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Institut Nationnal de la Santé et de la Reche Médicale

Internal Standard

International Organization for Standardization
Coefficient de partage octanol-eau
Liquid Chromatography

Limite de Détection

Liquid-Liquid Extraction

Limit Of Detection

Limit Of Quantification

Lowel Observed Adverse Effect Level
Limite de Quantification

Méthod Limit Of Detection

Méthod Limit Of Quantification



MRM

MS
NHANES
NOAEL
NORMAN

NP
NPE
NPEO
OCDE
OP
PAC
PPARy
PPM
PVC
QA
QC
RE
RSD
SIN
SD
SPE
sw
TCPA
TeCBPA
TW
UE
UF
UPLC
USA
VTR
W

Multiple Reaction Monitoring

Mass Spectrometry

National Health And Nutrition Examination1Say
No Observed Adverse Effect Level
Network of Reference laboratories and related aegaions for Monitoring and
bio-monitoring of emerging pollutants
Nonylphénol

Nonylphénol Ethoxylate

Nonylphénol Ethoxylate

Organisation de Coopération et de DéveloppeBemnomiques
Octylphenol

Powder Activation Carbone

Peroxisome Proliferator Activated Receptor
Partie Par Millions

Polychlorure de Vinyle

Quality Assurance

Quality Control

Rendement d’Extraction

Relative Standard Deviation
Signal-to-Noise

Standard Deviation

Solid Phase Extraction

Surface Water

trichloro-bisphénol A

tétrachloro-bisphenol A

Treated Water

Union Européenne

Uncertainty Factor

Ultra-Performance Liquid Chromatography
United States of America

Valeur Toxicologique de Référence
Woman
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La reconnaissance de l'influence de I'environnenmntla santé humaine a émergé
officiellement au plus haut niveau, lors de la éahce d’Helsinki organisée par le bureau
européen de l'organisation mondiale de la Sant&9®4. Une chartre de I'environnement et
de la santé a été mise en place par les membrasyaitd des droits et obligations pour les
individus, les gouvernements et les différents wasteCette chartre décrit également les
éléments de la stratégie et les priorités d’addifim de réduire le risque sur la santé.

Plus d’'une centaine de produits chimiques fabriquegsI’hnomme ont montré qu’ils
perturbaient le systéme endocrinien de I'animatlet’homme. Un inventaire européen a
classé 42 substances dont le bisphénol A et leglpfugnols en catégorie | (prioritaire) car
présentent de toute évidence un effet perturbasdocrinien (European Union, 2000). Le
bisphénol A et les nonylphénols sont utilisés erssaadans l'industrie a travers le monde
depuis plus de 40 ans.

Le bisphénol A (BPA) est utilisé comme monomere dangroduction de plastiques
de type polycarbonates et de résines epoxys. Legpinols sont utilisés en majorité pour
la fabrication des nonylphénols étoxylés (NPE) epirent dans la composition de nombreux
produits tels que les détergeants, émulsifianesntsgde mouillage, textiles. Les nonylphénols
(NP) sont également utilisé comme adjuvant darfighbdcation de plastique. L’homme est en
contact permanent avec le BPA et les NP car ileeehtlans la composition d’'un tres grand
nombre d’objets. Le BPA et les NP sont présents dlanvironnement car ils peuvent y étre
rejetés lors de la fabrication, I'utilisation etiteélimination dans les eaux usées.

La complexité des phénoménes qui caractérise wqueisanitaire rend difficile
I'identification d’'un lien entre un facteur envircemental et un effet sanitaire. Le cadre de
référence qui s'impose au niveau internationalirtyste I'évaluation des risques (qui ressort
du domaine scientifique) et la gestion des risg{eps reléve de la décision politique).
Classiquement la démarche d’évaluation des risqesds décomposé en 4 étapes: 1-
I'identification des dangers, 2- la définition desations dose-réponse, 3- I'évaluation de
I'exposition des populations, 4- la caractérisati®s risques sanitaires. La troisieme étape
permet d’identifier les populations qui ont éténtsoou seront en contact avec l'agent
dangereux, et les niveaux et durées d’expositiorespondants notamment par des études de
biosurveillance ou biomonitroing (Batesal, 2005, AFSSET, 2006). Ces études sont basées
sur l'analyse des polluants environnementaux ouslemétabolites dans les milieux
biologiques des individus concernés. La caract#oisa du risque qui constitue

I'aboutissement de la démarche s’élabore a pa#diudes épidémiologiques.
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Dans le cas du BPA et des NP les 2 premiéeres étappedé établies. La relation dose-
réponse est connue chez I'animal par des étudexi®logie (INRS, 2006a, ANSES, 2011).
L’évaluation de I'exposition des populations au BRP et leurs dérivés chlorés nécessite la
mise en ceuvre d’analyse de ces micropolluants bamaronnement des individus et des
études de biomonitoring. Le choix du milieu biolpge approprié pour les études de
biomonitoring et également le choix de la moléauledu métabolite recherché sont guidés

par la toxicocinétiqgue du micropolluant dans I'argane humain.

La premiere partie de ce document de these faibilet sur I'état de la littérature au
sujet du bisphénol A, des nonylphénols et de leérivéls chlorés respectifs.

Une deuxieme partie présente notre travail perdpeaes forme d’articles publiés ou
en préparation de publication, concernant les desdg bisphénol A et /ou des nonylphénols
dans I'eau et le lait maternel.

Enfin une discussion générale et conclusion terroéneapport.
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CHAPITREI: LE BISPHENOL A

I.1. FORMULE, PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET USAGES
Le bisphénol A (BPA, 4,4’-dihydroxy-2,2’-diphénylgrane) (N°CAS 80-05-7) est un
produit issu de la synthése chimique dont la foexedt présentée dans la figure 1. Il fait
partie de la famille des diphénylalcanes hydoxglébisphénols. Sa masse moléculaire est de
228,29 g.moL® et il se présente sous forme de poudre blanchespleble dans I'eau. Son

log Kow de 3,32 indique son affinité pour les graisses.

Figure 1 : structure chimique du bisphénol A

Le BPA a été synthétisé pour la premiéere fois edll@ar Alexandre Dianin. Puis,
dans les années 1930, son activité cestrogénigigeéauéliée lors de la recherche d’hormones
de synthese. Dans ce contexte, il a été abandanpéofit du diéthylstribestrol qui avait un

effet acestrogénique supérieur.

La BPA est un produit chimique utilisé depuis ptles50 ans dans la fabrication de
polymeres et de résines. Sa production mondialeiddiena été estimée a 3,8 millions de
tonnes en 2006 (INRS, 2006a, INRS, 2006b). A I'éeheuropéenne, la production annuelle
a été évaluée a 1,6 millions de tonnes en 2005 (dssion européenne, 2010). La France ne
produit pas de BPA mais importe 6 480 tonnes paavat une consommation nationale de
3 500 tonnes par an (INRS, 2005). La consommatisopg&enne annuelle a été estimée a 1
million de tonnes en 2005 et 2006.

Le BPA est utilisé majoritairement comme monomemnsd la fabrication de
polyméres tels que les polycarbonates, les polgestarbonates, les polyarylates, les

polysulfones, les polyétherimides et les polyols.

Les polycarbonates représentent les 2/3 de la ptiodumondiale de BPA (Fédération
de la plasturgie, 2011). Les polycarbonates contetha BPA entrent dans la composition de
produits courants tels que les CD, DVD, les récifgealimentaires, les articles de vaisselles
comme les assiettes, les gourdes, certains équiterékectriques (optiques de phare, pare-
brises de motos...), les couvertures de panneaukeslaertains articles d’automobiles, des

équipements meédicayoxygénateurs de sang, incubateurs, dialyseurguments a usage
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unique), les verres de vue, les peintures, lesiveles encres, la fabrication de feuilles,
tubes...) (ANSES, 2011).

Les polyesters carbonates sont utilisés notammams IBautomobile, les transports,

les portes de micro-onde, les seche-cheveux, lesfeepasser, les emballages médicaux...

Les polyarylates contenant du BPA sont utiliséssdas équipements médicaux, le

traitement des eaux (conduites, pompes,...), 'autoleob

Les polysulfones sont utilisés, entre autre, damsddbmaine médical (plateaux
chirurgicaux, humidificateurs, membranes de filtnatpour eau potable, pour hémodialyse),

dans I'électroménager (cafetieres, cuisiniered)es@beveux) et en plomberie.

L'usage des polyéthérimides est trées varié et pamele ils entrent dans la

composition des éléments de pompes de distribdboisson.

Les polyols représentent une utilisation relativeméible et peuvent servir a
fabriguer des peintures, des plastigues et autredujis de grande consommation. Les
polyméres de BPA entrent aussi dans la composiiencosmétiqgues (rouges a lévre,

magquillage pour le visage et les yeux et verniagle).

Le BPA est un constituant de nombreuses résinesgted les résines époxydes, les
résines vinylesters, les résines phénoplastigassgbkines phénoliques et les résines polyester

insaturées.

Les résines époxydes sont la deuxieme utilisatiorBBA avec 191 520 tonnes de
BPA utilisés par an (ANSES, 2011). Le diglycidyhét de BPA (BADGE ou DGEBA) est la
résine époxyde la plus utilisée parmi celles faFaps a partir du BPA. Les résines époxydes
font partie des produits de consommation couraate fjue le revétement intérieur de
canettes, de conserves, de pots en verre, de oulidisusage, des amalgames dentaires. Mais
€également dans de nombreux autres secteurs : geénige secteur automobile, isolants,

composites,...

Les autres résines entrent dans la composition ehbreax produits courants tels que
les contreplaqués, les panneaux de particuleqdedures, les piscines, les revétements de

sols.

Le BPA est également utilisé comme agent révélatieucouleur dans les papiers

thermiques, notamment dans les tickets de caistaetetrettes de cartes bancaires. Jusqu’en
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2005, le BPA était utilisé comme antioxydant daagabrication du PVC avec 2250 tonnes
utilisé par an en 1996/1999 en Europe.

1.2. PRESENCE DANS L’ENVIRONNEMENT
Le BPA est un composé semi-persistant, qui estuitbige dans I'environnement.
Depuis 10 ans, le BPA a été largement analysé @éamailieux environnementaux.

De multiples études ont quantifié le BPA dans défié,s milieux aquatiques, incluant
les effluents, I'eau de riviere, I'eau souterraitieau potable. Les sources majoritaires de
contamination par le BPA du milieu aquatique sestédffluents municipaux et industriels des
stations de traitements des eaux usées (&liat, 2012). La concentration du BPA dans les
effluents de stations d'épuration est souvent ieéée & 1,5 pg.. Cependant on retrouve
dans certaines publications des concentrations fugeérieures. Par exemple en Australie,
certains auteurs ont trouvé des concentrations nmage de 23,02 pgl(Al-Rifai et al,
2007) ou au Japon des auteurs ont trouvé une ciwattien moyenne et maximum de 59 et
370 pg.L* dans les effluents traités des industries de taggcdu papier (Fukazavet al,
2002). Dans les eaux de riviére la concentratioBRA varie de 0,5 & 262 ng*L(Flint et al.
2012, Fuet al. 2007, Kuch &Ballschmiter 2001). Ces concentrativasent selon la période
de l'année (Belfroidet al. 2002). La contamination dans les eaux souterraiess
généralement faible méme quand il existe une souleecontamination a proximité
(agriculture, épandage, effluent de stations d&pom). Le maximum retrouvé a été de
2 pg.L* (Flint et al. 2012). En France, 44 % des stations de traitedieat potable utilisent
'eau de surface pour produire I'eau potable e®d8ont uniquement alimentées en eau de
surface. Le BPA est donc susceptible d’étre realans I'eau du domicile. Des auteurs ont
retrouvé du BPA dans I'eau du robinet au domidéébleau 1) a des concentrations comprises
entre 2,3 et 317,0 ng'L Le BPA est également présent dans I'eau en Bleutear sa

libération a partir du contenant en plastique eyqaosbonate (Let al, 2010).

Le BPA est présent dans la terre et les sédimkeatsource majoritaire de BPA dans
la terre est I'épandage des boues d’épuration.cBaentration dans les boues d’épuration
varie entre 0,1 et 3,2 x 1fug.kg" (Flint et al, 2012). Dans une étude oul le BPA a été dosé
parallelement dans l'eau et les sédiments d’'uniergy une concentration plus importante

était retrouvée dans les sédiments (Fdiral, 2012).
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Tableau 1: Etudes ayant dosé le BPA dans I’eau du robinet au robinet (LD : limite de détection, LQ : limite de quantification, NR : non renseigné)

. Médiane
: LD LQ Méthode ,,Nomb_re ou Minimim | Maximum Auteurs
Echantillonnage Blanc 1 1 de d’échantillon > LD >LQ 1 1 ,
(ng.L) | (ng.L) moyenne | (ng.L™) (ng.L™) .
dosage S -1 (Année)
(ng.L™)
. Wanget
|§§grgtli> :rc.)ebé?:?\tur?g) NR 10 100 GC-MS NR 0 NR NR NR NR | al.
(2009)
eaux du robinet chez 2
I'hnabitant (10 fois médiane :
approvisionnées PN froctué mais I'écart-type
6 usines de . | de 7 juin :6 juin : 6/6 | juin : 6/6 | juin: 99,0 | juin: 2,3 | juin: 317 | Li etal.
. résultat non| 0,7 . . GC-MS
traitement communiaud échantillong (2010)
différentes 9 d'eau décembre : § décembrg décembre décembre | décembre décembre |
2 périodes (juin et surchargés : 5/6 : 5/6 48,6 19,8 123
décembre) (Chine) a5ng.lh
100
eaux du robinet chez (Parametre moyenne : Sodreet
Fhabitant (Brési) NR 30 |dajustemen GC-MS 12 12 4 1636 v30| NR NR al,
tdela - (2010)
courbe)
eaux du robinet des 13
habitants de Kuala résence (10 fois le movenne : Santhi
Lumpur et de la pre 0,4 . .| GC-MS 30 30 30 Y ’ 3,5 59,8 et al.
-~ ; mais < LD signal/bruit 14,1
region environnante ) (2012)
(Malaisie)
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1.3. EXPOSITION DE LA POPULATION GENERALE

Selon les agences d’évaluation du risque (EFSA42§02006), la principale voie
d’exposition de la population générale est la \@imentaire (INSERM, 2011). En effet, le
BPA est un constituant des polymeéres utilisés conoo@enant alimentaire (revétement
interne des canettes et conserves, ...). Les monemésaluels de BPA et ceux libérés des
polyméres lors de I'hydrolyse, en particulier lats chauffage, migrent vers les aliments
(Dekant &Volkel, 2008). De ce fait, la concentratide BPA retrouvée dans les aliments est
élevée. Par exemple la concentration de BPA dasxdaserves a été retrouvée jusqu’a
842 pg.kg au Japon (Sajikét al, 2007). Dans une étude canadienne, le niveau deddRs

les boissons en canette était compris entre 0,085@0 pg.L* (Muncke, 2009).

Des dérivés du BPA tel que le BPA glycidyl dimetiyéate et le BPA diglycidylether
sont présents dans les agents de scellement oasiees composites utilisés en dentisterie.
(Fleischet al, 2010). Le BPA est libéré de la résine dentairesda salive grace a des

estérases salivaires. Le BPA est détectable dar&Heures qui suivent le placement.

La voie inhalée contribue minoritairement a I'exiios humaine du BPA. Le BPA
rejeté dans I'atmosphére a une demi-vie courte,21¢oQrs et devrait se retrouver en majeure
partie dans la phase particulaire. En effet, undesa montré que la concentration du BPA
dans la poussiére du domicile était en moyenneQferig.g". Le BPA présent dans les
grosses particules de la poussiere ne peut néasmpampénétrer dans les poumons car elles
sont piégées par le systeme muco-ciliaire puisréege conduisant a une exposition orale
(Dekant &Volkel, 2008).

Comme de nombreux produits de consommation couremtéennent du BPA, la
peau est en contact régulier avec ces produitgjteddes feuilles de papier, les CD, les DVD,
les lunettes, les emballages alimentaires, leslestide sport, les papiers thermiques...
Cependant le passage systémique aprés l'applicatitamée de BPA est limité (<10 %)
(ANSES, 2011).

Il est généralement admis par la communauté stiggmdi que la contamination
humaine est majoritairement d’origine alimentaependant une étude dosant le BPA et ses
métabolites dans les urines sur 1469 adultes agendant 24 heures a montré que le BPA
urinaire ne déclinait pas rapidement. Ces autewpgsent 2 hypotheses : (1) il existe une
autre source d’exposition que l'alimentation compaze exemple le passage cutane, (2) la

toxicocinétique du BPA non conjugué peut se déganreun compartiment d’accumulation tel
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que le tissu adipeux, d’'ou le BPA non conjuguéreltrgué dans le temps (Stahltatal,
2009).

1.4. TOXICOCINETIQUE
Des expérimentations chez 'homme adulte & dessddse0,025 et 5 mg totales
montre que le BPA est intégralement absorbé pamwia digestive (INSERM, 2011). Au

contraire, I'absorption du BPA par voie cutanéasete 10 % de la dose appliquée.

Apres absorption par voie orale, le BPA subit uietefle premier passage hépatique
important (glucurono- et sulfo conjugaison) et skadl 8 % de BPA se retrouvent sous forme
inchangée au niveau plasmatique et le reste souwmefode résidus plasmatiques,
principalement sous forme glucuronide soluble (9298 %) (INERIS, 2010, ANSES, 2011,
INSERM, 2011). Dans le sang, la forme de BPA ingéariée aux protéines plasmatiques
représente 90 a 95 % du BPA et la forme non li&e B % du BPA. Par son caractere
lipophile, la fraction non liée du BPA est distrd®u a I'ensemble des tissus. Apres
administration orale de BPA radiomarqué chez lawmears, les concentrations les plus

élevées sont retrouvées dans le foie et les reins.

Chez 'homme, la glucuronidation du BPA est effeetpar I'isoforme UGT2B15 et
UGT2B7 (ANSES, 2011). Il existe un polymorphismaétque de 'UGT2B15 qui pourrait
entrainer des différences individuelles dans laxdfitation du BPA (INSERM, 2011). La
sulfatation du BPA pour former le BPA-sulfate egalément une voie d’élimination du BPA
mais a moindre mesure chez 'lhomme. Les formesugiuides et sulfates sont des voies de
détoxification car elles sont inactives sur lesepteurs aux cestrogenes. Chez les rongeurs, la
conjugaison a l'acide glucuronide représente alassbie majoritaire mais d’autres formes

ont été identifiees comme I'hydroxy-BPA-glucuronigiégure 2).

La bibliographie n’est pas convergente sur le tenges demi-vie du BPA.
Généralement les syntheses bibliographiques retienme valeur de 4 a 6 h de demi-vie
plamatique du BPA (conjugué + non-conjugué), a@@sinistration orale. Pourtant cette
expression est inhabituelle, puisqu’en pharmactigné on exprime la demi-vie d'un
composé et non celle du mélange de ce dernier agacmeétabolite (ANSES, 2011).
Cependant, des auteurs proposent une apparentevidedi&€limination comprise entre 20 et
80 heures aprés administration orale de BPA radiguéaau™’C (Dekant &Volkel, 2008).
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Les voies d’administration font varier le rappdP]A non conjugué]/[BPA conjugué
+non conjugué]. Comme la voie sous-cutanée s’affriirdu métabolisme intestinal et du
premier passage hépatique, ce rapport est supériunvoie orale (Pottenget al, 2000,
ANSES, 2011).

‘|3H3 CH3
BPA CHs CH3
BPA - sulfate 0 \
OH
CH3
HO —< >— —< >—
CH3 CH20H
HO
HO _@_ _@_ Hydroxy - BPA - glucuronide
CH3 HO COOH

HO
BPA - glucuronide

I
HO COOH HO OO_ CQOH
CH
0 ® OH

HO
Cathéchol - BPA - glucuronide
HO COOH

Figure 2: Voies métaboliques majeures du BPA chez les mammiféres (chez 'homme, la voie
prépondérante est celle qui conduit au BPA-glucuronide) (INSERM, 2011)

Apres ingestion orale d’une dose de 500 ug de BRAgo€ a des volontaires, le pic
plasmatique est atteint environ 80 minutes apiggdstion avec une concentration moyenne

de 800 nmol.L* et est exclusivement sous forme BPA-glucuronidalK®! et al, 2002).

Le BPA conjugué peut se dé-conjuguer en BPA en epass denzyme
B-glucuronidase et arylsulfatase C. f-glucuronidase est présente au niveau des intedtins
foie, des reins et également du placenta et duféetal entrainant la déconjuguaison et ainsi
la formation du BPA a partir du BPA-conjugué (Giesb &Rice, 2009). L'arylsulfatase C,
présent dans les premiers mois apres la naisspauegait également libérer le BPA de sa

forme sulfate.
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Chez 'homme, le BPA est majoritairement éliminésséarme BPA-glucuronide par
les urines. Le BPA-sulfate et le BPA non conjugo@tsretrouvés a des concentrations
moindres (Liao &Kannan 2012, Yet al. 2005). Chez la femme, les proportions de BPA-
sulfate sont plus importantes que chez I'homme, é&uw@gg une meilleure capacité de
sulfatation (Kimet al, 2003). Liacet al.ont montré que la concentration de BPA (conjugué +
non conjugué) urinaire était significativement pklevée chez les caucasiens que chez les

asiatiques (Liao &Kannan 2012).

Chez la femme plusieurs études ont montré la pcéséa BPA non conjugué dans le
sang de cordon ombilical, le liquide amniotiquepliecenta et le sérum des feetus (lkeaiki
al., 2002, Vandenbergt al, 2007, Kosaraet al, 2012). Les résultats de ces études montrent
que le BPA non conjugué passe la barriere placgentdishikawaet al. ont perfusé du BPA-
glucuronide dans l'utérus de rates en gestationsDafcetus, le ratio BPA-glucuronide/BPA
non conjugué était de 95/5 (Nishikaetal, 2010). La présence de BPA non conjugué serait
due a la présence de la glucuronidase placentairedégonjugue le BPA conjugué,

augmentant I'exposition du fcetus au BPA.

