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Données bibliographiques

| 'estrone (E1)

» Présence dans I'environnement
- hormone stéroidienne, se trouve naturellement dans les systemes
aquatiques (excrétée par les organismes aguatiques)
- rejets des stations d’épuration (faible élimination)
- biodégradation du 17B-estradiol (hormone de synthese) en estrone
- estrogene majoritaire dans les eaux continentales et marines
(~ quelques ng/L, Hohenblum 2004, Zuo 2006)
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Données bibliographiques

| 'estrone (E1)

» Sources et Mécanismes de transport dans I'environnement

Produits Sites de — NN Produits
pharmaceutiques —— production Vetérinaires
a usage humain /

» Excrétion

Excrétion >

Station d’épuration
i e

Eau de surface [~ =

! /
Eau souterraine

Effets sur les Effets sur la
- . ‘— - 7 -
organismes aquatiques Eau de consommation |~ santé humaine ?
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Données bibliographiques

| 'estrone (E1)

> Effets sur les organismes

- iImpact sur la reproduction et le développement a des concentrations
de 1 ng/L (Crews 2000)

- demasculinisation a 25 ng/L (Routledge 1998)

- effets estrogéniques chez les poissons : féminisation, diminution de la
synthese de testoterone, diminution de la taille des testicules, changement de
sexe ... (Orlando 2004, Lai 2002)

- effets observes aussi chez les amphibiens et reptiles

> Effets sur la santé humaine
- pas de relation de cause a effet identifiée mais quelques observations
- augmentation des cancers du sein, des testicules et de la prostate
- diminution de la fertilité chez les hommes

» Photodégradation : temps de demi-vie

- sous irradiation polychromatique : 60 et 68 min (Liu 2004, Coleman
2004)

- sous lumiere solaire (Suntest) : 4,7 h (Lin et Reinhard 2005)
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Données bibliographiques

La Matiere Organique Naturelle s el et - iy
Dissoute (MOD) n—e 8 e ong —]» o) i o

Il
HO—C—Ha € M H

» Présence dans I'environnement

- matrice complexe comprenant de nombreux groupements OH ainsi
gue des cycles aromatiques

- processus naturel de décomposition des écosystemes : origines
terrestre et aquatique

- composition et concentration (entre 5 et 50 mg/L) tres diverses selon
la nature du milieu d’origine (Thurman 1985)

» Photodégradation sous lumiere solaire

- décomposition, minéralisation

- la MON sensibilisatrice : formation d’especes réactives susceptibles
d’engendrer une dégradation (*O,, OH°, electron solvates, RO, ... Aguer 1999)
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Matériel et Méethodes

Photolyse

> Photodégradation sous lumiere solaire (simulateur solaire Suntest Atlas

C P S+) Distribution spectrale:
CIE 8571989
B Avec filtre lumigre du jour
_/__——————-1

£
i N }
. 7 E L‘W\M M |

E— - N
Analyses — e
» HPLC-UV
» SEC
» LC-MS

» Spectrophotometre, Fluorimetre, COTmetre
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Matériel et Méethodes

Protocoles de photolyse

» Solutions prépareées par dissolution dans I'eau ultra-pure, puis filtrées sur
0,45 um, pH amené au pH voulu par ajout de NaOH ou HCI

> Utilisation de vials en verre transparents exposés horizontalement a
I'irradiation

» Témoins sous papier d’alu

> Ajout d’inhibiteurs d’especes réactives : azoture de sodium (2 mM)
propan-2-ol (0,26 M soit 2 % v/v)

Analyse HPLC

» Séparation sur colonne Kromasil C18, phase mobile : 30/70 H,O/MeOH vl/v,
1 mL/min, A=220 nm
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Photolyse estrone

Photolyse directe

» Variation de la concentration initiale

Obijectif : diminuer la concentration initiale pour se rapprocher des

concentrations environnementales
» Variation du pH
Obijectif : se trouver au pH des eaux supercifielles

> Especes réactives mises en jeu

Objectif : grace a I'ajout d’'inhibiteurs de radicaux spécifiques, identifier et
évaluer les apports de chacune des especes reactives etudiées
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Photolyse estrone

Photolyse directe

» Variation de la concentration initiale

- Photodégradation de E1 efficace
sous simulateur solaire (témoins
sous papier alu ok)

- Peu de différences pour l'allure
cinétique des photolyses directes
de concentrations en E1 de 3,94,
2,89 et 0,67 UM (32 % environ
photodegrades)

:> La suite des expériences
sera realisée a des
concentrations <1uM

10

[E1V[EL]

\'
L 4
0,9 .
.
081 ¢394uME1 IS
2,89 uM E1
676 nM E1 .
0,71 & Témoins 3,94 uM
Témoins 2,89 uM
Témoins 676 nM
0,6 ;
0 1 2 3 4

Durée irradiation (h)

GRUTTEE 2009 Nancy 26/10/09



Photolyse estrone

Photolyse directe

» Variation du pH

- Que ce soit a pH acide ou pH neutre,
peu de variation observable (5 %) méme
pour des temps d’iradiation plus longs (8

heures : 51 et 51 %)

