d’évaluer ces métabolites et produits de
transformation. Les auteurs mettent en perspective les potentialités offertes par les nouveaux
spectrometres de masse hybrides (TOF/SM ; Q/TOF) pour y parvenir ;

= Fatta et al. (2007) mettent en avant la nécessité de poursuivre d’une part les approches visant
a diminuer les limites de détection et d’autre part les développements méthodologiques afin de
tendre vers des mélanges plus complexes ;

= Kostopoulou et al. (2008) rapportent 'important besoin d’améliorer d’'une part I'exactitude des
méthodes et d’autre part la sensibilité. Les auteurs encouragent les futures recherches a évaluer
I'impact des molécules pharmaceutiques et leurs métabolites et produits de transformation au sein
des écosystémes aquatiques ;

4 LNE
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= Gros et al. (2006) mettent en avant les tendances actuelles dans le développement de
méthodes génériques qui permettent 'analyse simultanée de plusieurs classes de molécules. Les
auteurs déplorent que la majorité des efforts de recherche soient toujours focalisés sur les
molécules pharmaceutiques parentes alors que l'analyse simultanée des produits de
transformation et des métabolites est clairement indispensable. Les auteurs proposent les
nouvelles technologies de spectrométrie de masse hybride comme des solutions intéressantes a
examiner ;

= Hao et al. (2007) concluent leur étude sur la nécessité de réfléchir a des protocoles de
développement «standardisés» ainsi que la généralisation de I'usage de contrle qualité (QC) afin
de maintenir un niveau de confiance important dans les données environnementales. Avec pour
objectifs de permettre une meilleure évaluation et compréhension des effets écotoxicologiques liés
a la présence de molécules pharmaceutiques et leurs métabolites et/ou produits de transformation
dans I'environnement.

Conclusion

Les études de synthése qui ont été menées dans le cadre de ce travail sous I'égide AQUAREF
permettent de confirmer les besoins d'amélioration de la qualité et de la comparabilité des
données de mesure au regard des méthodes et techniques d’'analyses disponibles a ce jour pour
'analyse de résidus médicamenteux. Une harmonisation, @ minima, des pratiques est plus que
recommandée ; un transfert vers la normalisation est plus que souhaitable et cela d'autant plus si
ces substances rentrent dans des listes de suivi DCE (bon état chimique, bon état écologique) au
niveau national ou européen. Ces observations sont d’ailleurs confortées par les résultats du
second exercice d'inter comparaison sur les anti-inflammatoire non stéroidien organisé par le
réseau NORMAN et qui confirme que I'harmonisation des méthodes d'analyse affecte de maniére
favorable la dispersion des résultats (Heath et al., 2010).

Dans lattente que ces travaux s'initient, le LNE propose un “Modus operandi: Pour le
Développement et la Validation de méthodes pour I'analyse de Substances Pharmaceutiques dans
les Matrices Environnementales” dans la deuxiéme partie de ce travail.

Ce travail de réflexion et de proposition prend en compte un certain nombre de points techniques
et pratiques liés a la validation interne des méthodes d'analyse et intégre les enjeux liés a la
tracabilité métrologique des techniques d'analyse.

Paris, le 18 mai 2010

La Responsable du
Pble Chimie et Biologie

Sophie VASLIN-REIMANN

Suite du rapport page suivante
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