LI.5. TOXICITE
Le BPA répond a la définition de perturbateur emitiden, donnée par la commission
européenne de 1997, c'est-a-dire « toute substampEne qui provoque des effets néfastes
sur un organisme sain, ou sa progéniture, dus anaegications de la fonction endocrine »
(European Union, 1997). En 2000, un inventaire deslécules a effets perturbateurs
endocriniens a été établi, répertoriant 564 mo&xyEuropean Union, 2000). Dans cet
inventaire, le BPA a été classé en catégorie brffaire) car il présente de toute évidence un

effet perturbateur endocrinien.

Le systeme endocrinien régule une multitude de gasues métaboliques, de
développements, de reproductions incluant le d@pelment embryonnaire, la formation des

gonades, la différenciation sexuelle, la croissatda digestion.

[.5.a. Mécanisme d’action

L’ensemble des mécanismes d’action du BPA n’estepasre connu. Le mécanisme
le plus connu et démontré est sa liaison aux régepiestrogéniques nucléairesuEeR ER3
en tant qu’agoniste partiel aux cestrogenes. Le BiRAartie des SERM (Selective Estrogen

Receptor Modulator) et son activité varie en famttde la dose, du type de cellule ou de
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I'organe. Son activité cestrogénique est due a sompgment 4-hydroxy sur un phénol et le
groupement propane hydrophobe (INSERM, 2011). liaé aux récepteurs nucléaires est
cependant 10 000 fois plus faible que I'cestradiels études in vivo et in vitro montre que le
BPA peut agir a plus faible dose et plus rapidentpré celles auxquelles il agit sur les
récepteurs ocestrogéniques nucléaires, ce qui exolitaction unique par les récepteurs
nucléaires. Le BPA interagirait également aveddexies membranaires et ER3 pouvant
expliquer cet effet (ANSES, 2011).

Un nombre croissant d’étude in vitro ont démontmétdraction du BPA avec de
multiples récepteurs tel que le récepteur aux aywdres, le récepteur des hydrocarbures
aromatiques, le récepteur des hormones thyroidienmed également le récepteur
transmembranaire GPR30 impliqué dans la prolifénaticellulaire (ANSES, 2011).
Récemment, le BPA a été identifié comme un ligaodrécepteur PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor), apparenté auxepésurs aux cestrogenes. Ces multiples

actions possibles pourraient expliquer la relatiose-réponse non monotone observée.

[.5.b. Valeur Toxicologique de Référence (VTR) du BPA

- Principes fondamentaux de la toxicologie

La toxicologie est la discipline intrinsequemenhtcée sur les expériences visant a
caractériser la relation dose-effet et les mécaggstiaction sous-jacents. Cette relation entre
dose et effet est le concept central en toxicolagielequel se fonde le processus d'évaluation
des risques, tel que décrit par le National Rebte&@uauncil en 1983 (Gériet al, 2003,
AFSSET, 2006) y compris en santé environnementaéedernier est composé de quatre
étapes qui sont (1) lidentification du danger, (&) caractérisation du danger, (3) la
détermination de [I'exposition et (4) la caractdima du risque. Pour [|'étape (2),
I'extrapolation de données expérimentales est suuwvise en jeu car il n'est généralement
pas possible d’exploiter des études épidémiologi@wec un niveau de preuve suffisant de la
relation causale. Dans sa forme la plus simpleooeept de relation dose-effet, établit que si
on modifie la quantité de substance potentiellemexique a laquelle est exposé un
organisme vivant (c’est-a-dire la dose), I'apparitet la sévérité de la réponse (effet néfaste)
sera aussi modifiée (Holsapple &Wallace, 2008). foeglements de la toxicologie reposent
sur une relation monotone croissante entre la ré&pehda dose impliqguant que des doses

importantes créent des effets importants. Les cgueliets en fonction de la dose sont de
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type linéaire ou plafonné maximal. Ce qui condudoasidérer qu’au-dela d’'une dose seuil
élevé, des effets toxiques sont observés et quessadis d’'une dose seuil aucun effet n'est
observé. Ce seuil est le NOAEL (No observable advaffect level). Ainsi, les valeurs
toxicologiques de référence (VTR) sont construitegartir de données obtenues lors
d’expérimentations animales ou directement cheantime lors d’études épidémiologiques.
Bien que I'utilisation d’études chez 'homme soiivjégiée pour la construction de ces VTR,
force est de constater que les études animalegs@ratique la source essentielle de données
toxicologiques pour la construction de VTR. En gfflatilisation de dose®levées chez
I'animal permet d’'observer des signes manifestetogieité et est ainsi considérée comme
permettant d’obtenir une meilleure appréciationl'degane cible et d'un effet spécifique.
Cependant, la difficulté essentielle de I'évaluatibe la relation dose—effet chez 'lhomme,
reste I'extrapolation a la population générale, dimnées expérimentales obtenues chez
I'animal, dans des conditions tres différentes elees vécues par la population. Pour pallier a
cela, les toxicologues utilisent des facteurs @ritude (UF pour « uncertainty factors »
c’est-a-dire facteur d’incertitude global) dansclanstruction des valeurs toxicologiques de
référence (VTR). Ces VTR sont des indices permetta&tablir une relation qualitative, voire
guantitative, entre une exposition a une substariimique et un effet sanitaire chez
'hnomme. Elles sont spécifiques d’'une substancen@’durée d’exposition et d’'une voie
d’exposition. L’hypothése par défaut dans la carcdion d’une VTR reprotoxique est de
considérer une relation monotone entre I'expositoania dose, et I'effet, ou la réponse, elles
sont appelées VTR a seuil. Mathématiquement, latoaction d’'une VTR a seuil est définie
de la maniere suivante : VTRDose critique/UF

La dose critique peut étre un NOAEL, un LOAEL oweBMD définis comme tels :

-- le LOAEL (owest Observed Adverse Effect Leest la dose minimale entrainant un effet

néfaste statistiquement significatif par rapportéauaoin ;

- le NOAEL (No Observed Adverse Effect Lgvekt la dose maximale n’entrainant pas
d’effet néfaste statistiquement significatif pappart au témoin, située directement sous le

LOAEL dans les doses du protocole ou dans les éipusidentifiées ;

.- la BMD Benchmark Dogeest une dose produisant un niveau ou un pourgertéfini de

réponse.

Il est a noter que les rares études épidémiologigxeloitables pour construire une

VTR ont souvent été effectuées en milieu profesgbet pour des doses supérieures a celles
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de I'environnement. La encore, des transpositidnexérapolations sont nécessaires pour
passer de fortes doses a de plus faibles, d’'un medgosition a un autre, d’une population

particuliere a la population générale (AFSSET, 2Q087)

- Cas du BPA

L’agence de protection environnementale américaindées autorités sanitaires en
Europe ont déterminé le NOAEL & 5 000 pgkd. Cependant aucun NOAEL n’a jamais été
déterminé dans les études de toxicologie. Cetieuvae base sur le LOAEL (low observed
adverse effect level) qui a été déterminé a pddir2 études de I'équipe de Tyl montrant
gu’'une dose importante chez le rat et la souri$ @ssociee a des effets secondaires tels que
la réduction du nombre de progéniture, la diminutiorpoids de naissance et la perturbation
de la puberté. A partir de ces travaux la dose @abte journaliere a été extrapolée a
50 pg.kg"jten utilisant un facteur de sécurité (UF) de 100 €kyal, 2002, Tylet al, 2008).

Ce facteur tient compte : du risque humain évalupadir d’étude sur I'animal, de la
variabilité intra-especes et de I'extrapolation ipone exposition subchronique a partir d’'une
exposition chronique (INSERM 2010, Vandenbetgl.2012, Vandenbergt al. 2009).

L’organisation mondiale de la santé a estimé l'appournalier de BPA pour les
adultes entre 0,4 et 1,4 pgkde poids corporel et dans le pire des cas 4,2 ftglkEFSA
(European Food Safety Autority) a estimé cette dasé&,5 pg.kg de poids corporel
(Gyllenhammaret al, 2012). Cependant, des études pharmacologiquestescont estimé
qu’une exposition & 400 pg.kg™* permet d’obtenir des concentrations de BPA norjugué
dans le sang proches de celles retrouvées cheniieo(étude chez le primate et rongeur)
(Vandenberget al.2012).

.5.c. Récapitulatif des effets toxiques du BPA

Dans plusieurs pays, les agences nationales ddté&anitaire ont effectué un travalil
de compilation sur les études de toxicité du BPAud présentons ci-aprés les résultats
récents (septembre 2011) de I’Agence Nationale émr8é Sanitaire (ANSES, 2011). Les
experts se sont appuyés sur les études épidéntakmjiet les études expérimentales
conduites a faible dose chez l'animal, au niveaarirational. Pour chaque type d’effet, le
groupe de travail a évalué ces effets en termeHetBeavérés, effets suspectés, effets
controversés ou effets pour lesquels les donnégmwuibles ne permettent pas de conclure.
Les effets ont été rangés dans ces différentega@é en fonction des résultats des études,
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du nombre d'études, de la qualité des études (rdélbgie appropriée). Aucune étude
épidémiologique n’'a permis de déterminer un efféré& chez ’'homme. Le tableau 2 résume
I'expertise de TANSES.

Le gouvernement canadien a été le premier paysanmaitre I'effet du BPA sur la
santé et a interdire en 2008-2009 son utilisatiansdles biberons (Flirgt al. 2012). Au
contraire, I'Autorité sanitaire alimentaire europge (EFSA) conclut dans ses différents
rapports de 2007, de 2008, et de 2010 que l'uitivadu BPA dans les emballages
alimentaires n’induit pas de risque sur la santé dinen (Flintet al, 2012). Pourtant, la
France ne semble pas accepter ces conclusionsprglien 2010 la vente et I'importation
des biberons contenant du BPA. Par la suite, laere@mée, 'Europe interdit I'utilisation du
BPA dans les biberons malgré I'évaluation de I'EF@if Monde, 2010). En 2011,
'assemblée nationale francaise vote linterdictida BPA dans tous les contenants
alimentaires a compter de 2014, mais dés 2013 lesurontenants alimentaires de produits
destinés aux moins de 3 ans (Le Monde, 2011). Gimenle sénat a donné un délai
supplémentaire aux industriels qui ont jusqu’8yuillet 2015 pour retirer le BPA de tous les

contenants alimentaires (Le Monde, 2012).
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Tableau 2: Synthése de I’expertise de I’Anses sur les effets sanitaires du BPA (ANSES, 2011) (Exposition adulte : EA, Exposition prénatale EPréN, Exposition
périnatale, EPériN, exposition néonatale : EnN, Exposition postnatale : EposN)

Chez I'animal

Chez I'hnomme

Effet sur le systeme reproductel
male

IrEffet avéré : altération de la production spermsig 'age adulte
Effet suspecté : diminution des concentrationsmé&igue de testostérone, modification
comportement sexuel dus a une exposition pendadriade pubertaire
Effet controversé : effet lors de I'EpréN, EpérlBN et EpostN (lactation)

Effet controversé sur la fertilité
du

Effet sur le systéme reproductel
femelle

IrEffet avéré : augmentation de la survenue de kystesiens, apparition d’hyperplasie
'endometre, avancement de I'age de la puberté gEpet EpostN), effet sur I'ax
hypothalamo-hypophysaire-gonadotrope due a uneséiqoin utéro et EpostN

& ffet suspecté : Maturation ovocytaire
eNe permettant pas de conclure : Ef
sur I'endometre, sur les ovaires et
issues de grossesses

Effet sur le cerveau et g

comportement

» Effet avéré : modifications histologiques sur lamgenése (EpréN, EpériN)

Données insuffisantes

Effet sur le métabolisme lipidiqué
et glucidique et le systeme cardi
vasculaire

b Effet avéré : augmentation de la lipidémie, tendarc la surcharge pondérale et U
pactivation de la lipogénese (EA, EpréN, EpériN)
Effet controversé : métabolisme du glucose (EpEEpériN)

rieffet suspecté :
cardiovasculaire et diabéte

patholog

Effet sur la thyroide

Effet suspecté : antagonisme des hormones thyrwidge(EnN)

Donnée insuffisante

Effet sur le systéme immunitaire

Effet avéré : induction des lymphocytes T, surpaiiti des cytokines

Ne permet pas de conclure

Effet sur 'intestin

Effet suspecté : effet anti-inflammatoire et praneptif, diminution de la perméabilit
intestinale (EA)

eAucune étude

Effet sur la prostate

Effet controversé : augmentation du poids de |atate (EA, EpréN)
Effet suspecté : Iésion prostatique de type néaplagrostatique intraépithéliale

Aucune étude

Effet sur le sein : cancérogénicité

Effet avéré : Accélération de la maturation ardhiteale de la glande mammaire a I'g
adulte aprés une exposition pré et périnatale, ldgpement de lésions hyperplasigy
intracanalaires (EPréN et EPériN)

Effet suspecté : développement de Iésions de tgpelasique (EpériN), augmentation de
susceptibilité des glandes mammaires a dévelopgggreurement des tumeurs mammaires

g& seule étude:
esonclure

ne permet pas

a

fet
es

D

de
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[.5.d. Courbes effet dose non monotones

- Définition et enjeux de I’hormésis

L’hormésis est un phénomeéne biologique qui se ttagar une courbe dose-effet
caractérisée par une manifestation contraire detsefelon les doses. Ainsi, une stimulation
peut apparaitre aux faibles doses alors qu’unebitidm apparaitra aux fortes doses
(Calabrese &Baldwin, 2002). Il s’agit d’études dueluent des faibles doses de substances
(inférieures au seuil NOAEL), voire tres faibles e®squi montrent des courbes effet-dose,
non monotones, en forme de U, U inversé ou en Jpl@&omeéne n'est pas fréquemment
rencontré dans les essais de toxicité, et s’evérgarieusement sous-apprécié en toxicologie
(Calabrese, 2002). Pourtant, la récurrence deidlance de ce phénomene pour la description
de la relation dose-effet des molécules a effetupgeateur endocrinien oblige a reconsidérer

le modeéle toxicologique de ces molécules (Vandeneeal, 2012).

Or en santé environnementale, les concentratioasrieropolluants incriminés sont
le plus souvent des concentrations tres faibles; ane exposition toujours multiple et le plus

souvent sur une durée permanente (ou tres longjerm

Afin de tenir compte sur le terrain, de ces réssilsgientifigues aux faibles doses, une
table ronde internationale a été organisée enrmiypee2012 par des agences et organismes de
'environnement de plusieurs pays industrialiséhe(TNational Institute of Environmental
Health Sciences (USA), The National Institutes @fakth (USA), The Oak Foundation, the
European Commission, The French Agency for Foodgu@ational and Environmental
Health (ANSES) , The Federal Environment Agency B Germany, the Danish Ministry
of the Environment and National Food Institute frdbenmark and Charite Medical
University, Berlin). L’objectif est actuellement deansposer les résultats scientifiques de
I'endocrinologie aux faibles doses, a I'évaluatierrisques pour la santé humaine (Calabrese,
2011).

- Cas du BPA

Les études chez les rongeurs ont montré qu’une s@i@d aux perturbateurs
endocriniens pendant le stade de développemenit smlwent des effets permanents, tandis
gu’une exposition apres la puberté entraine detsefémporaires qui s’arrétent lorsque les
expositions cessent. La période d’exposition esiledgent corrélée a la concentration

produisant I'effet. Par exemple, il faut des dogésvées (partie par million) pour faire
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apparaitre des effets temporaires sur l'utérustadalors que des faibles doses (de I'ordre de
partie par billions ou par trillion) durant la pede foetale altérent le développement de
l'utérus de facon durable (Vandenbetgl, 2012).

La définition des faibles doses est variable sésnsources. Concernant le BPA, un
groupe de scientifiques du programme de toxicologitonal (NTP) a fait, en 2001, une
revue de la littérature sur les effets de faiblesed des perturbateurs endocriniens. La NTP
définissait I'effet a la faible dose comme étanit tchangement biologique survenant (i) a une
dose d’exposition de la population générale (peuBPA : 0,4 & 5 pg.kgj™) (i) & une dose
utilisée dans les protocoles standards c'est-aadieedose inférieure a celle utilisée dans les
études d’évaluation de toxicologie correspondaa &OAEL (Vandenberget al. 2012).
D’un autre c6té, la majorité des études se basgau@’hui sur la dose journaliere tolérable
de 50 pg.kd.jdéterminée par I'agence de protection environneatetméricaine, I'agence
des médicaments et des aliments (FDA) et les aé$osanitaires en Europe. En 2012,
Vandenberget al. dans leur revue de la littérature des faibles slase considéré que cette
dose ne correspondait pas aux études récentest ééterminé une faible dose comme étant
inférieure a la dose qui induit une concentrationsdke sang qui a été retrouvée dans la

population générale c'est-a-dire 400 pg.kg

Vandenberget al. par une analyse avec une échelle de preuves octucqu’une
faible dose de BPA altére le développement de datpte des rongeurs (Vandenbetcl,
2012). La revue des NTP (Nationnal Toxicology Pangy des Etats-Unis de 2008 indique la
méme conclusion (NTP, 2008). Concernant les pagimdomammaires, Vandenbeeg al.
affrment que des doses faibles de BPA ont un eftet le développement des glandes
mammaires, I'expression des géenes et des protdames la glande, et le développement des
cancers mammaires en s’appuyant sur une douza#étedds effectuées dans différents
laboratoires montrant des effets similaires a #&ibllose. Cependant une étude
épidémiologique est contradictoire (Vandenbetgal, 2012). En 2006, Vom Saal and
Welshons ont examiné 100 études reportant dess effghificatifs du BPA inférieurs a la
dose de 50 pg.Kg™. Ils ont confirmé I'effet de faible dose (Vom Sa&alNelshons, 2006).
Aujourd’hui des études ont montré que le BPA peudiraune action cestrogénique a des

concentrations du niveau du picomolaire.

De nombreuses études ont démontré I'effet non nomieotle la relation dose-effet

pour le BPA. Par exemple des cellules de la lignmégataires GH3/B6 soumis a différentes
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doses de BPA ont montré une courbe en U, lorsgsieloges de 1, 10 et 10° M avaient
une réponse significative alors que les doses @@ @010° M n’en avaient pas (Wozniadt

al., 2005). Autre exemple, les souris exposées a assdlifférentes de BPA entre 1€M%et

le 17™ jour de gestation, ne présentent pas les mémets effi fonction de la dose : & 2
ng.kghj?, une augmentation de la taille des glandes prélpstet une diminution de la taille
de I'épididyme sont mentionnés, alors qu'a la dbs@0 pg.kd.j?, les auteurs observent une
diminution quotidienne de spermatozoides par gramdmdissu (Vom Saabt al, 1998).
Cependant, la notion d’« hormesis » s’attache apewer un méme effet sur une gamme de
concentrations trés étendue. C’est pourquoi I'étpdecédemment citée demande a étre
complétée par la mesure d’'un méme effet sur un méodele d’étude et sur une gamme de

doses suffisantes (ANSES, 2011).

Plusieurs études ont suggeére, que ces courbes aopatomes pouvaient s’expliquer
par une down régulation des récepteurs a forte. dos® courbes s’expliquent également par
des différences d’affinité pour le récepteur suiardose. Par exemple, a faible dose le BPA
se lie uniqguement aux récepteurs cestrogéniquesariarte dose, il peut se lier également a
d’autres récepteurs hormonaux tel que les réceptewx androgenes et thyroidiens
(Vandenbergpt al, 2009).

I.6. BIOMONITORING

Le biomonitoring est traduit en francais par lerterde biosurveillance humaine. Dans
le domaine de la santé environnementale, le bicimang permet I'évaluation de I'exposition
humaine a un polluant environnemental par la ctdlede prélévements biologiques
d’individus présumés exposeés et leur analyse afbbtdhir la mesure d’'un biomarqueur. Le
biomarqueur recherché peut étre le polluant suépestin métabolite, ou un produit de
réaction. Ces biomarqueurs sont principalement rebBs dans le sang, l'urine, le lait, la
salive et le tissu adipeux. La sélection de la iwatrbiologique dépend de la
pharmacocinétique du composé, des caractéristigeeta population et du scénario de

I'exposition (Needhanet al, 2007). Le biomonitoring cherche a connaitre ppalement :
-la distribution des niveaux de biomarqueurs darsopulation

-leur répartition dans I'espace et selon les car@tiques individuelles, tel que les
habitudes alimentaires

- leur évolution dans le temps
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Aprés mesure du biomarqueur dans la matrice, sipdisition des individus au
micropolluant est avérée, le niveau de contaminagist évalué par la concentration obtenue
dans les tissus. Ensuite la possibilité d’assamée dose avec des effets sur la santé peut étre
recherchée, en mettant en place des études épidggiees. De plus en plus, I'évaluation de
I'exposition utilisant le biomonitoring est préférécar plus précise que I'évaluation indirecte
qui consiste a mesurer le polluant dans I'enviromergt de vie des individus, pour en déduire

une « dose potentielle » regue.

Concernant le BPA, les mesures de concentratiazetle molécule effectuées depuis
1999 dans le sang, l'urine, le tissu adipeux, iereternel et d’autres tissus humains ont
confirmé I'imprégnation de la population générale BPA (Vandenbergt al, 2007), bien
gue I'ensemble de la littérature disponible susulget n'ait pas toujours présenté le requis
suffisant en terme de « maitrise de la contamingbour I'analyse ». En effet, les premiéres
réserves pour cause de non maitrise de la contdamnan BPA, par les chercheurs qui
publient leurs travaux, peuvent étre datées danldd I'année 2008 (AFSSA, 2008, Dekant
&Volkel, 2008).

De nombreuses études ont dosé le BPA dans l'urireesars le monde. Aux USA, par
exemple, le BPA a été détecté pour des sujets dgésans et plus, dans 92,6 % des 2517
participants de NHANES (National Health and NutritiExamination Survey) de 2003-2004
avec une concentration moyenne de BPA (non conjuguénjugué) de 2,6 ng.ril. ainsi
gue dans 92,9 % des 2548 participants de NHANE30@5-2006 avec une concentration
moyenne de 1,9 ng.mL De méme au Canada, le BPA (non conjugué + cogjuguété
détecté pour des sujets agés de 6 a 79 ans, dan%a0urine collectée de 5462 participants
au CHMS (Canadian Health Measures Survey) de 2008-2Bushniket al, 2010, Calafat,
2010). De facon générale, a partir de 2 étudesieandes et une étude allemande, les jeunes
enfants ont des concentrations dans l'urine supése aux adolescents et aux adultes
(Calafat, 2010). En France, une étude pilote « &lfEtude longitudinale depuis I'enfance) a
dosé le BPA dans l'urine des meéres en salle desaraie. Quatre-vingt dix pourcents des
femmes avait du BPA conjugué ou non & des condrtsamoyennes de 2,9 et 0,5 §de
créatinine pour le BPA (non conjugué + conjugudeddPA non conjugué respectivement et

le ratio [BPA non conjugué] /[BPA non conjugué npaué] était de 0,17 (ANSES, 2011).