1 J

pHG6

0,81 pH7,4
o
—i
L
= 0,6
—i
w,

0,4

0,2 ‘ ‘

0 2 4 6

11 Durée irradiation (h)

[E1J[EL]

.
. ¢ pH3
0,9 1
o pHG6
.
0,8 .
*
.
0,7
’ *
0,6 ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4

Durée irradiation (h)

> pH voisin du pH neutre choisi
pour les expériences suivantes
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Photolyse estrone

Photolyse directe

> Especes réactives mises en jeu

1 J
2

- Ajout d’azoture de sodium NaN,
pour I'oxygéne singulet 0.8 .
- Ajout de propanol pour les radicaux . -
hydroxyle n :

= 06 s

—

L + 808 nM E1 S

2
- Peu de differences pour la Ut ELL Al L A= 2 I
z y . NaN3

photodégradation de E1 en présence e
du propanol 0 |_Propanol ‘
- Pb.: I'ajout de NaN, favorise la e 5 p 2 .
degradation ( ions azoture en exces) Durée iradiation (h)

:> Pas d’identification possible du role de 10,

Radicaux OH°pas présents dans la réaction
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Photolyse estrone

Photolyse indirecte

» Premiers tests

Objectif : observer un effet photoinducteur ou photoréducteur de la MOD

» Influence de la nature de la MOD

Objectif : photolyses induites réalisees a I'aide de différents extraits de MOD
» Especes reactives mises en jeu

Objectif : grace a I'ajout d’'inhibiteurs de radicaux spécifiques, identifier et
évaluer les apports de chacune des especes reactives etudiées

GRUTTEE 2009 Nancy 26/10/09



Photolyse estrone

Photolyse indirecte

» Effet photoinducteur de la MOD

748 nM E1 + 9,6 mgC/L MO
® 643 nM E1 + 9 mgC/L MO
676 nM E1
¢ 748 nM E1

- Photolyse en présence de MOD > H,O
(35 et 30 % respectivement) - .
- Variation faible cependant =
% 0,8 1
—
L,
0,7
:> Légere photosensibilisation de la
MOD 0.6
A vérifier sur une plus longue 0

durée d’irradiation
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2 3 4

Durée irradiation (h)
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Photolyse estrone

Photolyse indirecte

» Effet photoinducteur de la MOD

¢ 813 nM E1
879 nM E1 + 8,5 mgC/L MO
0,8
- Au bout de 8 heures : 66 % E1
dégradés (51 % dans I'eau UP) ao
= 06 ]
—
==
4
0,4
0,2 ‘ ‘
0 2 4 6 8

Durée irradiation (h)

:> La MOD, un photosensibilisateur
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Photolyse estrone

Photolyse indirecte

» Influence de la nature de la MOD
3 extraits utilisés : acides fulvigues du Pinail, acides fulviques de Suwannee et

HPO de South Platte (20 mg MOD/L soit 10 mg C/L)

Absorbance relative

16

0,5

0,375

0,25

0,125

—— AF Suwannee

o

2 e

AF Pinalil

HPO South
Platte

200

300 400

500 600

Longueur donde (nm)

Ordre d'absorbance UV-Visible :

AF Pinail>AF Suwannee>>HPO South Platte
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Photolyse estrone

Photolyse indirecte

» Influence de la nature de la MOD

3 extraits utilisés : acides fulvigues du Pinail, acides fulviques de Suwannee et
HPO de South Platte (20 mg MOD/L soit 10 mg C/L)

1
/\ —— AF Suwannee
AF Pinall

0,75
HPO South
Platte

0,25 1

Cps relative
o
a1

Ordre d’émission de fluorescence :

AF Suwannee>AF Pinail>HPO South Platte

AF Pinail et Suwannee plus aromatiques
gue HPO South Platte

300 400 500 600
Longueur donde d'émission (nm)
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Photolyse estrone

Photolyse indirecte

» Influence de la nature de la MOD

*
- Chacun des extraits = photosensibilisateurs ¢g | N o
A o
(@]
- Ordre d’efficacité photoinductrice : i Yo
= 0,6 A o
) ] E ¢ H20mQ" A o
HPO SP>AF Pinail>AF Suwannee = T A o
76% 66% 56% 04| Pinai i
’ A88mg C/LAF
Suwannee"
. 9,4 mg C/L HPO
> Relation nature de la MOD — ., |__South Platte ,

efficacité photoinductrice 0 2 ;1 6

Durée irradiation (h)
Ordre inverse de I'’émission
de fluorescence
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Photolyse estrone

Photolyse indirecte

> Especes réactives mises en jeu

¢ E1 + AF Pinail"
o - Diminution de la photodégration en
El + AF Pinail + 2 ,
08{ mM NaN3" présence de NaN; et du propanol
¢ E1 + AF Pinail + 2 (58 et 56 % de E1 dégradés)
= , ] propanol
L
= 06
—
L .
2
0,4 o : :
> :> 10, =8 % de la photolyse induite
OH°=10%
0,2 ‘
0 2 4 6 8
Durée irradiation (h)
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Photolyse estrone