De nombreuses études ont dosé le BPA dans le €asgconcentrations sont souvent

plus basses que dans les urines, car le BPA esterapint conjugué a l'acide glucuronide
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(Calafat, 2010). Kuroda et al ont dosé le BPA nonjuqué dans le sang de 9 femmes
enceintes avec une concentration médiane de 0,48.HgKurodaet al, 2003, NTP, 2008).
Padmanabhaet al. ont dosé le BPA non conjugué par LC-MS/MS dansdag de 40
femmes au moment de I'accouchement (Padmanadiredn 2008). Les niveaux plasmatiques

étaient compris entre 0,5 (limite de détectiord28 ng.mL* (moyenne de 5,9 ng.r).

Le BPA non conjugué a éteé retrouvé dans 55 % desdiadipeux de 20 femmes a une
concentration moyenne de 5,83 + 3,48 Hgig tissus adipeux (Fernandetzal. 2007). Une
étude portant sur 86 enfants a retrouvé des camtems de BPA non conjugué supérieur de
17,46 + 14,82 ng§de tissus adipeux (Olea, 2008).

Plusieurs études ont dosé le BPA dans le lait meltezt sont présentées dans le
tableau 3. Les concentrations moyenne de BPA nojugoé étaient comprises entre 0,61 et
1,3 ng.mL* avec un maximum de 6,3 ng.iLsans tenir compte des résultats obtenus avec la
méthode ELISA, car celle-ci est non spécifiqueeas thteractions croisées peuvent exister et
conduire a une surestimation de la concentratioBfA (Vandenbergt al, 2007, Dekant
&Volkel, 2008).

Tableau 3 : concentration de BPA dans le lait maternel

Moyenne des
Echantillon | Eorme dosée concentrations de Méthode de N Pourcentage Auteurs
BPA (ng.mL?Y) dosage détecté (%)| (Année)
(écart)
: , . 0,65ng/g i Otakaet
lait maternel non conjugué (<0.,09-0,65) SPE-GC/MS 3 67 al. (2003)
. , L 0,61 + 0,20 Sunet al.
lait maternel non conjugué (0,28-0,97) SPE-HPLC-fluo| 23 100 (2004)
: : . 1,3 (<0,3-6,3) SPE en ligne- Yeet al.
lait maternel non conjugué (médiane : 0,4) HPLC-MS/MS 23 60 (2006)
, Conjugué + 1,9 (<0,3-7,3) SPE en ligne- Yeet al.
lait materne non conjugué  (médiane : 1,1) HPLC-MS-MS 23 90 (2006)
Coniugué + Kuruto-
colostrum JuUgue + I 341 +0,13 (1-7) ELISA 101 100 | Niwaetal.
non conjugueé (2007)

N : nombre d’échantillons

34



CHAPITREII: LES NONYLPHENOLS

I1.1. FORMULES, STRUCTURES, PROPRIETES CHIMIQUES ET USAGES
Les nonylphénols (NP) sont des molécules exclusevgrde sources anthropiques. lls
sont constitués d’'un phénol et d'un groupement htingaire ou ramifié positionné sur le

cycle, dont la formule globale est la suivanteg(iFe 3) :

CoHig

o

Figure 3: structure générale des NP

Les NP retrouvé dans I'environnement sont majoetaent sous la forme 4-NP
(p-NP) c’est-a-dire que le groupement nonyl est eritipaspara sur le cycle (position 4 par
rapport au phénol). Une division de la Société Aocagne de Chimie (American Chemical
Society) appelée « Chemical Abstracts Service »Ca{tribue un numéro, nommé N°CAS,
aux substances chimiques, polyméres et autres iggadin d’en faciliter le classement. Ainsi
le N°CAS permet d’identifier un produit et cela det particulierement indispensable dans le
cas des NP. En effet, sous la dénomination NPxidtee de nombreux produits et des
confusions sont facilement possibles. Le tablegartie V.2.b. (page 66) résume les N°CAS
utilisés pour les NP en position para ou majoetaent para, en indiquant la dénomination

qui y est le plus souvent associée ainsi que lergiéi®n de la substance.

L’'usage des NP est décrit dans le paragraphe suiearés produits utilisés dans
industrie sont principalement les 4-NP. Par exemfad composition approximative du
mélange technique (CAS 84852-185-3) est la suiv@rb:%0-NP, 90-93 %p-NP et 2-5 %
decylphénol, et plus de 22 isomeres de 4-nonylgdheamifiés ont été identifiés par
chromatographie haute résolution, parmi les 55@iptes (Wheeleet al, 1997, Guentheest
al., 2006).

Leur masse moléculaire est de 220 g:ndlvec leur chaine carbonée en C9, les NP
sont des composés hydrophobes avec le logarithnuefficient de partition k5, compris
entre 3,8 et 4,8. A température ambiante, ils ésgmtent sous la forme d’un liquide visqueux
jaune pale, modérément volatil et pratiquement irsel dans I'eau (6 mgt a 20°C)
(Vazquez-Duhalet al, 2005, INRS, 2006a).
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Les nonylphénols sont utilisés majoritairement plaufabrication des nonylphenols
éthoxylés (NPE). Les NPE sont des surfactants oaigues utilisés comme détergents,
agents mouillants, agents dispersants, agentdaditfises, émulsifiants et solubilisants. Les
secteurs industriels utilisant les NPE sont: listlie des savons, des détergents et des
détachants, la fabrication de peintures et de sgerfindustrie de la production textile,
I'industrie des pesticides et produits chimiquescates, la fabrication du plastique et de la
résine synthétique, la fabrication des pates etepgpla fabrication de produits de toilette
ainsi que d’autres industries incluant celles aiiriquent des produits pour le traitement des
eaux, des lubrifiants, des additifs et des adhékds NP sont également utilisés pour la
fabrication d’oximes phénoliques qui sont des i&agour la purification des minerais de
cuivre hors de I'union européenne. Les NP sonisgslcomme additifs et antioxydants dans

la fabrication de certains plastiques tel que €Y les résines €poxy.

En 2003, les NP et NPE ont été inscrits dans le lies substances dangereuses
prioritaires par I'union européenne (directive 2@00CE) (UE, 2003b). Depuis 2005, les NP
et NPE ont été interdits pour certains usages daks la production de papier, produits

cosmetiques, pesticides, textile, nettoyants damess...(INERIS, 2005a).

La production annuelle des NP était de 73 500 @sren 1997 en Europe et celle des
NPE était de 118 000 tonnes (Soastsal, 2008). Les NPE sont utilisés a hauteur de
77 800 tonnes dans l'union européenne, le restet éaporté. En France les NP sont
totalement importés. Néanmoins, il existe en Frades sites d'éthoxylation pour la
production des NPE a partir des NP (INERIS, 2005b).

IL.2. PRESENCE DANS L’ENVIRONNEMENT

Il n'existe pas de source naturelle connue de NRNRE. Leurs présences dans
'environnement résultent uniqguement de l'activégthropique. La contamination peut se
produire pendant leur fabrication, la fabricatices gproduits contenant des NPE, l'utilisation
des produits contenant ces molécules et leurs réiions, que se soient dans les stations
d’épuration des eaux usées ou dans les déchargss.d noter que la présence des NP dans
'environnement provient principalement de la dégteon des NPE (Soares al, 2008,
Gauthier, 2010).

Les NP ayant une faible solubilité dans I'eau,&mrtissent préférentiellement dans la
matiere organique, cependant leur présence egtieffedans les eaux de surface, les eaux

souterraines et I'eau potable (Gauthier, 2010).ptiacipale source de NP dans l'eau de
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surface (rivieres, lacs, estuaires), les océarlesesédiments proviennent des effluents des
stations de traitement d’eau usée et des eaux seeh@ments des décharges. Dans 'eau de
riviere, les NP sont retrouvés & des concentratimmsprises entre 0,6 ng'let 15 pg [
Dans les sédiments marins et de riviere, les NP @@sents a des concentrations comprises
entre 0,4 et 3520 mg.Kgavec une demi-vie dans les sédiments estimée jaugs, et ils
s’accumulent aussi dans les organismes aquati@aegg Canada, 2001, Soaetsl, 2008).

Les nonylphénols ont également été retrouvés damu Isouterraine. Dans les eaux
souterraines, selon les sources de contaminagsm;dncentrations retrouvées en NP étaient
comprises entre 1,2 g'Let <100 ng.[* (Soares, 2008). Cette contamination provient des
rivieres contaminées, des fosses septiques, dastésctde I'agriculture et des décharges.
Cette contamination de l'eau souterraine est proatiEjue car les caractéristiques
biologiques et chimiques de ces eaux ne sont pasdlles a la dégradation des NP (peu
d’'oxygéne, peu de microorganismes) (Langwaldt &Rkha2000). L'élimination des NP des
eaux par les stations de traitement d’eau potatlaés variable. Seule I'étape de chloration a
montré une efficacité intéressante (jusqu’a 90 &imination) (Petrovieet al, 2001, 2003,
Stackelberget al, 2007). Cependant, la concentration de NP en esaftusine est
préoccupante, elle a été mesurée a 92 hgrmoyenne aux USA (Stackelbertgal, 2007),
>200 ng.L* en Espagne (Petroviet al, 2003) et de 2 & 15 ng'Len Allemagne (Kuch
&Ballschmiter, 2001).

Etant plus lipophile que les NPE, les NP ont tecdah étre absorbés dans les boues
des usines de traitement des eaux usées. Par censédes concentrations importantes en
NP ont été retrouvées dans les sols fortement éspasdes boues d’épuration (1,4 a
1,6 mg.kg") et & des eaux de ruissellement (34 & 14 [y kgmparées aux sols exposés a des
sols non amendés ou des sols fertilisés avec diefuou une quantité limitée de boue
d’épuration (0,01 & 0,98 pg.Kp(Soaret al, 2008). Les NP ont également été détectés dans
I'atmosphére & des concentrations comprises erfré 20 ng.rii. Les NP rejoignent ensuite
'écosystéme aquatique et terrestre par les eauxights. L'eau de pluie collectée en
Allemagne et en Belgique a montré la présence dé NEs concentrations plus importantes
dans le milieu urbain (0,534 pg.dinque dans le milieu rural (0.099 pgYnfGauthier,
2010).
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1.3. EXPOSITION DE LA POPULATION

Les NP et NPE sont ubiquitaires dans les denréeeataires (Raeckest al, 2011,
Gyllenhammaet al, 2012). Les aliments sont donc la principale seafexposition humaine
des NP et NPE. lls proviennent de leur utilisattomme agent de mouillage dans les
pesticides, d’émulsifiant dans les cires pour Eguies et les fruits et de détergent et de
désinfectants pour les aliments. Gyllenhamaetaal. ont démontré que les personnes ayant le
plus de NP dans le sang sont ceux consommant ke gdufruits et légumes. Les NP
proviennent également de la décomposition du tgilpdv&nol phosphite, un produit utilisé
comme résine polymérique dans les emballages alainest L'exposition de la population
aux NP provient également en partie de la consoromateau en bouteille et d’'eau du
robinet. Liet al. ont trouvé du 4-NP dans les 21 eaux en boutedlendrques différentes
analysées & une concentration médiane de 170'r(giLet al, 2010). Six eaux du robinet
provenant de 6 stations différentes ont montrélgjgbntenaient des NP a une concentration
médiane de 502 nglL L'origine des NP dans I'eau du robinet peut ayssivenir du

relargage des NP contenus dans les conduites en®af@e Canada, 2001).

De nombreux produits de consommation courante mexaiet des NP et NPE tels que
les produits cosmétiques (les crémes, shampooauisrants capillaires, parfums...). Les
shampooings et colorants capillaires par exempléararent plus de 30 % de NP ou NPE.
(Santé Canada, 2001).

L’exposition de la population peut aussi se faieg |@s poussieres de maisons qui
contiennent des NP (Wilsaet al, 2007).

11.4. TOXICOCINETIQUE

La toxicocinétigue des nonylphénols a été détaililms un rapport européen
(European Union, 2002) a partir d’expérimentatiavec des nonylphénols (détaillées ci-
apres) et de données extrapolées aux octylphémblez (I'animal). Les données de
toxicocinétiques spécifiquement obtenues avec desridrqués s’appuient sur deux études

chez I'animal et une étude chez ’lhomme par voaeoet intraveineuse (2 volontaires sains).

Les NP sont bien absorbés par voie orale chez theni’élimination par les féces
est de 1,5 % dans les 56 heures suivant I'absorpfia contraire, des tests in vitro sur des
tissus de peaux humaines ou animales montrentegudP sont faiblement absorbés par voie

cutanée.
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Apres absorption, les NP sont conjugués dans ke dous forme glucuro- et sulfo-
conjugués. Dans le sang, la forme conjuguée esffdi®(lus importante que la forme non
conjuguée. Le pic plasmatique de la forme conjugstebtenu 1h apres I'absorption. Cette
donnée est confirmée par les tests chez I'anineatdmparaison des AUC de la voie orale et
intraveineuse suggére que la biodisponibilité otidda forme non conjuguée est d’environ
20 %.

Les NP ne semblent pas étre excrétés par voie palin@ocar des tests chez I'animal
ont montré I'absence de NP dans la fraction exhalés NP pourraient étre retenus dans le
compartiment lipidique. Cependant le dosage desi&i3 les tissus et carcasses de I'animal
ne montre pas d’accumulation aprés 7 jours suiteeaadministration orale. Chez 'homme,
10 % de la dose est excrétée dans les urines sous tonjuguée ou non et la majorité dans
les 8 heures suivant I'absorption orale. Ainsixdetion par les urines et féces représente
11,5 % de la dose absorbée, ce qui est en cortoadiavec les données chez I'animal
montrant que 90 % de la dose absorbée sont exdi@é% par les selles et 20 % par les

urines) dans les 4 jours apres I'administratioreora

Aucune agence européenne n’a estimé la dose jeenenédlérable (DJT) des NP mais
certains chercheurs danois ont proposé une DJTud.kg' de poids corporel. L'apport
journalier alimentaire des NP a été estimé a 7,%gfgdans une étude allemande, d’environ
30 pg.kgh dans une étude japonaise et de 27 jigdans une étude suédoise (Gyllenhammar
et al, 2012).

A notre connaissance, il n'existe pas de donnéesitagrouve la toxicité sur le
systeme reproducteur chez 'homme. Cependant, IBsoNt montré des effets sur la
reproduction dans de nombreuses études in vito\avo chez I'animal. Par exemple les NP
ont démontré des effets sur la morphologie desctdss et la fertilité masculine chez le
poisson exposé a des doses de 0,96 thgdndant 4 semaines. Chez le rat male, les NP ont
entrainé la vacuolisation et la réduction du diaenétes tubes séminiferes, des nécroses
cellulaires et la baisse du comptage spermatiqde pourcentage de spermatozoides mobiles
(INRS, 2006a). Chez le rat femelle adulte, une aargation de la durée du cycle ovarien et
une diminution du poids des ovaires ont été obsstv€hez la femelle pré-pubére, les NP
induisent une augmentation du poids de l'utérus, raccourcissement du délai avant
ouverture vaginale et une modification de la dutéecycle (Soarest al, 2008). Chez la

souris femelle, les NP induisent des effets surckdkiles de l'utérus a faible dose (0,5 a
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5 mg kg'). Chez la truite arc-en-ciel exposée a 20,3 niglés NP entrainent la production
de la protéine féminine. L'effet sur le systéme oejpicteur peut atteindre les générations
suivantes. Chez la souris, les NP peuvent afféatgualité du sperme de 1&°lgénération et
cet effet toxique s’intensifie avec les génératidtise diminution significative du nombre de

petits nés lors de I£P°portée de laP™®génération est observée (Kysel@tal, 2003).

IL.5. TOXICITE
Un NOAEL de 15 mgkdj' a été établi pour les modifications du systéme
reproducteur et un LOAEL de 100 mgkglans la nourriture pour la toxicité testiculaire
(European Union, 2002). Il a été montré que seuNiRe non conjugué a un effet sur les

récepteurs aux cestrogenes.

L’activité cestrogénique differe selon le type de (¥ et al, 2004, Kataset al,
2008, Uchiyamaet al, 2008). Tous les isoméres de NP n’induisent pasffien cestrogénique,
et ceux en position para auraient I'effet le pmgaortant. En fonction de I'isomeére de position
sur la chaine C9 en para, plusieurs auteurs ontééaidvariabilité de cet effet. La molécule
3E22NP présente l'effet le plus important mais eprésente que 4 a 6 % du mélange
technique (CAS 84852-15-3), alors que la moléec@8Ns? (CAS 186825-36-5) a un effet
aestrogénique notoire, plus faible que le précédens représente 12 a 20 % de ce mélange
(Kataseet al, 2008). Dans les études qui ne testaient pas B2ISE, le 353NP apparait
comme l'isomere ayant l'effet cestrogénique le phgortant (Preusst al, 2006, Cormicet
al., 2011).

En 2001, dans sa revue de la littérature des edféaible dose, le NTP a affirmé cet
effet des NP sur le dimorphisme sexuel, le poidshgmus, les réponses immunitaires et le
cycle cestral. Le NTP a défini l'effet a faible dosemme un effet apparaissant dans
l'intervalle de dose de I'exposition humaine, ou assant a une dose inférieure a la dose
utilisée dans les protocoles. L'agence de proteatiovironnementale des Etats Unis a défini
la dose seuil & 15 mg.Rg™ pour les NP (Vandenbegy al, 2012). Plusieurs études in vitro

ont démontré une courbe dose-réponse non mondtaga( 2012).

Il a été montré que les NP entrent en compétitieet &hormone 1[-cestradiol lors
de sa liaison aux récepteurs aux oestrogéenes. LespéliWent augmenter le niveau
d’cestrogenes et diminuer le niveau d’androgenes darsérum chez la carpe (Gauthier,
2010). Cet effet ne serait pas une compétitionctérelu récepteur mais une activation en

plusieurs étapes du récepteur aux androgenes.
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Dans sa revue de la littérature sur la toxicité dBs Soarest al. citent d’autres effets
perturbateurs avec des cellules variées. Par eeenigs NP déclenchent une toxicité
respiratoire dans les cellules (EC50 = 1,8 riy.laugmentent la prolifération des cellules de
la glande mammaire (0,01 niY, perturbent le transport de calcium du réticulum
sarcoplasmique (IC50 = 880-2420 m)Let produisent des aberrations chromosomiques
(Soarest al, 2008).

IL.6. BIOMONITORING

Les NP ont été retrouvés dans divers tissus bigles tels que le lait maternel, le
tissu adipeux, l'urine et le sang. Cependant cedest mentionnent rarement la molécule de
NP dosée. Les NP ont été retrouvés dans les 32ntaiternels dosés avec une concentration
moyenne de 32 ng.nl(type de NP non mentionné) (Ademodibal, 2008). Lopez-Espinosa
et al. (2009) ont retrouvé des NP dans 100 % des tisdigewax (n= 20) de femmes
espagnoles avec une médiane de 57 h(ype de NP non mentionné) (Lopez-Espinesa
al., 2009). Dans l'urine, Calafat al. ont détecté la présence de-honylphenol dans 51 %
de 394 adultes avec une concentration inférieudel qug.* et une concentration au 8%
percentile & 1,6 pgt(Calafatet al, 2005). Gyllenhammaeat al.ont dosé le 4-NP et les NPE
dans le sang de 100 jeunes femmes en suites dée(iype de 4-NP non mentionné)
(Gyllenhammaret al, 2012). lls ont montré que 85 % des NP étaients doume non
conjugués et que ceux-ci étaient supérieurs aitelide détection (0,5 ngychez 46 % des
femmes. Dans cette étude, toutes les femmes avdentNPE en dessous du seuil de
détection. Au japon, 174 sangs de cordon ont étdéeiis dans 2 maternités et les 4-NP (
isomeéres > 80%) ont été dosés. Les NP ont ététdsétdans 76 % et 25,8 % des échantillons
des 2 maternités, respectivement a des concensatigtlianes de 0,9 et 41,8 nfet
maximales de 211 ng’gle plasma (Cheet al, 2008).
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CHAPITRE III : LES DERIVES CHLORES DU BISPHENOL A ET DU
NONYLPHENOL

III.1. ORIGINE DES DERIVES CHLORES ET PRESENCE DANS
L’ENVIRONNEMENT

En solution aqueuse, la chloration du bisphénol généralement par utilisation
d’hypochlorite de sodium) conduit a la formation aferivés chlorés. Le mono-chloro-BPA
apparait en premier suivi du di-, tri et tétra-ecblBPA (cf Figure 4 ) (Yamamoto &Yasuhara,
2002, Gallarcet al, 2004). Lors de cette réaction, il se crée 2 isemde dichlorés : le 2,2'-
DCBPA et le 2,6-DCBPA. Le 2,2'-DCBPA apparait pr&fiétiellement a pH acide ou alcalin.
Au contraire & pH neutre, le 2,6-DCBPA se formearitgirement. Cependant a pH 8, les 2
dichlorés sont en concentrations similaires (Fukazet al, 2002). Le chlore réagit ensuite
avec le tétrachloro-BPA en coupant celui-ci au aivede lisopropyl pour former le
trichlorophénol. La réaction du trichlorophénol avies autres dérivés chlorés du BPA
entraine la formation de nombreux polychlorés pRgpbénol (Huet al, 2002a). La
cinétique de chloration du BPA est décrite selonrdaction dordre 2 apparent et
l'augmentation de la concentration en chlore induie dégradation plus rapide du BPA
(Yamamoto &Yasuhara, 2002, Gallagtlal, 2004).

Le dérivé tétra-chloré du BPA est le seul dérivid@éhde BPA utilisé dans I'industrie,
et pouvant avoir une origine anthropique dans I'eatre que celle produite par la chloration
du BPA. Dans lindustrie, il est utilisé principadlent comme retardant de flamme et
également comme additif dans les polyméres etag®poxy, les résines phénoliques et les
adhésifs (ANSES, 2011). Sa production mondialeesinée a moins de 10 000 tonnes/an
(Riuet al, 2011a).
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Bisphénol A

BPA
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2,6-Dichloro-4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-
methyl-ethyl]-phenol

Cl

2,6-DCBPA

2-chloro-4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-
methyl-ethyl]-phenol

CBPA

Cl

2,6-Dichloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxy-
phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenol

TCBPA

Figure 4 : Le BPA et ses dérivés chlorés

” O O -

2-chloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxy-
phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenol

2,2’-DCBPA

2,6-Dichloro-4-[1-(3,5-dichloro-4-
hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenol

TeCBPA

La présence de dérivés chlorés du BPA dans I'enmgment est préférentiellement

formée par la réaction du chlore avec le BPA plagté¢ par la déchloration du TeCBPA (Riu

et al, 2011b). L’hypochlorite de sodium est habituellaieatilisé dans la désinfection de

l'eau, et le blanchiment du papier thermique loes sbn recyclage. Fukazavea al. ont
retrouvé du BPA et les 5 dérivés chlorés (CBPA,-R@BPA, 2,6-DCBPA, TCBPA et

TeCBPA) dans les effluents terminaux des usinesedgclage du papier qui sont toutes
équipées de processus de traitement de lI'eau d®antévacuation dans I'environnement
(Fukazawaet al, 2001, Fukazawat al, 2002). Les dérivés chlorés dans ces effluents
terminaux étaient présents de I'état de trace & 200" (Fukazaweet al, 2001, Fukazawa

et al, 2002). En 2010, Gallart-Ayalat al. ont également retrouvé les 5 dérivés chlorés du
BPA dans des effluents d’eaux usées des usinescgelage du papier a des concentrations
comprises entre 460 et 836 ng.[(Gallart-Ayalaet al, 2010). Liuet al. ont montré que les
dérivés chlorés de BPA peuvent également se foanteeisurface d’eaux salines contenant du

BPA, et irradiées par la lumiére solaire (kual, 2009).

De méme, les nonylphénols réagissent avec le cplmre former des dérivés chlorés.
Sept composés ont été identifies par GC/MS paretwal. par chloration du mélange

technique d’isomeres de 4-NP (CAS non précis€).déavé mono-chloré est formé en
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premier, suivi du dérivé di-chloré (Het al, 2002b, Cormioet al, 2011). Les 2 dérivés

chlorés sont présentés dans la figure 5. Puispdagphénols perdent soit la totalité de leur
chaine carbonée pour former le trichlorophénolf smie partie seulement pour former
plusieurs autres dérivés dichlorés se distinguantlgpdongueur de leur chaine carbonée.
Aucune étude de cinétique de chloration des NPtitotifs du mélange technique n’est
publiée, a notre connaissance. La cinétique de atidor du nonylphénol linéaire est décrite
selon une réaction d'ordre 2 et 'augmentation aecdncentration en chlore induit une

dégradation plus rapide duNP (Debordest al, 2004).

Cl

HO CoH1o
HO CoH1g HO CoHig

Cl
Cl

p —nonylphénol
(4- nonylphénol) 2-monochloro-4-nonylphenol 2,6- dichloro-4-nonylphenol

Figure 5 : Structure chimique du p-nonylphénol et de ses 2 dérivés chlorés

Toutes les chaines de traitement d'eau potableeprést une étape finale de
chloration. La recherche, dans les tissus biolagggdes dérivés chlorés spécifiques du BPA
ou du NP pourrait étre un traceur apportant desramdétions sur I'origine hydrique de ces

molécules dans I'organisme.

III.2. TOXICITE

Plusieurs études in vitro et une étude in vivo ctezimal ont démontré I'activité
cestrogénique des dérivés chlorés du BPA. édual. ont mis en évidence un effet
aestrogénique persistant aprés la chloration du BPAne affinité de la liaison avec les
récepteurs oestrogéniques humains 24 fois plus tamerpour la solution de BPA aprés 60
minutes de réaction avec le chlore gquavant la etilon (Hu et al, 2002a). L'effet
cestrogénique de chaque dérivé chloré du BPA pparément a été étudié par différentes
unités de recherche. Une étude utilisant un systéenerecteur GFP (Green Fluorescent
Protein), régulé par un élément de réponse auxogestes et transféré a des cellules
cancéreuses mammaires montre que le CBPA, le ZZBHA et le 2,6-DCBPA ont une plus
grande affinité pour le récepteur &£Bue le BPA (Kuruto-Niwat al, 2002). Mutoet al. ont

observé une activité cestrogénique sur les celldeedevure g¢accharomyce cerevisipe
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jusqu’a 105 fois plus importantes chez les dérotderés (Mutowet al, 2006). Fukazawat

al. confirment également cet effet mais seulement jasg8@ fois supérieur a celui du BPA
(Fukazaweet al, 2002). Ces 2 études ont conclu que le 2,2’-DCBHR&A plus grande activité
aestrogénique sur les cellules de levure suivigpdidBPA. Les dérivés chlorés peuvent aussi
induire la production de vitellogénine, protéinetinsport de lipides considérée comme un
dépisteur de l'activité cestrogénique, sur le sédum poisson male (Tabat al, 2004). Le
2,2’-DCBPA, contrairement au CBPA avait une pluangie activité que le BPA (Tabath
al., 2004). Riuet al. ont mis en évidence que le BPA et ses dérivés &hléraient capables
d’activer les récepteurs cestrogéniquesoERER3) et PPAR. La capacité d'activer BRest
fonction du nombre de chlore sur le BPA : le BPAIeetCBPA ont un effet supérieur au
DCBPA suivi par le TCBPA et finalement le TeCBPAu Bontraire, la plus grande activité
agoniste au PPARest observéavec le TCBPA et le TeCBPA (Ret al, 2011b). Chez des
rates ovariectomisés, le CBPA et le 2,2-DCBPA camima BPA, augmente le poids de
l'utérus (Takemuraet al, 2005). Ces 2 dérivés chlorés ont une affinitérpBRa plus
importante que le BPA. Ces 2 dérivés chlorés s heex ER avec une force identique a

celle du BPA. Les autres dérivés chlorés n'ontgiatudies.

Parmi le BPA et ses dérivés chlorés, le 2,2’-DCBsnble avoir la plus grande
activité cestrogénique (Fukazawh al, 2002, Tabatat al, 2004, Takemurat al, 2005,
Mutou et al, 2006). Son isomére, le 2,6-DCBPA a été testé2paréthodes différentes et
montre un effet cestrogénique plus faible (Fukazeina., 2002, Kuruto-Niweet al, 2002).

Le TeBPA a une plus faible, ou pas d’activité cegtnégue du tout (Fukazawet al, 2002,
Kuruto-Niwa et al, 2002, Tabataet al, 2004). Il a été mis en évidence d’autres effets
perturbateurs, comme des effets anti-thyroidiens [TeCBPA (Kitamurat al, 2002, Sun

et al, 2009), ainsi qu’'une augmentation de la proliférat cellulaire des cellules
d’astriogliome humain et une diminution de la comination intercellulaire par la jonction
gap pour le 2,2'-DCBPA (Charron, 2011).

Les dérivés chlorés de NP semblent avoir eux-awssi activité cestrogénique. La
complexité du mélange de NP retrouvé dans I'envieoment (voir paragraphe 11.1.), explique
gue la littérature décrive seulement des étudeartir ple solution chlorée de NP, et non a
partir des molécules individualisées. Ainsi, lausioin chlorée de NP a une activité

aestrogénique sur les cellules de levure 10 foiérseyre a celle de NP non chlorée (gtwal,
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2002b). Au contraire Cormiet al. ne retrouvent pas d’augmentation d’activité cesinague
par rapport a la molécule-mere (Correical, 2011).

En conclusion, comme certains dérivés chlorés patactivité agoniste cestrogénique,
le role de perturbateur endocrinien de ces mol&cnlest pas a négliger. Cependant leur
métabolisme est tres peu connu. Riu et al ont étladbiotransformation de plusieurs dérivés
chlorés du BPA dans les cellules du foie de ramentrent qu’ils subissent une oxydation
P450-dépendante entrainant leur coupure a cotéadwore central et la formation de

chlorophénol hydroxylé (Riat al, 2010).

III.3. BIOMONITORING
Les dérivés chlorés du BPA ont été retrouvés dauasiqurs milieux biologiques
humains : le tissu adipeux, le placenta et I'uridar contre, ils n’ont pas été détectés dans le
sérum. Aucune de ces études n’'a distingué les @HDRPA. Le tableau 4 reprend les
résultats de ces études. Le TeCBPA n'a été démpoeedans le tissu adipeux. Il a été

recherché et non détecté dans le placenta et jasaté recherché dans les urines et le sérum.
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Tableau 4: Concentration de BPA et ses dérivés chlorés dans les milieux biologiques humains (ND :

non détecté ; NR : non recherché ; LD : limite de détection)

Milieu

Méthode

. . Variable BPA non Auteurs
biologique conjugué CBPA DCBPA TCBPA TeCBPA dodszge (Année)
Tissus moyenne 5,83+3,48 3,05+0,28 9,21+9,26 0,74+0/15 ND
adipeux [ 3ux de Fernande;
(femme) détection 55 % 15% 80 % 10 % ND GC-MS et al,
(ng.g") (2007)
N = 20 LD 0,5 0,5 0,5 3 3
Tissus moyenne | 17,46+14,82 7,32t4,25 | 14,451£9,79| 4,13+1,35 | 3,54%1,94
adipeux | taux de o 0 0 0 0
(enfant) | détection 62% 64 % 99 % 2% 12% ccms| Jlea
(ng.g") LD (2008)
N=86 | (ngmL?) 0,5 0,5 0,5 3 3
Min -max| 5,7-22,2| 51-21,4| 12,7-58,8/ 4,0-31,2 ND Jimenez-
Placenta aux de LC Diaz et
_l -
(ng_-g ) détection 20 % 51 % 51 % 49 % ND MS/MS al.
N =49
LD 0,2 0,3 0,3 0,4 0,6 (2010)
Min-max | 1,2a 15,4 ND ND ND NR Vel
4.8 ND ND ND NR ela-
F(’rl]acg?)ta T;gfgze ’ UHPLC-| Soriaet
99 aux ¢ 40 % ND ND ND NR | MS/MS| al,
N =50 détection
(2011)
LD 0,2 0,3 0,3 0,4 NR
<LOQ <LOQ
Urine | Min - max| _ SLOQ SLOQ 1 005)- | (0,05)- NR
e (0,01) - 12,8 (0,05) -1,68| ;' s7% 0675 _
(Mg.g) ; ; e Liao
ajustée a I moyenne 0,713 0,055 0,049 0,047 NR &Kannan,
créatinine| taux de MSIMS (2012)
_ , . 97 % 16 % 20 % 20 % NR
N=31 détection
LD 0,003 0,02 0,02 0,02 NR
<LOQ
Min - max| (0,01) - ND ND ND NR
Sérum 0,588 Lc Liao
(ng_ml_‘l) moyenne 0,035 ND ND ND NR ) &Kannan,
N=14 | tauxde MSIMS |~ 2012)
dé - 57 % ND ND ND NR
étection
LD 0,003 0,02 0,02 0,02 NR

A notre connaissance, il n’existe pas de donnéesles dérives chlorés des
nonylphénols dans les milieux biologiques.

48



CHAPITRE IV : VALIDATION D’'UNE METHODE DE DOSAGE

IV.1. CONTEXTE
La chimie analytique est une discipline scientifiglont la particularité, plus que tout
autre, est d’étre omniprésente dans le monde declzerche (les connaissances élaborées
dans un domaine se font la plupart du temps sbasa de données acquises par une analyse,
relevant aussi bien des concepts et outils de iiehproprement dite, que de la physico-
chimie, la biochimie, la biologie, la physique eéme les mathématiques), et aussi dans le

monde de la santé (diagnostics médicaux baséssanhlyses médicales notamment).

Dans le cadre environnemental, les conséquencesexjEssitions aux agresseurs
(physiques, chimiques ou biologiques) sont mulsipé¢ n’apparaissent généralement qu'a
long terme, alors méme que les populations expas@@ssouvent tres importantes. De plus,
les circonstances et durées d’exposition (en milieturel, domestique, professionnel) sont
difficiles a quantifier. Les décideurs sont ainsnemés a prendre des mesures dans des
situations le plus souvent caractérisées par desfancertitudes scientifiques, et dont les
conséguences peuvent représenter d'importants ed@nomiques, sociaux et sanitaires. Le
cadre de référence qui s'impose au niveau intemali vise a organiser le processus
d’élaboration des connaissances scientifiquessetdaditions de leur mobilisation a des fins
de décisions publiques, et distingue la fonctiagvdluation des risques (qui est du ressort du
domaine scientifiqgue) de la gestion des risques r@ave de la décision politique) (Géeh
al., 2003, AFSSET, 2006).

Ainsi, les sciences analytiques, en contribuaré\ealuation des risques (basée sur les
études scientifiques) jouent un rble important ddes décisions prises au niveau
réglementaire pour la gestion des risques, avecaesgquences qui peuvent étre importantes
au niveau de la société elle-méme. Par conséqilierst, nécessaire de fournir des résultats
dont le niveau de preuve est connu, afin d'en apgréa signification. Pour cela, les
laboratoires d’analyses ont développé le princige quialité et d’assurance qualité. La
définition internationale de la qualité est fourmpiar la norme ISO 8402 de I'International
Standardisation Organisation (ISO)La qualité est I'ensemble des propriétés et
caractéristiques d’un produit ou d’'un service qui ktonferent I'aptitude a satisfaire les
besoins implicites et explicites L’assurance qualité est un ensemble de disposimises en

ceuvre pour assurer gue les résultats fournis sdeolat qualité requise pour I'usage auquel ils
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sont destinés (Quevauvillet al, 2012). Il existe 3 référentiels normatifs ou efgéntaires

qui servent a organiser I'assurance-qualité aurébwe :

ISO 17025 :2005 « Prescriptions générales concefaaiompétence des laboratoires

d’étalonnage et d’essais »

ISO 15189:2007 « Laboratoires d'analyses de bielogiédicale - Exigences

particulieres concernant la qualité et la compétenc

BPL «Bonnes Pratigues de Laboratoire» (OCDE, 199Bes industries
pharmaceutiques et chimiques ont été les premi&resettre en place des regles
strictes et définies au niveau international, ubdés les bonnes pratiques de
laboratoire (BPL). Celles-ci ont été développéslpdfood and Drug Administration
aux USA en 1976, et ont servi de base a I'élabmmatiu texte BPL élaboré par
I'OCDE (Organisation de Coopération et du Dévelapeert Economiques, regroupant
34 pays aujourd’hui). Le champ d’application desLBfe 'OCDE (1998) est ainsi
défini dans le texte essais de sécurité non cliniques pratiqués sur @éments
contenus dans des produits pharmaceutiques, ddtcides, des cosmétiques, des
médicaments vétérinaires, des additifs pour I'ahtagion humaine et animale et des
produits chimiques industriels. Ces éléments soumies essais sont souvent des
produits chimiques de synthése, mais peuvent auo& origine naturelle ou
biologique et étre des organismes vivants dansames$ circonstances. Les essais
effectués sur ces éléments visent a fournir desé@Bmnsur leurs propriétés et/ou leur

innocuité du point de vue de la santé humaine atéolenvironnemens

L'accréditation d’'un laboratoire est une reconremis®, par un organisme tiers

(Cofrac en France), de sa compétence dans un domanre®, sur la base d'un référentiel

normatif définissant les exigences. Ce peut étre démarche volontaire (pour mettre en

valeur cette compétence) ou une obligation dacadee de la réglementation.

La validation d’'une méthode d’analyse fait partie d&férentiels précédemment cités :

« Le but de la validation d’'une procédure d’analysé @e démontrer gu’elle correspond bien
a l'usage pour lequel elle est prévagCEE 111/844/87 EN-FINAL, aolt 89). De nombreux

ouvrages, documents et normes relatifs a la vadinlales méthodes sont disponibles. lls

proposent en général peu de protocoles expérimerdgase limitent le plus souvent aux
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concepts généraux. Les termes et les plans exp#iamevarient selon le référentiel. Chaque
laboratoire fait donc le choix d'un référentiel quorrespond le mieux a son activité, et au

niveau de reconnaissance souhaitée.

IV.2.  VOCABULAIRE GENERAL DE VALIDATION
Selon la norme NF ISO 17025 la validation d'unehnée est 4a confirmation par
examen et apport de preuves objectives, du faitlegiexigences particulieres en vue d’'une

utilisation prévue et déterminée de la méthodendommplies».

Dans la suite de notre travail, nous détaillonsesaght la validation d’'une méthode
d'analyse et non la totalité des requis décritssdies référentiels d’assurance-qualité au
laboratoire. Les principales caractéristiques dditgud’'une méthode d’analyse sont aussi

appelées critéres de validation et sont définepces :

Spécificité : (terme anglais : specificity) La spécificité dauméthode d’analyse est sa
capacité a mesurer seulement ce qu'elle est destinenesurer. En d’autres termes, une
méthode est spécifique lorsqu’elle permet de medamalyte avec la garantie que le signal
instrumental ne provient que de I'analyte (AOAC02Q Feinberg, 2009)

Linéarité (ICH, 2005) (terme anglais: linearity): La lindgar d’'une procédure
analytique est sa capacité (a l'intérieur de limédle de dosage), a fournir des résultats qui
sont directement proportionnels a la concentradimfianalyte de I'’échantillon.

Intervalle de mesure (terme anglais measuring interval ISO/IEC Guide2097)
L’intervalle de mesure est I'ensemble des valeurgmadeurs d’'une méme nature, qu’'un
instrument de mesure ou un systeme de mesure dmutémesurer avec une incertitude
instrumentale spécifiée, dans des conditions détées (ISO TC 69/SC 6 N, 2011).

Justesse (terme anglais : trueness) (ISO 5725-1, 1994): justesse exprime
I'étroitesse de l'accord entre la valeur moyennepbe sur une grande série de résultats et la

valeur acceptée comme référence. La justesse deeeles erreurs systématiques.

Fidélité (terme anglais: precision) (ISO 5725-1, 1994) a fidélité exprime
I'étroitesse de I'accord (mesure de la dispersant)fe une série de mesures obtenue a partir
de plusieurs prises d’essai d'un méme échantillandgene, dans des conditions prescrites
(trois catégories de conditions sont envisagéesjidelité détermine les erreurs aléatoires. La
fidélité est calculée a partir de I'écart-type désultats d’essais obtenus selon certaines

conditions :
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» Conditions de répétabilité (terme anglais : repeatability conditions) (ISO
5725-1, 1994) : conditions dans lesquelles lesltaswd’essais indépendants sont obtenus par
la méme méthode, sur les individus d’essais ideesigdlans le méme laboratoire, par le

méme opérateur, utilisant le méme équipement etgmeénoh court intervalle temps.

» Conditions de fidélité intermédiaire (terme anglais : intermediate precision
conditions) (ISO 5725-1, 1994) : conditions darsgjleslles les résultats d’essais sont obtenus
par la méme méthode, sur des individus d’essaigtigiees, dans le méme laboratoire avec
des changements de conditions, parmi lesquellesrsopne, étalonnage, équipements,

environnement, temps écoulé entre les mesures.

» Conditions de reproductibilité (termes anglais : reproducibility conditions)
(ISO 5725-1, 1994) : conditions dans lesquellesdesltats d’essai sont obtenus par la méme
meéthode, sur des individus d’essais identiques diifiérents laboratoires avec différents

opérateurs et utilisant des equipements différents.

Exactitude (terme anglais: accuracy) (ISO 3534, 2006): L&txade exprime
I'étroitesse de I'accord entre le résultat obtehdaevaleur acceptée comme référence. De
plus, la norme ISO 5725-1 présente I'exactitudend’'uméthode de mesure comme étant
composeée de sa justesse et de sa fidélité, puikguiet en jeu une combinaison d’erreurs

aléatoires (fidélité) et d’erreurs systématiquastgsse).

Sensibilité (terme anglais : sensibility) (Feinberg, 2009): demsibilité est le rapport
de la variation instrumentale a la variation dectmcentration pour différentes solutions

étalons, ou pour des ajouts de I'analyte dans wateaa.

Robustessdterme anglais : robustess) (Feinberg, 2009) : robustesse est
importance des effets observés lorsqu’on faitisule Iégéres variations contrdlées des

conditions opératoires.

Limite de quantification (terme anglais : limit of quantification) (ICH, 280: La
limite de quantification est définie comme la quignia plus faible d’analyte dans un
échantillon qui peut étre déterminée quantitativeimeest-a-dire avec une variabilité connue

et acceptée.

Limite de détection (terme anglais : limit of detection) (ISO/TR 13%3Qa limite de

détection est définie comme la plus petite quantie concentration d’'un analyte dans
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I'échantillon d’essai qui peut étre distinguée,daniére fiable, du bruit de fond (AFNOR,
20009).

IV.3. COMPARAISON DE LA METHODOLOGIE DES PROCEDURES DE
VALIDATION DE 3 GUIDES APPLICABLES AU DOMAINE DE LA SANTE
ENVIRONNEMENTALE

Il n'existe pas de protocole international unigd@ns le cas de la validation d’analyse.
Cependant I'hnarmonisation du vocabulaire et pae\d®# conséquence la normalisation des
définitions (voir paragraphe précédent) permet di@raa I'échelle internationale la qualité
d’'une analyse. Plusieurs guides sont disponiblaisgétaillent la méthodologie de validation
a appliquer dans un contexte donné, en fonctiotiutisation prévue et déterminée de la

méthode, comme défini par la norme ISO 17025.

Dans le domaine de I'environnement, aucune congaiglementaire n'impose aux
laboratoires de recherche d’étre accrédités, sagkajui concerne les laboratoires effectuant

des analyses réglementaires obligatoires.