Photolyse indirecte

> Especes réactives mises en jeu

[E1J[EL]

20

0,8 1

0,6 1

0,4 1

0,2

¢ E1 + AF Suwannege

1+ AF Suwannek - Diminution de la photodégration en

¢ + 2 % propanol

2

2

4 6 8
Durée iradiation (h)

+2mM NaN3 présence de NaN; et du propanol
R annee (54 et 49 % de E1 dégradés)

:> 10, =2 % de la photolyse induite
OH°=7 %
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Photolyse estrone

Photolyse indirecte

> Especes réactives mises en jeu

[E1J[EL]
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0,75 1

0,5

0,25 1

¢ E1 + HPO South
Platte

El + HPO South
Platte + 0,5 mM NaN

~ E1l + HPO South
Platte + 2 % propan

2

Durée irradiation (h)

- Peu de modification en présence
du propanol (70 % de E1 degrades)

- NaN, : méme effet observé qu'au

cours de la photolyse directe
(augmentation due a I'ion azoture)

:> OH°= 6 % de la photolyse induite
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Photolyse estrone

Photoproduit
» Cinétiques de formation (photolyse directe)

# Sous-produit pH 6
Sous-produit pH 7,4
0,75 | =
51 % de E1 dégradés — 28 % de P1 formés
=
ILI—JI 0 5 |
T @ . |
— i> Réaction de formation pas totale
0,25 . 4 C)
o b T T
0 2 4 6 8
Durée irradiation (h)
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Photolyse estrone

Photoproduit

» Cinétiques de formation (photolyse directe)

[E1/[E1]o

23

0,4

0,3

0,2 1

0,1

¢ Ss-pdt 808 nM E1

Ss-pdt 811 nM E1
2 mM NaN3

Ss-pdt 810 nM E1
2 % propanol

> propanol

NN

OH°

Durée irradiation (h)

) - Pas de modification en présence du

- Léegere diminution de la formation en
présence de NaN,

:> Pas de participation des radicaux
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Photolyse estrone

Photoproduit

» Cinétiques de formation (photolyse induite)

[E1V[EL]
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1 o 0,4
o ¢ Ss-pdt E1 H20mQ
o Ss-pdt E1 + AF Pinail
0,81 = o 031 4 Ss-pdt E1 + AF Suwannee &
A
N o Ss-pdt E1 + HPO South Platte o
é —
<o L <o
0,6 - p— A o = 021 o A
o mQ" — 'y
Coso i :
8,5mg C/L AF ¢ #
04| Pinair 1 5 $
’ 4 88mg C/LAF ' 0
Suwannee"
9,4 mg C/L HPO *
South Platte |
0,2 T T T 1 0 ¢ T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

Durée iradiation (h) Durée irradiation (h)
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Photolyse estrone

Photoproduit
» Cinétiques de formation (photolyse induite)

0,4
- Formation de P1 plus faible en présence o Ss-pdt E1 H2OmQ
de la MOD et quelle que soit la nature de la Ss-pdt E1 + AF Pinail
MOD 031 a Ss-pdt E1 + AF Suwannee !
=} Ss-pdt E1 + HPO South Platte o
- En présence des AF Pinail et Suwannee : Q 0] o
17 et 19 % formés = ° s
W, o . 1
- En présence de HPO South Platte : 10 % 0,11 = R
formés et dégradation de P1 a partir de 6 . ’
heures d’irradiation 04 | | |
0 2 4 6 8

Durée irradiation (h)

i> P1 issu de la photolyse directe

Effet écran de la MOD — diminution de la formation
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Photolyse estrone

Photoproduit
» Analyse LC-MS

RT: 0,58 - 14,42

) El P1

Estrone
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Photolyse estrone

Bilan cinétigue

» Photolyses directe et indirecte

Tableau : Constantes de vitesse de pseudo premier ordre pour la photodégradation
de I'estrone dans différentes solutions

Susbtrat Ko, (1) Kopenans (M) Kopspro (1)

H,0mQ 0,1052| R2=0,989| 0,1484| R?=0,989 | 0,0975| R?=0,954

AF Pinalil 0,1303| R2=0,977| 0,1070| R?=0,994 | 0,1035| R?=0,984
AF Suwannee | 0,1018| R2=0,997| 0,0889| R2=0,964 | 0,0795| R2=0,986
HPO South Platte | 0,1759| R2=0,981| 0,3511| R2=0,935 | 0,1610| R2=0,978
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Conclusions - Perspectives

» Photodégradation par le rayonnement solaire possible de E1 dans le milieu
naturel

» Temps de demi-vie observé : 8 heures (eau UP)

» Mise en évidence de la capacité de la MOD a photoinduire sa dégradation
» Observation du role joué par les especes réactives oxydantes telles que
I'oxygéene singulet et les radicaux hydroxyle mais d’autres especes rentrent en

jeu (états triplets excités de la MOD, ...)

» Un sous-produit observé et identifié par LC-MS

» La relation entre caractérisation chimique de la MOD et capacite
photoinductrice a développer, notamment grace a I'analyse par RMN du C des
extraits utilisés

> Toxicité du photoproduit
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