Cependant, la nécessité méme, pour le cherchesiasgurer que les résultats fournis
seront de la qualité requise pour l'usage augaedaht destinés, conduisent celui-ci a définir
le niveau de qualité requis pour ses résultatsdiection du but a atteindre), et ensuite a faire
la validation adaptée des méthodes mises en cdbares notre travail concernant la santé
environnementale, les analyses des molécules sadtiites a partir de milieux biologiques et
d’eau, et ont pour objectif d’étre utilisées dams études épidémiologiques. C’est pourquoi,
il nous est apparu intéressant de comparer differgnides applicables au dosage des
polluants environnementaux dans ces deux milieuXyeassocier les guides applicables a la
santé humaine. Finalement, les recommandationsnattenales, les mieux adaptées au
niveau de qualité requis par notre travail corresigot a celles décrites dans les 3
référentiels : I'lCH, NORMAN et la FDA.

L’'ICH (International Conference on Harmonization tachnical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use)hléun guide de validation des procédures
analytiques dans le secteur pharmaceutique. Ce gaidcerne I'identification de composés,
les essais de pureté (dosage et essais limites)]e edosage pharmaceutique et
biopharmaceutique. Ce guide est recommandé dansr’uauropéenne, les Etats-Unis
d’Amérique et le Japon. La version actuellemenvigneur est la version 4, mise a jour en
2005 (ICH, 2005).
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Le guide NORMAN : (Network of Reference laboratsriand related organizations
for Monitoring and bio-monitoring of emerging pobuits) est un guide de validation pour les
analyses dans le secteur de I'environnement. Cdegooncerne le dosage des polluants
émergents et I'évaluation de leur toxicité, et arpbut d’établir une approche européenne
commune pour la validation chimique et biologiquesiée cadre des études de monitoring
(dans l'environnement) et bio-monitoring (dans Iedieux biologiques) des polluants
émergeants dans une large série de matrices. @e gent compte de différents niveaux de
validation possible : les laboratoires de rechertdelaboratoires référents et les laboratoires

de routine. La version actuelle en vigueur eselsion V4.1 de 2009 (Schwesgal, 2009).

La FDA (Food and Drug Administration) a élaboréguide de validation de méthode
bioanalytique pour les industries. Il concernedgaloppement de méthode pour de nouveaux
médicaments et est applicable particulierementafalyse par spectrométrie de masse et
chromatographie liquide pour la quantification dédimaments ou leurs métabolites dans les
matrices biologiques. Ce guide tient compte deédifits de niveau de validation : la
validation d’'une nouvelle méthode, les modificatiatisine méthode déja validée et la
validation croisée de plusieurs méthodes (US Depart of Health and Human Services
&Center for Drug Evaluation and Research, 20018xiste un document FDA pour le dosage
des produits chimiques dans les aliments que n@v®ms pas retenu car il était beaucoup
moins détaillé que le précédent (Foods Programn8eiand Research Steering Committee,
2012).

Ainsi, le tableau 5 réunit les différents critérds validation des trois référentiels
préecédemment cités, qui permettent de valider aeuxniles analyses destinées a étre
exploitées dans le domaine de la santé environnmteerConcernant I'analyse de traces de
polluants environnementaux, dans le guide de I'i@ids avons considéré la procédure pour
'analyse quantitative d’impuretés, qui corresp@nth procédure la plus exigeante. Dans le
guide de NORMAN, nous avons considéré le niveauelvdlidation qui s’adresse au
développement de méthode. Dans le guide de la RDés avons ciblé la validation complete

qui s’adresse au développement d’'une nouvelle rdétho
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Tableau 5 : Méthodologie de la validation des procédures analytiques selon I'ICH, NORMAN et la

FDA dans le cas d’une analyse destinées a étre exploitées dans le domaine de la santé

environnementale (NR : non renseigné ; LQ : limite de quantification, LD : limite de détection, * ICH

et FDA présentent une notion d’exactitude qui en fait correspond a la justesse de la norme 1SO

3534-1)
ICH NORMAN FDA
Spécificité/ 2 ou plus parmi les - Introduction d’interférences| Analyse de blancs matrice
sélectivité procédures analytiques dans I'échantillon comparée ade 6 origines différentes.
(selectivity/ suivantes : un échantillon sans L’absence d'interférence
Specificity) - chromatogramme illustratif, interférence, doit étre vérifiée. La
- séparation des composeés | 2calcul de la justesse sélectivité doit étre testée a
composeés éluant a la suite | - comparaison de la la limite de quantification.
doivent étre résolus, concentration déterminée avedans le cas de I'analyse par
- matrice avec des impuretésd’autre méthode indépendante_C-MS et LC-MS/MS,
comparées a matrice sans I'effet matrice doit étre
impuretés recherché
Justesse (défini abusivement par le | - 5 a 10 répétitions (défini abusivement par le
(trueness) terme exactitude) * surchargées et non surchargéésrme exactitude) *
- Surcharge a 3 niveaux de | dans la matrice. - Surcharges a 3 niveaux dle
concentrations/3 répétitions| - Le recouvrement doit étre | concentrations minimum/ %
chacun compris entre des valeurs quj répétitions chacun.
- Calcul du taux de sont fonction de la Moyenne du biais doit étre
recouvrement qui doit étre | concentration en analyte (cf | <15 % sauf dans le cas de
compris entre 70 et 130 % ddableau du guide, par exemplela limite de quantification
la quantité, ou calcul de la | sila concentration en analyte ou il faut étre <20 %
différence entre la moyenneg est de 0,0000001 %, le
obtenue et la valeur vraie | recouvrement doit étre
compris entre 40 et 120 %)
Fidélité Pour chaque valeur de Dans tous les cas : Minimum 3 niveaux de
(Precision) fidélité : calcul de I'écart- - 3 répétitions par niveau de | concentration/5 répétitions
type, du coefficient de concentration. chacun. Le CV doit étre
variation et intervalle de - Calcul de I'écart-type, du < 15 % sauf dans le cas d¢
confiance coefficient de variation (CV) | la limite de quantification
Répétabilité | - Minimum de 3 niveaux de ou il faut étre <20 %

(repeatability)

Fidélité
intermédiaire
(intermediate
precision)

concentration/3 répétitions
chacun ou minimum de 6
répétitions a 100 % de la
concentration test.

Idem, dans des conditions

qui dépendent de I'utilisation Calcul de la fonction de

Calcul de la limite de
répétabilité (r = 2,83 x CV de
la répétabilité). La variation n
doit pas dépasser plus de
5% der.

Horwitz : 2**(1-0,5 x C) et le
CV de la répétabilité < 0,5 ou
0,6 x la fonction de Horwitz

A%
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ICH

NORMAN

FDA

Recouvrement| NR NR Comparaison du signal
(recovery) d’'un échantillon surchargé
dans la matrice au signal du
standard. Recouvrement de
'analyte et de I'étalon
interne doit étre cohérent,
fidéle et reproductible.
Recouvrement effectué a 3
niveaux de concentrations
(faible, médium et fort)
Limite de - Soit évaluation visuelle, | 3 x I'écart-type du blanc de | NR
détection - Soit évaluation par le matrice ou 3 x I'écart-type
(detection rapport signal/bruit en d’un solvant contenant une
limit) comparant le signal d'un faible concentration
échantillon & une
concentration faible connue
et un blanc. En général
rapport 3 :1
- Soit LD = 3,3 x écart-type
d’'un blanc ou 3,3 x la pente
de la courbe d’étalonnage
Limite de -Soit évaluation visuelle, LQ =3 x LD ; Doit étre La réponse a la LQ doit étre
guantification | -Soit évaluation par le démontré (vérification de au moins 5 fois supérieure
(quantification | rapport signal/bruit en I'exactitude) en surchargeant & la réponse d’un blanc. La
limit) comparant le signal d'un | la LQ un blanc matrice réponse doit étre
échantillon & une identifiable et reproductible
concentration faible connu¢ avec une fidélité < 20 % et
et un blanc. En général une justesse comprise entre

rapport 10 :1
-soit LQ = 10 x écart-type
d’un blanc ou 10 x la pente
de la courbe d’étalonnage.
Doit étre démontré
(vérification de I'exactitude)
par I'analyse d’échantillon
surchargé a la limite de
quantification

80-120 %

Linéarité
(linearity)

Minimum 5 concentrations
Calcul r2; pente de la droite
de régression, somme des
carrés des résidus, intercep|
avec I'axe des ordonnées,
déviation entre les points et
la droite de régression

Dans un standard et dans la
matrice
Echelle logarithmique : la

tgjamme est comprise entre 94
105 % de la ligne horizontale

La gamme doit étre faite
dans la matrice. Faire un
blanc matrice sans étalon
b i@terne et un blanc avec
étalon interne puis 6 a 8
points de gamme incluant
la LQ.

Intervalle de
mesure (range

Fidélité et justesse des poin
de la droite d'étalonnage,
1002120 % de la
concentration ciblée pour
'analyse

t©éterminé par la LD et LQ

Pour autres points de la
gamme, la déviation doit
étre < 15 % de la valeur
nominale (sauf pour la LQ
qui doit étre < 20 %)

Sensibilité

(sensibility)

NR

Pente de la droite en général

NR
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ICH NORMAN FDA

Robustesse | Faire varier les paramétres | Introduire des changements | NR
(robustess) d’ajustement de la méthode| :délibérés légers a la méthode

par exemple : le temps et déterminer le coefficient de

d’extraction, le pH de la variation d’échantillons

phase mobile, la températuresurchargés

le débit de la phase mobile.|.
Stabilité des | NR NR Détermination :
analytes - a court terme et a long
(analyte terme au congélateur et/ol
stability) a température ambiante, 3

faible et haute
concentrations.

.- sur des solutions-meres
de stockage a températurg
ambiante et a la
température de
conservation.

- condition de stockage de
échantillons apres la
préparation et avant

I

[72)

'analyse

A lissue de la validation, lors du dosage des gtihans, il convient de disposer

d’'une méthode qui permette de controler les caeffis du modeéle, afin qu'ils restent dans le

domaine de variation compatible avec les perforreanabtenues lors de la validation

(Feinberg, 2009). Les guides Norman et FDA préaigle réaliser un controle-qualité, lors

des dosages de routine. Pour cela, la FDA recomendiimtsérer des échantillons de contrdle-

gualité lors de l'analyse, préparés en surchargkamatrice, a différentes concentrations

d’analytes (US Department of Health and Human $esvi&Center for Drug Evaluation and
Research, 2001).
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PARTIE Il :
TRAVAUX PERSONNELS
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CHAPITRE V : CHIMIE ANALYTIQUE ET DIFFICULTES METROLOGIQUES DES NONYLPHENOLS EN
SANTE-ENVIRONNEMENTALE

Résumeé

Depuis ces dernieres décennies, I'évolution degi@s environnementaux et de leurs
répercussions sur la santé ont fait apparaitrehamp de recherche scientifique en santé
environnementale dans lequel la transdisciplina@sténtrinseque au sujet. Cet article illustre,
dans le cas des nonylphénols, comment les échargiansferts de connaissances entre
chimistes, biologistes, pharmaciens et médecinmgigent de comprendre la nécessité de
faire évoluer des méthodologies analytiques. Léfcdités soulevées pour le choix d’'une
substance de référence dans le cas d’'une analys®dglphénols (multiplicité des isoméres,
variabilité dans la composition des lots pour unmméN°® de CAS) sont exposées. En
conséquence l'utilisation du 353NP (CAS 186825-B&5t proposée et discutée comme
substance de référence du fait de sa forte progpodans le mélange industriel ainsi que de

son important pouvoir cestrogénique.
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ABSTRACT

In recent decades, the development of environmeisied and their repercussions on
health has led to environmental health being adfief scientific research in which
interdisciplinarity is intrinsic. This article ononylphenols (NP) shows how exchanges and
knowledge transfer involving chemists, biologigtearmacists and physicians underscore the
need to further the development of analytical metihagies. We spell out the difficulties
encountered when selecting a reference materiahfranalysis of NP (i.e. multiplicity of
iIsomers, and variability in the composition of legs for the same CAS Registry Number).
As a result, we propose 353NP (CAS 186825-36-3hageference material (because of its

high proportion in the industrial mixture and it®pounced estrogenic power).

Keywords: 353NP; Environment; Estrogenic power; &ue; Health; Nonylphenal,
Reference material; Risk; Standard; Water

V.1. INTRODUCTION

High-level official recognition of the influence dfe environment on public health was
accorded in 1994 at the Helsinki conference orgahizy the European office of the World
Health Organization. A charter on environment agdlth was drawn up by the members. It

describes rights and obligations of people, govemis) and other actors involved. It also
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formulates fundamental principles of general pulslterest and announces strategic elements
and action priorities [1]. The European Environmertd Health Strategy integrates
information on the state of the environment, thesgstem and human health, in order to
render assessment of the overall environmental ¢tnga human health more efficient. The
main thrust of the strategy is to fill the knowledgap on the link between environment and
health, in a first phase focusing on a number airipy adverse health effects, including the
endocrine-disruptive effects [2]. Based on humaalthedata, 42 substances were listed as
Category 1, including nonylphenols (NP) [3], whiahe continuously introduced into the
aquatic environment by means of industrial, agtical and municipal effluents. NP are
found throughout the environment, particularly irater resources [4]. NP are of major
concern to environmental public health due to tiggh potential for human exposure and
their demonstrated toxicity. In animals, NP indueproductive and developmental toxicity
involving feminization, a decrease in male feiilnd juvenile survival, malformation during
embryo development, adverse effects on organ steicind weight, a decrease in embryonic
survival and insufficient body growth [4,5].

From an environmental standpoint, the consequenfcesposure to physical, chemical
and biological aggressors are multiple and genelatig-term, while the number of persons
exposed is often exceedingly high. Moreover, theuonstances and the duration of exposure,
be they in natural, domestic or professional envitents, are hard to quantify. As a result,
decision-makers are often compelled to take measuarsituations characterized for the most
part by the pervasive uncertainty of scientistse Tonsequences of their decisions may
involve high economic stakes and raise questionsooial acceptableness going above and
beyond their strictly sanitary effects. The franiegederence existing at an international level
is aimed at organizing scientific knowledge ancdhgimg it to bear with regard to public
decisions. In this respect, risk assessment (seibased) is clearly distinguished from risk

management (policy-based) [6,7].

Classically, a risk-assessment approach comprieas distinct steps: (1) hazard
identification; (2) definition of dose-response atenships; (3) population-exposure
assessment; (4) characterization of the sanitaksriStep (3) is the subject matter of a
methodology known as exposure science, and ittivgein real-life situations is to identify
and to characterize contact with toxic agents &med fpenetration into an organism. Unlike

toxicology, it is based upon field observationst fwt reason alone, exposure assessment is
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of great interest [8,9]. Human biomonitoring or duoveillance is one component of exposure
science, which revolves around analysis of enviremia pollutants, or their metabolites, in

the biological environment of the individuals inved [10-12].

With respect to NP, hazard identification has bestablished [13,14] and the definition
of dose-response relationships is known in the ahthrough toxicological studies [13-16].
As for assessment of population exposure to NPosxe science performs analyses of the
pollutants in the environment of the individualsinge studied and also carries out
biomonitoring, which necessitates an appropriateioghof not only the biological sample
(e.g., blood, urine, fat, or maternal milk), bus@khe molecule or metabolite involved. More
generally speaking, when choosing, it is necessaeyisure that the risk-assessment approach
maintains methodological continuity with regard ttee contaminant in both natural and
human biological environments, and thereby allowe tdata to contribute to the

characterization of sanitary risks [Step (4)] thrioegidemiological studies.

The key aim of this article is to focus the scist'di attention on the analytical chemistry
and metrological issues related to NP. First, wall gt the difficulties encountered when
selecting a substance of reference for the anabyd, then propose 353NP (CAS 186825-
36-5) as thesubstance of reference, and, finally, discuss thisice, in a case where the
objective of assessing the presence of the NP iernkizonment so as to evaluate the quality
of natural environments is transformed into thesotiye of evaluating human exposure to the

selfsame NP

V.2. GENERALITIES ON NONYLPHENOL ANALYSIS

VI.2.a. The nonylphenols present in the environment [4,14,17]

NP ethoxylate (NPE) derivatives are one sub-set general group of compounds
known under the name of alkylphenol ethoxylates.EN&e mass-produced chemical
compounds. In Europe in 2002, as the result ofethexylation of NP with ethylene oxide,
NP production neighbored 73,500 tons. The most lyidélized alkylphenols are 4-tert-
octylphenol (OP, CAS 140-66-9) and 4-NPs (NPs, @A852-15-3). For more than 40 years,
NPE have been used as detergents, emulsifiersngatjents and dispersing agents, and they
are found in a large, wide-ranging number of fie{dg., textile transformation, pulp and
paper treatment, paints, resins for protectiveingatecovery of gas and petrol, manufacture
of steel, anti-parasite products and energy prachictThey are also found in a wide array of
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consumer products, including cosmetics, cleanimglpets and paint. Lastly, NP can be used
as adjuvants (antioxidants and softeners) in theufaature of plastics (e.g., epoxy resins and
PVC). There are also NPE transformation productsnéd by means of microorganisms in

the environment.

There exist no known natural sources of NP and NPfe presence of these
substances in the environment results solely framadn activity. Release of NP and NPE
into the environment may occur at different stepd atages of product life cycles, during
primary NPE production, manufacture of productstaming NPE and NP, utilization of the
products and their elimination in wastewater-treaitrfacilities, septic tanks, town or factory

landfill, or simply in the natural environment.

V.2.b. Naming nonylphenols

In general, the name NP specifies neither the ilmcator the isomer of the nonyl

radical (R), of which the general formula is addwais:

OH

| X
AT
Z
Industrial NP are manufactured via Friedel-Cralkylation of phenol with technical

nonene (“propylenetrimer”. C9-olefins with varyindgegrees of branching). Due to the
formation of carbocations during the acidcatalypeatess, the resulting NP mixture is highly
complex, mostly containing para-substituted isomeith differently branched nonyl side
chains [18,19]. The approximate composition of tehnical mixture is: 3—6% o-NP, 90—
93% p-NP and 2-5% decylphenol [20]. Besides, apprately 50-80 NP, with 550 possible

isomers, are found in biological and other envirentally relevant matrices [21].

There exist numerous CAS numbers for the NP naraed,the list in Table 1 is
limited to the names pertaining to NP in para @dpminantly para substitution — or to 4-NP
— since they are relevant to environmental isstiable 1 was drawn from the Sigma-Aldrich
2011 catalogue (sigma-aldrich.com), the Frenchturidtlational de Recherche et de Sécurité
(INRS) [13], the Internet site of the Canadian Gaweent [22], and the relevant ISO
standards. In this article, we are not dealing VIIAS 11066-49-2 (predominantly ortho
substitution of the nonyl chain) or CAS 139-84-4effominantly meta substitution of the
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nonyl chain). Until 2009, references CAS 186825838nd CAS 186825- 36-5 were not
commercially available in any catalog (regardlefsthe supplier). The study described below
was carried out with a locally synthesized substavfcreference 353NP (CAS 186825-36-5)
(cf. sub-Section V.3.a. Material and methods, péje

Table 1 : Liste of names and CAS numbers of the different para-nonylphenols, drawn from Sigma-
Aldrich catalogs 2011, INRS, the Canadian Government Internet site, and ISO standards

CAS Nr Usual name Description

104-40-5 4-nonylphenol Linear radical
4-n-nonylphenol
p-nonylphenol

84852-15-3 | branched 4-nonylphenqlin para substitution, but as an isomer mixture
with ramified radical (without linear radical)

for Sigma-Aldrich 90% minimum in position 4
with mention of substitution isomers on the cycle.

25154-52-3 | nonylphenol Isomer mixture

according tdNRS FT249 and ISO 18857-
2 :2009 mixture of substitution isomers on the
cycle of the linear nonyl radical.

according to ISO 24293:2009 isomer mixture jin
para substitution for the ramified nonyl radical.

90481-04-2 | branched nonylphenol | Ramified radical (in isomer mixture), and
mixture of substitution isomers on the cycle

26543-97-5 | p-isononylphenol Isononyl radical in para subsitot
87247-00-5 |p-tripropylenephenol Tripropylene radical in pardstitution
186825-39-8 | 3E2-nonylphenol 4-(2-ethyl-1-methylhexyl)phenol
Available in catalog since 2009
186825-36-5| 353-nonylphenol 4-(1-ethyl-1,3-dimethylpentyl)phenol

Available in catalog since 2009

This recapitulative list underlines how much it teed that the user of NP pays
particular attention to the exact product he wiskesemploy. On this score, standard
1ISO18857-2:2009 explicitly mentions the fact th&@AS numbers 104-40-5 (4-NP, straight
chain) and 25154-52-3 (NP, straight chain) have #@sen incorrectly used to denote the
isomer mixture CAS 84852-15-3". The relevant staddadicates that “the commercially
produced NP are predominantly 4-NP with a varied @mdefined degree of branching in the
alkyl groups. This mixture of isomers falls undiee tCAS number 84852-15-3”. Issued the

same year, standard 1S024293:2009 nonethelessilsstihe substance of reference to be
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used with regard to the concentration of 13 NP m@ncorresponding to substitution isomers
on the nonyl chain, which is itself in para suhsgitn with regard to the phenol cycle and
should be a product designated by the CAS numhEs£52-3 and described as a “technical
mixture of isomers” (paragraph 4.8, page 3 of ttecument [24]). Given this apparent
contradiction, we have created chromatographic imgproy GCMS laboratory analysis of
each one of the two products: (1) CAS 25154-52akcfibbN° 50720, supplier DrEhrenstorfer,
ref C15629000); and, (2) CAS 84852-15-3 (batch BB2R30, supplier Fluka, ref 74430). In
our analysis, CAS product 84852-15-3 (in para sulign) corresponded to around 75% of
CAS product 25154-52-3. It would consequently sdenbe the case that the technical
mixture with CAS number 25154-52-3 is indeed a omegtof substitution isomers on the
cycle and on the chain, and not simply (Table Migture of molecules with linear radicals
(as substitution isomers on the cycle). ConverseAS number 84852-15-3 presents a small
percentage of substitution isomers on the cycleefothan in para substitution), as mentioned
in the Sigma-Aldrich analysis reports: 90% minimafiramified nonyl chain in position 4; in
the impurities, substitution isomers on the cyake @nce again reported, along with 0.2% of
free phenol and to 3-4% of dinonylphenol. This obsgon corroborates the fact that
industrial manufacture has not totally masteredrépeoducibility of the batches, which are
indeed complex and relatively variable accordingh® manufacturer and the batch number
[25]. Moreover, in GCMS laboratory analysis, thegance of ANP (linear radical, CAS 104-
40-5) was sought but not found in the two produzt#nding signifying concentrations below
5% for CAS 25154-52-3 and CAS 84852-15-3.

It bears mentioning that, in metrology in chemisthe material (chemical substance)
of reference must be of well-known and clearly-defi composition, and we have just
observed that for NP:

(1) the degree of purity of the products with refyar their description is variable;
(2) it can be found out by examining the analyszort;

(3) all the isomers of the mixture are not necelyssubjected to dosage during the control.

V.2.c. References for nonylphenols

The latest advances in monitoring chemical polligdantassess water-quality status in
accordance with the Water Framework Directive (WRDY the attendant challenges were

thoroughly reviewed in 2009 [26], and are listecthe Directive 2008/105/EC [27]. In the
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case of NP, the common position adopted by the gaao Parliament and the Council on 16
December 2008, on Environmental Quality Standa&d3Ss) in the field of water policy and
in amending Directives 82/176/EEC, 83/513/EEC, B8/EEC, 84/491/EEC, 86/280/EEC
and 2000/60/EC, was to propose CAS 104-40fNR) as EQS (<0.3 pg/L when expressed
as an annual average value, or <2 ug/L when ewumess a maximum allowable
concentration) with the mention that “Unless othise specified, it applies to the total
concentration of all isomers”, even though theoramended standard method 1ISO 18857-2
[28] postulates CAS 84852-15-3 as the material eférence, whereas ISO 24293 [24]
postulates CAS 25154-52-3. In the case of Franckasna response to the questions put
forward by the Agences de I'Eau (the French pul#stablishments entrusted with
implementing the WFD) concerning the CAS N° to Isedj in December 2010 the Institut
National de 'Environnement Industriel et des Rissjpecommended for use as a standard a
substance internally codified by the Service d'Adistration National des Données et
Référentiels sur I'Eau (SANDRE 6598) and contairiiig) CAS 84852-15-3, CAS 25154-52-
3 and CAS 104-40-5 [29].

Tables 2 and 3 list the different methods and sulesls used as references for the
determination of NP in water and in complex masio¢her than water, drawn from scientific
literature published between 2002 and 2011. Thewghat the measurement benchmarks to

be used may differ according to the studies ingigaificant respects:
(1) designation of the NP with no indication of tBAS N°; or,

(2) non-standardized expressions of results [i.eabdity with regard to the substance of
reference (CAS N°) or to the means of calculatisith or without internal standard)].

As for dosage in an aqueous environmental samplaeT? illustrates the wide variety
of calculation methods and substances selectedateyiais of reference, notwithstanding the
harmonization texts established in 2006 with IS&hdard 18857-1 (Water quality: Dosage of
selected alkylphenols, part 1 published in 2006 atgxtlin 2009) and then the ISO standard
24293 (Water quality: Determination of individuabmers of NP, published in 2009).

We consider the choice of substance of refereneeilathis article, particularly in the

Discussion (Section 4).
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Table 2: The different reference nonylphénols used in the literature (examples) for assays in water (environment and drinking water)

Ref.

Technique Nonylphenol of reference as mentioned |n Supplier Method with internal standard
(year) the publication
#(2002) GC/MS CAS 25154-52-3 not mentioned Absent
P (2005) Not indicated CAS 25152-52-3 not relevant
CAS 104-40-5
¢ (2005) GC/MS 4- nonylphenol Sigma-Aldrich BisphkAed16
4(2005) HPLC/(ESI)MS Technical grade 4-nonylphenol Aldrich 4-heptylphenol (aldrich)
e
(2006)
(2009 GCI/MS CAS 84852-15-3 Not relevant rtnonylphenol (ring=Cg)
AFNOR — Europe or
ISO 18857-1 4-n-nonylphenol CAS 104-40-5if absent from
the sample to be dosed
9 (2006) GC/MS Technical 4-nonylphenol (NP) Riedel de Haen #-nonylphenol CAS104-40-5Riedel de
Haen)
" (2007) HPLC (Fluo) 4-nonylphenol Lancaster n-fonylphenol CAS104-40-5 Riedel de
Haen)
' (2007) HPLC/ 4-nonylphenol CAS 84852-15-3 Aldrich rdnonylphenol d8 (Dr Ehrenstorfer)
(ESI)MS/MS
! (2008) HPLC/ 4-n-nonylphénol CIL Cluzeaux absent
(ESI)MS/MS
¥ (2008) Laboratory (included 7) 4-nonylphenol CAS 84852-15-3 Not mentioned

intercomparison study
GC/MSwithout derivatization
or GC/MSwith derivatization
or LC/MS/MS
or HPLC (Fluo)

n-Aenylphenol d8
or 4n-nonylphenol d6
or 4-bromophenol
or atrazine d5
or without internal standard
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' (Stottmeisteet | Interlaboratory trial (included NP Sasol 4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol (ring-13C6
al., 2009)(2009) | 14) according to ISO 18857-2 Abbrev.: 363 NP-13C6
GC/MSwith derivatization
™ (1S018857- GC/MS CAS 84852-15-3 not relevant 4-(3,6-dimethyl-3-h&ptyenol (ring-13C6)
2:2009(E), 2009) ISO 18857-2 Abbrev.: 363 NP-13C6
(2009)
n GCIMS CAS 25154-52-3 not relevant rdnonylphenol (ring=~Cs)
(1S024293:2009(E ISO 24293-1
), 2009) (2009)
° (Looset al, HPLC/ Nonylphenol CAS 84852-15-3 not mentioned n-#onylphenol d8 (Dr Ehrenstorfer)
2010) (2010) (ESI)MS/MS
P (2010) VALLME/HPLC (Fluo) Nonylphenol Riedel de Haen absent
(VALLME=Vortex Assisted Liquid-Liquid pestanal®
MicroExtraction)
9(Lin et al,, 2011) LLLME/HPLC (Fluo) 4-n-nonylphenol Alfa Aesar Johnsorn absent
(2011) (LLLME=Liquid-Liquid-Liquid Matthey
MicroExtraction)
" (Jardimet al, LC/MS/MS 4n-nonylphenol Supelco absent
2011) (2011)
(2011) GC/MS NP Fluka nNP

@ Kolpin et al. Environ Sci Technol. 36 (2002) 12bErench Ministry of Ecology, Water Framework Diiiget Chemical and Ecological Status of Water imEet Wanget al Anal Bioanal Chem. 383 (2005) 8%7.
Cespedest al Chemosphere. 61 (2005) 1710espedest al Anal Bioanal Chem. 385 (2006) 9985018857-1:2008 Voutsa, P. Hartmann, C. Schaffner, W. Gigeal. Environ Sci Pollut Res Int. 13 (2006) 333.
Ghanemret al. Chemosphere. 69 (2007) 13@&os et al. Chemosphere. 66 (2007) 6%tavrakakiset al. Environ Technol. 29 (2008) 2¥9.00set al. Trends in Analytical Chemistry. 27 (2008) '&ottmeisteet al.

Analytical Chemistry. 81 (2009) 6765.S018857-2:2009(E)ISO24293:2009(E) Looset al. Water Res. 44 (2010) 232¥.iantzi et al. Talanta. 80 (2010) 205M.in et al. Journal of Separation Science. 34 (2011)'428.
Jardimet al. Separation and Purification Technologypress(2011)°*Amiridou et al.J Hazard Mater.185 (2011) 1. 281.
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Table 3: The different nonylphénols of reference used in the literature (examples) for assays in
complex matrices other than water

Nonylphenol of Method with
Ref. Matrix Technique reference Supplier internal
(year) mentioned in the standard/Quality
publication control (QC)
¢ (2005) urine GCIMS 4-n-NP (linear) absent IsotGpaEme not
indicated)/QC
®(2007) eggs and | LC/MS/MS 4-n-NP technical Tokyo Kasei absent
milk purity NP Kogyo
¢ (2008) breast milk GC/MS nonylphenol ChemService odéxylbenzene
4(2009) soil TD/GC/MS 4-nonylphenol Aldrich absent
(technical mix)
€(2009) | breast milk GC/MS 4-nonylphenols Aldrich cumylphenol
"(2010) | and milk technical grade
9(2011) powdered | HPLC/MS/ NP Aldrich absent
milk MS

3Calafatet al. Environ Health Perspect. 113 (2005) 39%haoet al.J Chromatogr B. 850 (2007) 4F2Ademolloet al. Environ Int. 34 (2008) 984 Llorca-
Porcelet al. Journal of Chromatography A. 1216 (2009) 5935n et al. Food Chemistry. 114 (2009) 75@henet al. Food and Chemical Toxicology. 48

(2010) 19397 Ferreret al. Food Chemistry. 126 (2011) 360.

V.3.

ANALYSIS OF 353NP IN THE ENVIRONMENT

V.3.a. Materials and methods

Commercial chemicals and reagenkethanol, hexane, acetone, ethyl acetate, and

dichloromethane of high analytical grade (Pestipguglity were purchased from SDS

(Peypin, France). Sodium thiosulfate, internal stadd4dn-NP-2,3,5,6-D4, was purchased

from Sigma-Aldrich, Inc. Water was pre-treated biPaelab Prima and then purified by a

Purelab classic (ELGA, Antony, France). Nitrogemphalgaz-1 was purchased from Air

Liquide (Paris, France). 4-NP (diastereomer mixtafed-(3,5-dimethylheptan-3-yl)phenol

named 353NP) was custom synthesized by @rtMole{Rtatiers, France). Purity was

superior to 98%, and the ratio of diastereomer unesynthesized in the present study was
353NP(E):353NP(G) = 45:55 (according to the nonmence proposed by Katase [25]).

Water samplesinflow and effluent water (IW and EW) samples weadlected from

the eight municipal drinking water-treatment pla(@VTPs) located in the French Poitou-
Charentes region (n=16). Sampling was performethme different days and samples were

pooled before analysis. IW samples were directlyectéd at the river surface above the
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DWTP and EW samples were collected at the outlgegpof the DWTP. EW samples were
stored with the addition of a reducer (5 mg of sadithiosulfate/250 mL) in order to stop

chlorination of target compounds, and all samplesvkept frozen at -20°C until analysis.

Preparation of standard solutioné& 200 mg.L* methanol stock solution of 353NP
was stored at +4°C. Extemporaneously, the initidcks solutions were diluted in
methanol/water 50/50 (v/v) in order to obtain warkistandard solutions at 2, 4, 8, 20 and 40
ng.L* (MeOH-standard). Internal standard solution waspared in methanol/water 50/50
(v/v) at 20 pg.L* from initial stock solution (200 mg1).

Solid-phase extractiorRrior to the extraction, 1.25 mL of methanol a®@ L of the
internal standard solution (50 pg)were added to an aliquot of 250 mL of water sanpl
Water samples were extracted by means of solidepbssaction (SPE). The SPE procedure
for clean-up and concentration of water samples pesiformed using a glass C18 upticlean
end-capped cartridge 200 mg (Interchim, Montluc Jerance). Cartridges were conditioned
with 4 mL of dichloromethane/ hexane (50/50) anecémwvith 3 mL of methanol/acetone/
ethyl acetate (2/2/1) (v/viv) and then equilibratéth 5 mL of purified water. Water samples
(250 mL) were passed through the wet cartridgeshe@ with 5 mL of purified water and
dried for 15 min. For all of these different stefisw rate was set at 10 mL.mtnElution was
performed with a mixture of hexane/dichlorometh&d50 (v/v) (2 x 2 mL) along with a
mixture of methanol/acetone/ethyl acetate 2/2//¢y/(2 x 2 mL) at a flow rate of 2 mL.min
! Extracts were evaporated at 40°C to dryness umdentle nitrogen stream. Residues were
dissolved in 250 pL of a purified water/methanol O/g®) solution. Finally,
25 pL of extract were injected into a LC/MS/MS agpas.

LC/MS/MS analysisConcentration of 353NP was determined using anrMSIMS
system consisting of an HPLC ultimate 3000 (DIONEXinnyvale, USA) coupled to an API
4000 triple quadrupole mass spectrometer (Appliedytems, Forster City, CA, USA). The
HPLC column was a supercosil ABZ 5 (3 um particke s150 mm x 4.6 mm) (Supelco, St
Louis, USA). Mobile-phase composition was methamatér 85/15 (v/v), using an isocratic
solvent program. The MS/MS was equipped with anoapheric pressure chemical-
ionization (APCI) interface, operating in negatieaization mode. Quantitative analysis was
carried out in the multiple reaction monitoring (MiRmode, using two specific combinations
of a precursor-product-ion transition for each compmb Retention times and precursor-

product transitions along with their correspondaudlision energies are shown in Table 4.
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MS/MS detector conditions were set as follows: smorce gas 150 psig; probe temperature
550°C; curtain gas 20 psig; collision gas 9 psigrance potential -5.0 V, nebulizer current -
1.

Table 4. MS/MS parameters

. Collision
Retention : .- . Dwell
. Declustering| Collision cell exit :
Compound time MRM(m/z) : ) time
: potential (V) | energy (V)| potential
(min) V) (ms)
353NP 4.45 219-133 -70 -35 -20 40
(E+G) 219-147 -70 -26 -11 40
AnNPDA4 6.05 223-110 -80 -40 -30 40

Method validation.353NP contamination may arise from laboratory sscges,
reagent, SPE procedures and apparatus. In orde&otd such contamination, only pre-treated
glassware (500°C, 5 h), Teflon seals and high-gusablvent were used throughout the study.
Two kinds of blanks were performed. The first blankolved purified water with sodium-
thiosulfate addition as the sample-loading stepvbith the SPE procedure was carried out;
the second blank was obtained using an SPE proeasitihout the sample loading step.
Linearity of the chromatographic response was asskesn three different days using standard
curves including five calibration points in the gen 2-40 ng.’. Recovery (R) was
determined by analysis of n river water sample®rfgt from target compounds) spiked at
two different concentrations (20 ng-land 40 ng.[}) with 353NP (n = 10) andnNPD4
(n = 7). The recovery value included matrix effactd losses during SPE. The limit of
detection (mLOD) and the limit of quantification AQ) of the method were calculated,
respectively, as three times and 10 times the kigraoise (S/N) ratio in blanks, corrected
with the recovery. Intra-day and inter-day coeéfids of variation were calculated for
20 ng.L Y. Sample concentrations were determined using oheesponding MeOH-standard
curve calibration and corrected by the recoverlé® intra-day coefficient of variation was
obtained with five replicates of quality control @ sample at 20 ngl The inter-day
coefficient of variation was obtained from experntgeperformed on three separate days with
two replicates of QC sample at the same conceotraficcuracy was assessed by measuring

the ratio between calculated,{£e) and theoretical values.
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V.3.b. Results

Method validation353NP was detected in blank extracts but at d leweer than the
mLOQ. Regardless of whether purified water was éalagrior to SPE procedure, the results
were similar. Moreover, no trace of 353NP was detedollowing direct injection of
solvents. A small degree of contamination appeaedhe extraction technique was being
applied, and it was taken into account as we cailledlthe results. Recoveries for 353NP and
AnNPD4 were respectively 49% (RSD 19%) and 35% (R820)5 Calibration curves of
353NP provided adequate linearity, as shown byetation coefficients greater than 0.99.
The method provided mLOD and mLOQ values of 1.4 Hgnd 4.1 ng.L}, respectively, for
353NP. Intra-day and inter-day variation obtainexf QC of the 20 ng.Lof 353NP were,
respectively, 5.6% (n = 5) and 14.9% (n = 6), whilkzuracies were 98.3% and 89.2%,
respectively, in intra-day or inter-day analyses.

Water-sample analysi&ppropriate internal QC were considered so as/abuate the
validity of the optimized analytical procedure amdcheck that no outliers occurred during
routine analysis sequences. Signal specificity syatematically checked by comparison of
each retention time and fragmentation ratio wite torresponding standard. Calibration
curves were also regularly checked for linearityRr0.99). Moreover, quantification of QC
(20 ng.mLY) was regularly performed during DWTP water-samatelysis (bias 611.0%,
RSD 17.0%). 353NP was detected in concentratiotisénmange 13.5-124.9 ng-in the IW
and from <mLOD-59.4 ng:tin the EW (Fig. 1).
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Figure 1. 353NP concentration in water (inflow and effluent of eight drinking-water-treatment
plants).

V.4. DISCUSSION

Analytical chemistry is a discipline whose key aljee does not lie in the mere
application of methods producing a numerical figurexchange for an experimental sample
[30]. Quite to the contrary, it plays an instrunanble in decision-making with regard to
problems as wide-ranging and vital as medical diagn QC for industrial products,
protection of the environment, and environmental demiology. After all, risk
characterization as defined by the National Rese@auncil [7] is continually enhanced by
studies emanating from research in three areasewherasurement matters: the field,
toxicology, and epidemiology. By basing presentation analytical chemistry methodology
in the form of a triad bringing together (a) thelem to be resolved, (b) how the problem is
framed, and (c) the chemical information to be wiatd [30], the issues in environmental

health pertaining to NP may be understood as faiow

(a) in learning whether or not there are endocdisedptive effects to be observed in humans

provoked by the NP present in the environment;

(b) to consider that 353NP is the NP isomer ligbléde largely responsible for endocrine

disruption, because it is largely present in thdgrenment; and,
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(c) to perform 353NP analysis in environmental wated biomonitoring.

Since NP in the environment involve more than 1@®sstution isomers [21],
exhaustive analysis of these is hardly realistied Avhen the final objective involves studying
the endocrine-disruptive effects that may or mayh®oattributed to these molecules, the first
priority is to decide on the molecule to be foundhe environment and a biological sample.
The choice of the right molecule is contingent lba model, which is tantamount to the way
the problem is framed. The model is a tool desigonatktect the NP isomer bearing the brunt
of responsibility for endocrine-disruptive effecBesearchers have got to define this NP
isomer, a hormonally active agent otherwise knovenaa endocrine disruptor, which
predominates in technical NP mixtures and is foumdhe environment and biological
samples. We set out the arguments in favor of #8N® molecule (CAS 186825-36-5) in the
following paragraphs, in which we respectively dise the chromatographic separation and
MS detection of NP, and the consequences of thafimdabjectives of NP analysis in the
framework of environmental health on the NP-analysenchmark reference. Lastly, we

explain the final selection, along with the analgtiprocedure.

Chromatographic separation and MS detectiDae to the similarities of the chemical
and physical properties of the many NP isomers,ptet® separation and identification of
individual isomers remains quite difficult, if naltogether impossible. Routine analysis using
gas chromatography (GC) with an apolar capillarjumm yields separation of 13 p-NP
isomers, which comprise more than 90% of the 4-®&fPners that are detectable in technical
products and environmental samples in general 124@ne may note that no singleNP
molecule appears in these technical mixtures (acuragon below the mLOD). Much recent
research has been focused on the application bfyhgpphisticated coupling systems to the
isomer-specific determinations of NP. For examfie, coupling of twodimensional GC and
mass spectrometry (GCxGC/MS) has led to the ideatibn of 80-110 different isomers in
technical NP from different manufacturers [21,32,38fhould also be noted that there exist
211 possible constitutional isomers of p-NP oua abtal of 550 possible compounds, taking
into consideration the chiral C-atoms [18,21]. Tdoenposition of isomers in the proposed
reference varies according to the batch numberd,tla@ir fragmentation fails to yield the
same fragments [19], so it becomes downright imptsgso quantify with regard to the
technical mixture, which consequently cannot fumcts a reference. In the overall context of
the WFD, the reliability [QC/quality assurance (QAhd comparability of the analytical data
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gathered in a given environment are of paramoumomance, as they lead to enhanced
demonstration of the correspondence of the ensumggsurements to the established
references [34], as occurred in 2009 for the 1S@6¥8 protocol, with the participation of 14
laboratories from four different countries in Eurggped Canada [35]. The first approach (ISO
protocol 18857-1:2006) adopted by the research aamtgn and the international
measurement organizations is to proceed by GC/MB regard to the sum of the isomer-
peak areas: particular attention must be paid tstanbes that coelute with NP and yield the
same ion(s) because the coelution can interferthendetermination and exert substantial
influence on the final result. ISO protocol 1885209 (with CAS 84852-15-3 as the
standard) is aimed at ensuring that interferingkpeae excluded from the sum of the areas,
and limits inclusion to the peaks from the sampiebaitable to the multi-component analyte
[28]. The second approach by GC/MS is proposedsi protocol 24293:2009 (with CAS
25154-52-3 as the standard), and it involves imtfyang specific isomers identified by their
retention time along with two selected diagnostitsi the specificity of the signal used must
be verified. The two choices are both satisfactorierms of the objective of analysis proper
to the ISO standards, which is to quantify NP i émvironment [35]. But when the objective
of a study is to assess sanitary risk by meangoofidmnitoring (assays in biological samples)
and environmental analysis (water) in order to wtiebir correlation, these two methods of

analysis are no longer suitable, for reasons exipéained later.

The final objective of the studydsing the preceding benchmarks, the sum of the
signals recorded in the samples for the sought-aftalytes is compared to the sum of the
signals emanating from the mixture of reference exygtessed in terms of concentration with
regard to the substance of reference. If the ptapw of the different isomers are the same in
the samples of reference as in the unknown quesitithis mode of calculation engenders
practically no evaluation error in determinationtioé¢ NP content (in the form of a mixture).
In reality, all relevant findings lead us to beliahat the relative proportions of the different
isomers to be found in unknown biological sampleskeund to differ from those to be found
in a reference mixture, which corresponds to the meaterial utilized in industry . . . and to
the source of biological sample contamination! Ehseparate arguments lead to the same

conclusion, as follows.

78



(1) The relative proportions of the different NBrigers vary from one manufactured batch to
another, which means that the substance of refernsngot the same when the batch number

has been modified (between two different manufacsuor even the same manufacturer).

(2) How each of these different isomers evolvetheenvironment cannot be known. All the
literature tells us is that (2.1) NP would certgiappear to be the main product of degradation
of NP ethoxylates; (2.2) does not undergo furthangformation; and, (2.3) is strongly
adsorbed onto the sludge solids [4]. As for thetegpat of relative of NP-isomer
concentrations, it has been found to vary from emaronmental sample to the next [36,37].
The proportion of isomers in the environmental sasulbjected to analysis will inevitably
differ from the proportion in the substance of refece.

(3) The same goes for the proportions of the issmetthe biological samples subjected to
analysis. No data in conjunction with bioconcembratfor isomers such as “partition
coefficient” (Kow) are presently available. The rare published sgidn the subject indicate
nothing other than log &y for the technical NP mixtures [38,39], and in adst on 353NP
bioconcentration, it is pointed out that “a coaibn between the metabolism and the\K
seems to be unlikely, and that two mechanismseérigg the bioconcentration (partitioning
between two phases and biotransformation)” candlsinguished from each other and
“described both mechanisms with a simple weightedelent bioconcentration model” [40].
Another study mentions considerable algal bioaccatiarl, but the material & methods
section does not indicate the CAS N° used in NR.[41

To sum up, if the scientific community wishes to @@s an objective the comparison
of studies seeking to draw a connection betweenra@ammental NP content and human-
impregnation levels, it is necessary to use theessumbstance of reference for environmental
analyses and biomonitoring. In absence of this itimmg comparative studies are pointless,

and information with regard to exposure sciencéneihain limited.

Selection. It is consequently necessary to seek a reference pgiésent in the
environment per se and in the biological environtheomprising a substance defined by its
chemical formula and of known purity, in order t&peess the results in terms of a precisely
defined molecule. In Table 1, CAS 84852-15-3, CA354-58-3 and CAS 90481-04-2 are
isomer mixtures and cannot be selected, nor can Z#843-97-5, CAS 87247-00-5 or CAS
104-40-5, which are indeed single substances, dg hot been employed industrially in the
production of ethoxylated NP, and are consequeaflyno relevance to studies of the
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environment or environmental health. Moreover, 4n8IP isomer (linear radical, CAS N°
104-40-5) is not detectable (<5%) in the technMBI mixtures used for industrial purposes,
and research in surface water and drinking wa#&—44]) shows that the compound is absent

or minimally present (<mLOQ), as is the case widhaentrations in urine [45].

The substance of reference liable to be select#devbne of the branched isomers of
the technical mixture used by industry (CAS n_ 84852). Which one? Along with
analytical development aimed at quantifying NP me ttechnical mixture, numerous
researchers have studied the estrogenic powereofridin isomers contained in industrial
mixtures [25,46-50], specifically in 353NP [47,52],5Since isomer 3E2NP (CAS 186825-
39-8, Table 1) is not one of the isomers studiethieyauthors consulted while this article was
being written, it will not be taken into accountn @he contrary, if the 353NP para-NP
molecule (CAS 186825-36-5) has been selected afeeence in this work of ours, it is for

the following reasons:

(1) it represents 12—-20% of the isomer mixture C3852-15-3, and, through the MVLN
test, the 353NP molecule significantly contribuieshe estrogenic effect with regard to CAS
84852-15-3;

(2) the 3E22NP para-NP molecule, which presentsntbst pronounced estrogenic power
through the YES test, represents only 4-6% of tA8 84852-15-3 mixture; and,

(3) 353NP has been shown to be present in liviggmems using a radiolabeled NP isomer

to investigate the bioconcentration in Daphnia mdg0a

The 353NP nomenclature corresponds to 4-(1-ett3/Adimethyl-pentyl)-phenol. It
contains two asymmetrical carbons and is presentéde form of a diastereomeric mixture
of 353NP(E) and 353NP(G) (according to the nomeuntgproposed by Katase [25]):

HO *

Using the nomenclature proposed by Guenther, thimalecule 111, as described in the

Electronic Supplementary Material [21].

Our analytical procedureln the work presented in this article, we attemptedetect
the presence of 353NP in environmental water artleaentrance to a DWTP, and we then
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analyzed the water coming out of the plant. Our gas to propose a protocol for analysis
and to evaluate the presence or the absence ahtilecule in the environment. High-purity
solvents and glass — instead of plastics — werd asd specific purification procedures were
performed, but they did not avoid 353NP contamorgtivhich was probably due to leaching
effects during SPE. Other studies have also regdife contamination in blanks [53]. In the
present study, 353NP contaminations did not ex¢eednLOQ, but, still, special attention
needs to be paid when proceeding. During MS-pameptimization, the negative-
ionization mode produced higher signal intensityntihe positive-ionization mode and a
much better signal-to-noise ratio (S/N). APCI (agmleeric pressure chemical ionization) and
ESI (electrospray ionization) interfaces have beempared using both a methanol solution
of compound and spiked river water. The ESI intsfaroduced higher sensitivity using
methanol solution. Due to a significant matrix effethe best results in spiked water were

obtained using the APCI interface, which was coueatly chosen for use in this study.

In this work, /NP-2,3,5,6-D4 was initially envisioned for use las internal standard,
based on the recommendation ofN# (ring-13C6) in the 1S024293: 2009(E), and, bseau
the presence of NP has been reported in environmental samples 442the unlabeled
AnNP cannot be employed as internal standard. Howegeour method was drawn up, it
became obvious that the physicochemical properbés4nNP-2,3,5,6-D4 differ too
pronouncedly from those of 353NP to be an acceptahbice. Not only is retention time
appreciably longer, (6.05 min instead of 4.45 non 353NP), but it presents a weak and
excessively variable yield of extraction (35% wRISD of 58%). Others authors [54] have
also shown that the structure and the shape ofntbiecule with a linear alkyl chain differ
markedly from the isomers in the technical mixtuespecially in the response factor by
GC/MS, so they have proposed a 4-NP isomer witlecregdary alkyl side chain (4-(2,6-
dimethylhept-3-yl)phenol) to serve as internal daad. In the same way, 1S0O18857-
2:2009(E) recommended the 4-(3,6-dimethyl-3-heptghenol (ring-13C6) as internal
standard. The results described herein consequemiijoy external calibration as a means of
calculation, but use of an isotope-labeled 353NRutglium or carbon-13) is recommended in
order to be able to calculate by means of intecaéibration. In experimental conditions, the
353NP isomer was characterized by its retentiore t{gh45 min, diastereomers E+G co-
eluted) and the m/z fragmentation 219-133 and 2IB-Idl our water-sample analysis
results, the presence of 353NP is evaluated instesminflow and effluence of DWTP

producing from surface water. 353NP was found lisw@iface-water samples analyzed in this
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study at a level in the range 13.5-124.9 ng/L. Binor different results are reported in the
literature, but these comparisons should be puwtdnd with caution, given the complications
that we have mentioned about the NP standard taidssl [53,55-58]. Concentration
decreased in most of the effluent water samples. (Ei Nr 1-2-4-6-7) from 2.2% to 100%,
with a median of 100%. Authors from different causd reported similar results with overall
elimination in the range 73-100% [56,58,59]. Howewee found more 353NP in some EW
samples (than in corresponding IW), probably beeams EW and IW withdrawals were
carried out at the same time in the DWTP, withakirtg into account (water) flow time in

the plant and the (unknown) fluctuations in 353NfAaentrations in the IW, but it is also
possible that some 353NP was released during dgnrkiater production and transport [60].

As a general rule, NP quantification may be cardetlby 353NP analysis. However, so
far, the methods used in NP analysis have failedidglol adequately distinct results, and it

would consequently be preferable to select a simigarly identified isomer.

V.5. CONCLUSION

The analytical data gathered in an environmentedgeetive constitute the foundations
of the European water-quality assessment systerdesgibed in the WFD. In this context,
reliability (QC/QA) and comparability of measurengeate of paramount importance as they
lead to enhanced demonstrations of the correspoadeh@nsuing measurements to the

established references.

In this article, we have detailed the difficultiescountered in selecting a substance of
reference in the case of NP determination (muttipyli of the isomers, variability in the
composition of batches for the same CAS number)atighmore, the references to NP used
in today’s environmental analyses (CAS 84852-15:8 €AS 25154-52-3, respectively, in
conjunction with standards 1SO18857-2:2009 and K&X93:2009) are not transposable in

assays of this micro-pollutant in biological sansple

Classically, a risk-assessment approach involvestfasic steps or stages, including the
exposure assessment, which is meant to assessapopwxposure to NP, through analyses
of the pollutant in the environment of the indivadisl studied and its biomonitoring. Here, the
choice of the molecule to be analyzed at this stegebeen shown to be the most pertinent
with regard to 353NP (high proportion in the indigtmixture and pronounced estrogenic
power). As a general rule, given that this cholveusd help to ensure that the risk assessment

approach will be part and parcel of a methodoldgicatinuum, it is necessary to carry out
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follow up in not only human biological samples, kalso water; the data gathered will
consequently contribute to the characterizationsanitary risks [Step (4)] by means of

epidemiological studies.

In this work, the concentration at the entrance tiedoutlet of the DWTP producing
from surface water, showed that 353NP was fourallisurface-water samples analyzed at a
level of 13.5-124.9 ng/L, and also remained in safileients (drinking water). Moreover,
Preusset al. have shown 353NP bioconcentration, using U-ring-Gbeled 353NP, in
daphnies [40].

To conclude, while 353NP assays do not allow famgidication of all the NP, evidence
of its presence in the environment and during bidtoang can allow estimation of NP
exposure. That is why the 353NP molecule (CAS 186825) can be recommended for the
purpose of not only studies of the quality of eomimental and drinking water, but also
epidemiology studies, in which correlations are $dumptween presence of the contaminant
in the environment and its presence in biologieahgles. As a result, the sizable number of
environmental data gathered during analysis campaiguld be used in an epidemiological
context and thereby enhance assessment of thec hdaith risk with regard to NP from an

environmental health standpoint.
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CHAPITRE VI: QUANTIFICATION DU BISPHENOL A, DU 353 NONYLPHENOL
ET DE LEURS DERIVES CHLORES DANS LES USINES DE TRAITEMENT D’EAU
POTABLE

Résumé

L’exposition humaine au Bisphénol A (BPA) et aux Mighénols (NP) constitue un
probléeme majeur de santé publique, du fait du ¢taraaubiquitaire de ces molécules et de
leur toxicité en tant que perturbateur endocriniegurs dérivés chlorés formés pendant la
chloration, lors de I'étape de désinfection ded’@ans les usines de traitement d’eau potable,
présentent des effets perturbateurs endocrinien@risups a leurs composés parents. Un
nombre tres restreint d’études ont montré leurgnés dans I'eau potable. Nous avons donc
développé une méthode de dosage de ces composise @iéreproductible, afin de quantifier
leur teneur dans I'eau de surface (en entrée) @uasi dans l'eau traitée (en sortie, eau

potable) de huit usines de traitement d’eau potbleaises.

Les échantillons d'eau ont été extraits sur phasédes et quantifiés par
chromatographie liquide couplée a un spectrométrendese en tandem. Les limites de
détection étaient comprises entre 0,3 et 2,3 hgdur le BPA et ses dérivés chlorés et de 1,4
et 63,0 ng.[* pour le 353NP et leurs dérivés chlorés. Le bisphénet le 353NP ont été
retrouvés dans la majorité des échantillons d’eau,une concentration comprise
respectivement entre 2,0 et 29,7 nfdt de non détecté & 124,9 ng.IDans la majorité des
usines, une diminution du BPA et du 353NP a étéemiée entre I'eau de surface et I'eau
traitée (de 36,6 a 78,9 % et de 2,2 a 100 % poBPl& et le 353NP respectivement). Aucun
dérivé chloré n'a été détecté. Méme si le BPA 898NP ont été éliminés en grande partie
dans les usines étudiées, ils n'ont pas été élsrmnéplétement. Ces résultats montrent que
'eau produite par les usines de traitement d’eatalppe constitue toujours une source

d’exposition pour ’homme.
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ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) and nonylphenols (NP) are of majoncern to public health due
to their high potential for human exposure and heirt demonstrated toxicity (endocrine
disruptor effect). A limited number of studies haleown that BPA and NP are present in
drinking water. The chlorinated derivatives thatynba formed during the chlorination step in
drinking water treatment plants (DWTP) exhibit gher level of estrogenic activity than their

parent compounds.

The aim of this study was to investigate BPA, 353iid their chlorinated derivative
concentrations using an accurate and reproducibtéad of quantification. This method was
applied to both surface and treated water sampdes €ight French DWTPs producing from
surface water.

Solid phase extraction followed by liquid chromatgghy-tandem mass spectrometry
was developed in order to quantify target compodrala water samples.

The limits of detection ranged from 0.3 to 2.3 ngfor BPA and chlorinated BPA
and from 1.4 to 63.0 ng:tfor 353NP and chlorinated 353NP. BPA and 353NRevieund in

most analyzed water samples, at a level ranginm f0 to 29.7 ng.t and from 0 to
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124.9 ng.[*, respectively. In most of DWTPs a decrease of Bpd 353NP was observed
between surface water and treated water (36.6 ® %Band 2.2 to 100.0 % for BPA and
353NP respectively). Neither chlorinated BPA ndodhated 353NP was detected.

Even though BPA and 353NP have been largely removéte DWTPs studied, they
have not been completely eliminated, and drinkirsgeiw may consequently remain a source

of human exposure.

Keywords: Bisphenol A, 353-nonylphenol, Chlorinatkstivatives, Drinking water treatment,
LC-MS-MS, Water analysis

VI.1. INTRODUCTION

A wide variety of identified man-made chemicals édween found to disrupt the
endocrine systems of life forms such as fish, w#dbnd human beings. And yet, the
endocrine-disrupting phenolic compounds bispheno(BRA) and nonylphenol (NP) are
widely used in industry. BPA plays a role in theguction of epoxy-resins and polycarbonate
plastics, and is also employed as a stabilizentoddant in many types of plastics, such as
the polyvinylchloride (PVC) used for water pipeornylphenols (technical mixture) serve as
plastic additives and antioxidants. Moreover, nphghol ethoxylates (NPEOSs) are widely
used as surfactants, in domestic detergents, trcjglesformulations, and in industrial settings
(Kataseet al. 2008), producing NP, as a by-product, in the emritent (Soarest al. 2008).
Moreover, BPA and NP are continuously introduced ihie aquatic environment by means
of industrial, agricultural and municipal effluentdore specifically, BPA has been detected
in sediments, sewage, soil, water samples... (Varatgmh al. 2007). In a comparable way,
nonylphenols are found throughout the environmgaatticularly in water resources (Soaets
al. 2008).

BPA and NP are of major concern to environmentallipuiealth due to their high

potential for human exposure and their demonstrabedity (European Union 1997; Kargg

al. 2006). Humans are exposed to BPA in the food #ay in the water they drink, and in
much of the work they do... Occupational exposurBR® and NP could potentially occur,
especially during their manufacture (NTP, 2008)méunous studies have focused on possible
BPA exposure from dietary sources (Vandenhargl. 2007). Occurrences of BPA and NP
have been widely reported in surface water (Voetsal. 2006). In addition, some studies
have shown BPA to be present in drinking waterdtial. 2010; Stavrakakigt al. 2008).
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These authors also reported on the presence oé tmedecules in corresponding surface
water; in yet another study, NP has been detentddnking water (Soarest al. 2008).

BPA and NP toxicity have been intensively invediga over the past decade.
Extensive literature has shown adverse effectsnamads following exposure to even a low
dose of BPA, including developmental and reprodwctoxicity, altered body weight, cancers
and abnormally early puberty (Vandenbetgal. 2010). In addition, epidemiological studies
have suggested that human exposure to BPA may dmriated with disorders as wide-
ranging as abnormal Kkaryotype, polycystic ovariagndsome, obesity, endometrial
hyperplasia, recurrent miscarriages, prostate aedsbrcancer, infertility, attention deficit
hyperactivity disorder and infertility (Vandenberj al. 2007). In animals, nonylphenol
induces reproductive and developmental toxicity imvig fertility problems, malformation
and insufficient body growth (Chapet al. 1999; Soarest al. 2008).

As regards environmental NP, the name indicatesungtsingle molecule, but rather a
technical mixture designated by n° CAS84852-15-@ iamolving more than 100 substitution
isomers (Guenthest al. 2006; Wheeleet al. 1997). In order to render NP data more reliable
and reproducible, it would be advisable that a rtyedefined molecule of branched NP

isomer be used as the reference standard in ass@sshiNP exposure.

Taking into account the fact that in most drinkiwgter treatment plants, routine
operations are concluded by a chlorination steg,fthmation of chlorinated derivatives of
BPA or NP in drinking water is to be expected (Deleet al. 2004; Deborde and von Gunten
2008; Gallardet al. 2004; Yamamoto and Yasuhara 2002). Furthermoneous forms of
chlorinated BPA (mono-,di-, tri-, tetra- chloro BPAave been detected in wastewater from
waste paper recycling plants (Fukazastal. 2002). On the other hand, only limited data are
available concerning chlorinated NP derivatives awode of these compounds have been
found in analyzed water. Moreover, chlorinated BR#&s been detected in adipose tissue
(Fernandeet al. 2007). Except for tetra-chloro-BPA, BPA and NPocilated derivatives are
not used in industrial activity (Polet al. 2006). Therefore, the only source of exposure to
chlorinated derivatives is likely to be chloritreated water. Last but not least, estrogenic
activity of chlorinated derivatives may be highlearn in parent compounds (Fukazastaal.
2002; Huet al.2002).

Different analytical methods have been developedasao monitor and quantify
endocrine-disrupting chemicals. Gas chromatograjolupled to mass spectrometry (GC-MS)
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and liquid chromatography coupled to mass spectirgnieC-MS) have recently been used.
One advantage of LC-MS is that it does not reqaimerivatization step. Isotope dilution-
MS/MS using a selected reaction monitoring acqoisitnode has been found to maximally
improve selectivity and sensitivity when measurirace levels of environment chemicals
(Vandenberget al. 2007).

In the literature, different NP products have besad to prepare standard solutions:
technical mixture (CAS 84852-15-3) (Loes$ al. 2010; Petrovicet al. 2001, 2003), linear
chain (4-n-NP ; CAS 104-40-5) (Lagaehal.2004; Liet al. 2010; Stavrakakist al. 2008) or
linear mixture (CAS 241-545-23) (Stackelbegal. 2007). Some papers do not mention the
exact NP product used (ket al.2010; Liuet al. 2004).

The NP technical mixture is designated by n° CA852415-3 and involves more
than 100 substitution isomers (Guenteéral. 2006; Wheeleet al. 1997). In the literature,
experimenters have used about ten single isomdssaothed para-NP of which the relative
contents vary in accordance with the manufactuasid the batches (Katast al. 2008),
thereby indicating that as concerns the reprodiityiloif the batches, industrial manufacturing
methods have yet to be totally mastered. Use ofNRetechnical mixture as the standard
compound may consequently lead to a discordancesamer proportions between NP
standard solution and NP present in environmenm(ket al. 2005). Moreover, since
fragmentation of different isomers fails to yieltetsame fragments (Bhatt al. 1992) use of
an NP mixture will produce uncontrolled variable Mi§nal intensity between standards and

unknowns, thereby leading to inexact results.

On the other hand, use ofdNP (linear chain) as the standard compound mayeot
appropriate in environmental analyses because ithmixtures used in industrial
applications do not contain@#NP (Kataseet al. 2008). Therefore, #-NP should not be the

NP isomer present in the environment.

Taking all the above factors into account, a cleddfined molecule of branched NP
isomer with a known degree of purity has got tabesen from the mixture, so as to function
as a standard. 353NP is the most abundant isorBe2q(P6) in three available commercial
technical mixtures (TCI, Aldrich, Fluka) (Katagt al. 2008). Furthermore, 353NP is the
compound exhibiting one of the highest levels dfaggenic activity (Preusst al. 2006).
Consequently, 353NP has been chosen as the NRasfand
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The aim of this study was to develop an accurateé weproducible method to
determine levels of BPA, 353-nonylphenol (353NReduas a clearly defined standard) and
chlorinated derivative concentration in order todstigate their occurrence in surface and
treated water samples taken from all the drinkiregewtreatment plants (DWTP) producing

drinking water from surface water in the Poitou-f&imtes area (France).

VI.2. MATERIALS AND METHOD

VIL.2.a. Commercial chemicals and reagents

BPA (CAS 80-05-7) and internal standard bisphenalld (CAS 96210-87-6) were
obtained from Sigma-Aldrich, Inc (St Louis, MO, UsAMethanol, hexane, acetone, ethyl
acetate, dichloromethane of high analytical gra@estipur®)quality were purchased from
SDS (Peypin, France). Sodium thiosulfate was pwethdrom Sigma-Aldrich, Inc. Water
was pre-treated by a Purelab Prima® and then pdrlfiy a Purelab classic (ELGA, Antony,
France). Nitrogen alphagaz-1 was purchased fronLigiride (Paris, France).

VIL.2.b. Synthesis of 353-nonylphenol, chlorinated 353-nonylphenol and
chlorinated bisphenol A

Chlorinated BPA, 353-nonylphenol: (a diastereomer ixtumne of
4-(3,5-dimethylheptan-3-yl)phenol named 353NP) amibrinated 353-nonylphenol were
custom synthesized by @rtMolecule (Poitiers, Fran8eiefly, chlorinated BPA (CBPA,
2,6-DCBPA, TCBPA, and 2,2’-DCBPA) was obtained frdsiisphenol A or its suitably
protected precursor with regard to phenol functipn direct chlorination using sulfuryl
chloride (Synthesis 2003, No. 3, 403-407). 353-tmmgnol was prepared by Friedel-Crafts
reaction between phenol and a tertiary nonylalcddie chlorinated 353-nonylphenol
(C353NP, DC353NP) was synthesized from 353NP bgctlichlorination using sulfuryl
chloride (Saitcet al. 2007). The ratio of the diastereomer mixture sgsitted in the present
study was 353NP-E:353NP-Z = 45:55 (according tonbmenclature proposed by Katase

al. (2008)). The purity and chemical structure of thesmpounds are shown in Table 1.
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Table 1. Purity and chemical structure of BPA, NP and chlorinated derivatives

Compounds

Purity Structure

BPA

HPLC>99%

2-chloro-4-[1-(4-hydroxy- CBPA HPLC >98% ¢
phenyl)-1-methyl-ethyl]-
phenol HO O O OH
2,6-Dichloro-4-[1-(4- 2,6-DCBPA  HPLC 98%

hydroxy-phenyl)-1-methyl-
ethyl]-phenol

2-chloro-4-[1-(3-chloro-4- 2,2’-DCBPA
hydroxy-phenyl)-1-methyl-
ethyl]-phenol

HPLC >99%

OH

2,6-Dichloro-4-[1-(3- TCBPA HPLC >98% “ 7
chloro-4-hydroxy-phenyl)-
1-methyl-ethyl]-phenol " o
Cl
4-(1-ethyl-1,3-dimethyl- 353NP GC >98%
pentyl)-phenol "o
2-chloro-4-(1-ethyl-1,3- C353NP GC>98%
dimethyl-pentyl)-phenol "
2,6-Dichloro-4-(1-ethyl- DC353NP

1,3-dimethyl-pentyl)-phenol

GC>98% Cz

3Sigma Aldrich;>@rt molecule.
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VI.2.c. Water Samples

Surface and treated water (SW and TW) samples ed@lected from the 8 municipal
drinking water treatment plants located in the Eheoitou-Charentes area. One sample
(250 ml) was performed at three different days sauiples were pooled before analysis. SW
samples were directly collected at the river swafabove the DWTP. TW samples were
collected at the outlet pipe of the treatment pldiW samples were stored with the addition
of a reducer (5 mg of sodium thiosulfate/250 mL)oirder to stop chlorination of target

compounds; all samples were kept frozen at -20%UT amalysis.

VI.2.d. Preparation of standard solutions

A 200 mg.L* methanol stock solution of each compound (BPA, 8BR6-DCBPA,
2,2'-DCBPA, TCBPA, 353NP, C353NP and DC353NP) wawresl at + 4°C.
Extemporaneously, the initial stock solutions weieted in methanol/water 50/50 (v/v) to
obtain working standard solutions at 2, 4, 8, 20 and 40 figMeOH-standard). Internal
standard solution (BPA-d16) was prepared in metthanter 50/50 (v/v) at 20 pgtfrom
initial stock solution (200 mg:t).

VI.2.e. Solid phase extraction

Prior to the extraction, 1.25 mL of methanol and }{L of the internal standard
solution (BPA-d16, 50 pg:t) were added to an aliquot of 250 mL of water samVater
samples were extracted by solid-phase extracti®)SThe SPE procedure for clean-up and
concentration of water samples was performed uairglass C18 upti-clean® endcapped
cartridge 200 mg (Interchim, Montlucon, France)rt@dges were conditioned with 4 mL of
dichloromethane/hexane (50/50) and twice with 3 ofLmethanol/acetone/ethyl acetate
(2/2/1) (viviv) and then equilibrated with 5 mL piirified water. Water samples (250 mL)
were passed through the wet cartridges, washed5amtih. of purified water and dried for 15
min. For all these steps, flow rate was set at 10mmm. Elution were performed with a
mixture of methanol/acetone/ethyl acetate 2/2/Iv/¢y/ (2x2 mL) and a mixture of
hexane/dichloromethane 50/50 (v/v) (2x2 mL) at awflrate of 2 mL/min. Extracts were
evaporated at 40°C to dryness under a gentle eirajream. Residues were dissolved in
250 pL of a purified water/methanol (50/50) solutiemally, 25 pL of extract were injected
onto LC-MS-MS apparatus.
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VIL.2.f. LC-MS/MS analysis

Concentration of BPA, 353NP and chlorinated deivest were determined using a
LC-MS/MS system consisting of an HPLC ultimate 3QDibnex, Sunnyvale, USA), coupled
to an API 4000 triple quadrupole mass spectrom{@pplied Biosystems, Forster City, CA,
USA).

HPLC column was a supercosil ABZ3 pum particle size, 150 mm x 4.6 mm)
(Supelco, St Louis, USA). BPA and chlorinated BRxalgsis was carried out using a solvent
gradient program at a flow rate of 1 mL.minlnitial condition of the mobile phase was
methanol/water 50/50 (v/v) for 5 min. The gradiesats programmed to linearly increase the
amount of methanol up to 99% for 10 min. To cleantl column, methanol was kept
constant at 99% during 5 min. 353NP and chlorin@&8NP were analyzed using a solvent

isocratic program; mobile phase composition washaratl/water 85/15 (v/v).

The MS-MS was equipped with an atmospheric pressieenical ionization (APCI)
interface, operating in negative ionization modeaflitative analysis was carried out in the
multiple reaction monitoring mode (MRM), using twpecific combinations of a precursor-
product ion transition for each compound. Precups@duct transitions as well as their
corresponding collision energies are shown in T&I®S/MS detector conditions were set
as follows : ion source gas 1 50 psig; probe teatpes 550°C; curtain gas 20 psig; collision

gas 9 psig, entrance potential -5.0 V, nebulizereru -1.
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Table 2. MS/MS parameters of BPA, NP and chlorinated derivatives

Retention Declustering Collision Collision cell Dwell time
Compound . . MRM (m/z) : : .
time (min) potential (V) energy exit potential (ms)
\V) (\V)
BPA 12.2 227-21z -9( -4C -2C 40
227-133 -90 -40 -20 40
CBPA 13.7 261-18~ -80 -3C -29 40
261-133 -80 -30 -29 40
2,6-DCBPA 14.6 29E-28C -80 -4C -3C 40
297-282 -80 -40 -30 40
2,2'-DCBPA 14.8 29t-201 -10C -52 -6 40
297-203 -100 -52 -6 40
TCBPA 155 32¢-25¢ -10C -52 -6 40
331-255 -100 -52 -6 40
353NF 4.5 21¢-13¢ -70 -35 -2C 40
219-147 -70 -26 -11 40
C353NF 4.7 25%-167 -80 -5 -3 40
253-253 -80 -40 -13 40
DC353NF 4.9 287-201 -90 -5 -3 40
287-216 -80 -40 -13 40
BPA-d16 12.0 241-221 -90 -30 -20 40

VI.2.g. Blank, linearity and recovery

NP (including 353NP) and BPA contaminations couldsea from laboratory
accessories, reagent, SPE procedure, and appdnatuder to avoid any contamination, only
pre-treated glassware (500°C, 5 h), teflon seadshégh-quality solvent were used throughout
the study. Two kinds of blanks were performed: tinst blank was purified water with
addition of sodium thiosulfate as a sample loaditegp, on which SPE procedure was carried

out, and the second was obtained by SPE procedtireuvany sample loading step.

Linearity of the chromatographic response was asskesn three different days using

standard curves including 5 calibration points rgdrom 2 to 40 ng.L.

Recovery was determined by analysis of ten nawedér samples (exempt of target
compounds) spiked at 2 different concentrationsn@@™* and 40 ng.L). The recovery value

includes matrix effect and losses during SPE.
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VI.2.h. Limit of detection and limit of quantification

The limit of detection (LOD) and the limit of qué#idation (LOQ) were calculated as
three and ten times the signal-to-noise (S/N) raegpectively, using blanks and MeOH-
standard. BPA-¢ was added before sample treatment and used aseanal standard for all
target compounds since corresponding labeled stmdaere not readily available. To
estimate the method limit of detection (mLOD) ark tmethod limit of quantification

(mLOQ), the LOD and LOQ values were corrected lyrétovery of each compound.

VI.2.i. Intra-day and inter-day coefficients of variation

Sample concentrations were determinedefach compoundsing the corresponding
MeOH-standard curve calibration and corrected kg/rdtoveries. BPA-d16 recovery was
checked in order to confirm that the extractiorpgtad been correctly performed. Intra-day
coefficient of variation was obtained with five heptes of quality control sample at
20 ng.L*. Inter-day coefficient of variation was obtaingorfi experiments performed on
three separate days with two replicates of qualitytrol sample at the same concentration.

Accuracy was determined during inter-day and idig-assessments.

VI.3. RESULTS

VIL.3.a. Analytical performance

BPA and 353NP were detected in blank extracts b Bwer level than limit of
guantification (Fig. 1A and Fig. 2A). On the otheand, no chlorinated derivatives were
detected. Loading or not loading purified waterdoefSPE procedure as a sample produced
similar results. Moreover, no trace of BPA, eitt83NP or chlorinated derivatives was
detected from direct injection of the solvents usédtogether, BPA and 353NP
contaminations seem to arise from the extracti@ecguure and have been taken into account

in the calculation method.
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Fig 1. LC-MS-MS chromatogram at quantification transition of BPA, CBPA, 2,6-DCBPA, 2,2'-DCBPA,
TCBPA of: (1A) blank, (1B) standard solution corresponding at 20 ng.L™ and (1C) surface water
sample.
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Fig 2. LC-MS-MS chromatogram at quantification transition of 353NP, C353NP, DC353NP of: (2A)
blank, (2B) standard solution corresponding at 20 ng.L™* and (2C) surface water sample.
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Calibration curves of BPA, 353NP, chlorinated BR#l ahlorinated 353NP provided
adequate linearity as shown by the correlation foefts, which are greater than 0.99.
Chromatograms of a standard corresponding at 20’ reye presented in figure 1B and 2B.
BPA and chlorinated BPA extractions yielded higbkels of recovery. However, due to poor
extraction recovery of C353NP, a high degree ofiadity was observed. Therefore,
C353NP guantification could not be performed. Rissalle presented in Table 3.

Table 3. Linearity, recovery data, limits of detection and limits of quantification (ng.L?) for

determination of BPA, 353NP and their chlorinated derivatives. Intra-day and inter-day variation
obtained from quality control samples at 20 ng.L™.

Compoun Ll?r:a_a;ty Recovery % mLOD® mLOQ! Intra-day Znean (n=t35) Inter-dayemean (n=bG)
Y = (RSD®, n=10) (ng.LY) (ng.L?) Accuracy® RSD” Accuracy® RSD

> (%) (%) (%) (%)
BPA 0.999 108 (17) 0.5 1.5 107.6 7 104.5 18
CBPA 0.992 99 (18) 0.7 2.0 113.6 8 112.0 13
2,6-DCBPA  0.998 101 (19) 0.4 1.0 94.8 8 105.2 16
2,2-DCBPA  0.998 100 (21) 0.3 1.0 104.6 14 111.0 21
TCBPA 0.998 88 (17) 2.3 6.8 102.0 19 102.0 18
353NP 0.997 49 (19) 1.4 4.1 98.3 6 89.2 15

C353NP 0.998 7 (68) 63.0 ND ND' ND' ND' ND'
DC353NP  0.998 38 (15) 4.7 15.5 96.0 7 92.8 9

BPA-d16 ND' 99 (19) ND ND' ND' ND' ND' ND'

3Expressed as [(mean observed concentration)/(nbsonaentration)] x 100Relative
standard deviatiorimethod limit of detectiorfmethod limit of quantification’Expressed as
[(mean observed concentration)/(nominal concemmjitix 100, not determined

The developed method showed similar low values bOmD and mLOQ for BPA,
CBPA, 2,6-DCBPA, 2,2’-DCBPA TCBPA and 353NP. In tast, C353NP and DC353NP
showed higher limits (Table 3).

Intra-day and inter-day variation obtained from lguacontrols of the target
compounds are shown in Table 3. The intra-day ivelatandard deviation (RSD) was
19%, while accuracy was determined between 94.8148d6% at 20 ng.L The inter-day

relative standard deviation wa21% and accuracy ranged from 89.2 to 112.0%.

VI.3.b. Water sample analysis

Appropriate Internal Quality Controls were appl®al as to assess the validity of the

optimized analytical procedure and to verify thatauliers occurred during routine analysis
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sequences. Signal specificity was systematicallycla by comparison of each retention
time and fragmentation ratio with the correspondstgndard. Calibration curves were
regularly checked for linearity (2 0.99). Moreover, quantification of quality contr(®0
ng.LY) was regularly performed during DWTP water samplealysis (bias< 11%,
RSD< 17%).

BPA was detected in concentrations ranging fromt6.29.7 ng.[* in SW with a
median of 17.7 ng:L and from 2.0 to 16.9 ng’Lin TW with a median of 7.2 ngl(Table
4). 353NP was detected in concentrations rangiom ft3.5 to 124.9 ng:tin SW with a
median of 32.5 ng.t and from < mLOD to 59.4 ngtin TW with a median of 8.0 ngt
(Table 4). BPA and 353NP chlorinated derivativesrevdower than the mLOD.

Chromatograms of a sample are presented in figQrand 2C.

Table 4. BPA and 353NP concentrations (ng.L'l) in untreated and treated water from Poitou-
Charentes drinking water treatment plants (DWTP)

DWTP BPA value (method S 353NP value (method S1p
Surface water Treated water Surface water Treateatev
1 21.2 (1.6) 5.2 (0.4) 19.6 (1.1) <mLOQ
2 25.1 (1.9) 5.3 (0.4) 29.2 (1.6) <mLOQ
3 29.7 (2.3) 10.8 (0.8) 35.9 (2.0) 35.1 (2.0)
4 22.3(1.7) 4.7 (0.4) 48.6 (2.7) 15.9 (0.9)
S 6.7 (0.5) 13.7 (1.1) 13.5 (0.8) 59.4 (3.3)
6 8.0 (0.6) 2.0 (0.2) 124.9 (7.0) <mLAQ
7 14.2 (1.0) 9.0 (0.7) 58.8 (3.3) <mLOQ
8 8.0 (0.6) 16.9 (1.3) 16.9 (1.0) 33.7 (1.9)

3standard deviatiort method limit of quantification

VI.4. DISCUSSION

VI.4.a. Method optimization

Chlorinated BPA and chlorinated NP are producedndupotabilization processes.
Monochloro-, dichloro-, trichloro- and tetrachloBi?A are the main by-products formed
during chlorination (Gallaret al. 2004; Yamamoto and Yasuhara 2002). Tetrachloro,BPA
which is commonly used as a flame retardant inmpehg, is not of hydro origin alone (Polo
et al. 2006). Consequently, in this study we did not dedor tetrachloro-BPA.

While high-purity solvents were used, as was glassead of plastics, and even

though specific purification procedures were carraut, BPA and 353NP contamination
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could not be avoided, and were probably due tdiegceffects during solid phase extraction.
Other studies have likewise reported BPA contarmonafrom reagents or solvents or
leaching from the materials during sampling, sterggocessing, and analysis (Dekant and
Volkel 2008; Gallart-Ayalaet al. 2010). Similarly, NP contamination in blank haseibe
described elsewhere (Loes al. 2010). In the present study, BPA and 353NP contatians
did not exceed the limit of quantification, but sja attention when proceeding remains

advisable.

During MS parameter optimization, negative ioniaatmode produced higher signal
intensity than positive ionization mode and a mbetter signal-to-noise ratio (S/N) for BPA
and 353NP. APCI (Atmospheric pressure chemical zation) and ESI (electrospray)
interfaces have been compared using both a metBahdion of compounds and spiked river
water. ESI interface produced higher sensibilitthwa methanol solution but significant
matrix effect was observed in spiked water extrable most satisfactory results, providing
negligible matrix effect, were achieved using AR@érface, which was consequently chosen

for the purposes of this study.

VIL.4.b. Water sample analysis

The main objective of this study was to inventdrg FrenchPoitou-Charentes area,
with regards to the surface and treated water ofTB¥/ producing drinking water from
surface water. So as to render unimportant theerdretion variability according to time of
sampling, extraction was carried out on three tbffié days, and analysis was performed at
each location from a « pool » of the 3 samplingshbuld nonetheless be noted that initial
variability was at its lowest for surface waters73and 8, which came from water retention
installations. It should also be mentioned thatfifperes recorded in this study were obtained
at treatment plant entrance and exit, and thergbyige a snapshot image of real-time
situations in each plant and can be meaningfullpmared on initial examination (no mass
balance calculations for the branch).

BPA was found in all the surface water samplesyaeal. Our results are in agreement
with those reported in the literature on DWTP watamples (Gallart-Ayal&t al. 2010;
Laganaet al. 2004; Looset al. 2010; Rodriguez-Mozaet al. 2004; Stackelbergt al. 2007;
Stavrakakiset al. 2008).
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BPA was found in all the treated water samplesyaeal. In most DWTPs a decrease
between SW and TW was observed (1-2-3-4-6-7), randgiom 36.6% to 78.9% with a
median of 75.2%. Authors from different countries/é reported similar results with overall
elimination ranging from 70.0 to 100.0% (Gallartadget al. 2010; Rodriguez-Mozaget al.
2004; Stackelbergt al. 2007; Stavrakakigt al. 2008). The processes performed in water
treatment plants are known to decrease BPA. Firatlomost BPA is eliminated during the
chlorination step of DWTP due to its high reactivitith chlorine (Debordeet al. 2004;
Gallard et al. 2004; Gallart-Ayalaet al. 2010; Stackelbergt al. 2007). All the DWTPs
mentioned in this study include a chlorination st&psand filtration step has likewise been
shown to remove BPA in DWTP (Gallart-Ayaga al. 2010; Rodriguez-Mozaet al. 2004).
Moreover, ozonation has been suggested as anieffeceans of eliminating BPA (Deborde
et al. 2008; Nakadat al. 2007). Finally, activated carbon is known to atisbydrophobic
compounds, including BPA (Rodriguez-Mozetzal. 2004; Stackelbergt al. 2007). Different
operatory combinations of these water treatmentge®es are applied in the different Poitou-
Charentes area DWTPs (Table 5).

353NP was found in all the surface water sampledyaed in this study. Similar or
different results have been reported in the litergt but considering the above-mentioned
guestion on the NP standard to be used, thesehdatagot to be considered with the utmost
caution (Laganat al. 2004; Looset al. 2010; Petroviet al. 2001; Stackelbergt al. 2007).
Stavrakakiset al. (2008) did not find any NP in DWTP water samplasybe due to use of 4-
N-NP as standard solution. 353NP was found in mb#teotreated water analyzed (3-4-5-8).
353NP concentration decreased in most of the DWMWPsamples (1-2-4-6-7) from 67.3% to
100.0%, with a median of 100.0%. Authors from diéf@& countries have reported similar
results with overall elimination ranging from 73® 100.0% (Petroviet al. 2001). Unlike
BPA, only the chlorination step allows for effectivemoval of NP during water treatment
process (Petroviet al.2001, 2003; Stackelbery al. 2007).
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Table 5. Description of the treatment process of the eight drinking water treatment plants

outlet
DWTP water Preoxidation Clarification Interoxidation Filtration Postoxidation Disinfection reS|dp al outlet
origin chlorine pH
(mg Ch.L™Y
1 River Coagulation/flocculati ]%ztarr;ctiiglrlltratlon-ozonatlon-GAC Sodium 0.6 8.1
(43n?.s?) on-sedimentation hypochlorite ' '
river (used
only as . .
2 water of Coagulatlon/ flo_cculatl Sand filtration Gase_ous 0.3 7.9
on- sedimentation chlorine
supplement
) (Ant.sY)
PAC -
Potassium Coagulation/flocculati | Potassium flocculation- Sodium
3 Dam water . . - . 0.6 8.1
permanganate | on -flotation permanganate | sedimentation - hypochlorite
ultrafiltration
River Coagulation/flocculati Gaseous
4 ., | Ozonation on- PAC- Sand filtration Ozonation : 0.5 7.7
(28 nt.sh) \ . chlorine
sedimentation
. . . Coagulation/flocculati .
5 River W't.h C_hlo_rlne on - PAC - sand filtration Ozonation C_hlo_rme 0.6 7.9
reservoir | dioxide . . dioxide
sedimentation
River . Coagulation/flocculati | Potassium Sand filtration-ozonation-GAC Sodium
6 A1 Ozonation . : I . 0.7 7.5
(1 nt.sh on-sedimentation permanganate | filtration hypochlorite
7 Dam waterl  Ozonation Coagula_uon/ﬂocculau Ozonation S_and_ filtration-postozonation — GAC| Sodium _ 07 8.3
on-flotation filtration hypochlorite
8 Dam water Coagulauon/ﬂ_occulau Ozonation Sand filtration Ozonation Sodium . 0.7 7.9
on-PAC-flotation hypochlorite

GAC: granulated activation carbon; PAC: powdenaatton carbon
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Contradictorily to some of the other results, weifd BPA and 353NP in TW
samples, probably because they were not totallyiesited during the different steps of the
DWTP process (Gallart-Ayalat al. 2010; Petrovicet al. 2001). Another hypothesis is that
BPA and NP are formed during drinking-water productand transport (Yamamoto and
Yasuhara 2002).

On the other hand, we found more BPA and 353NPomesTW samples than in
corresponding SW, probably because some BPA or B58Nre released during drinking-

water production and transport (Loyo-Rosadeal. 2004).

Chlorinated derivatives were not detected in samplalected in either DWTP in
surface or in treated water. This is probably duehe mLOD obtained in our conditions.
Gallart-Ayala et al. (2010) reported similar results for chlorinated ABBerivatives and
Petrovic et al. (2003) for chlorinated NP derivatives. Up until noBPA chlorinated
derivatives have been detected in environment anlgffluent from wastepaper recycling

plants, where BPA concentrations are much highar th DWTP (Fukazawet al. 2002).

This study took place in Poitou-Charentes, a sewtifdarench area with 1.7 million
inhabitants. Seventeen percent of the Poitou-Clesguopulation is supplied with drinking
water produced from surface water, 19 % from a wnexof surface water and ground water
and 64 % from ground water. The Poitou-Charentea eontains 8 DWTPs, and the drinking
water produced from surface water is meant to suppproximately 0.6 million inhabitants.
All of the water intakes from the treatment plawere subjected to environmental study prior
to operation in order to determine, at each site,groximate, nearby and eventually distant
protection perimeters or buffer zones as defineatticle L1321-2 of the French public health
code. Since BPA and 353NP were present in all thixse water samples, the results clearly
show that Poitou-Charentes, 25,810 km2, a mainigl r(agriculture, livestock, forests) and
slightly urbanized French region (10 towns with entran 15,000 inhabitants, including three
cities with population ranging from 60,000 to 90,1046 particularly affected by endocrine-
disruptor compounds, which characterize chronidaser water pollution. Indeed, several
plastic and composite factories liable to use B8 &P are present in Poitou-Charentes,
albeit not close to the DWTPs studied. In addititve manuring of agricultural products

containing NPEOs as surfactants may constituteh@nsburce of NP.
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VL.5 CONCLUSION
The analytical method developed in this work, con$i that BPA and NP analysis
require specific procedures in order to avoid camtation by ubiquitous endocrine disruptor
compounds (EDC). If 353NP has already been usesbine studies assessing the toxicity
potency of nonylphenols, to our knowledge no sthdg aimed at quantifying 353NP in
environment. In this study, for the first time, 333KHas been characterized in environmental
water, and the results on nonylphenol achieved thighsubstance of reference (353NP) may

allow for comparison with future results obtainedlenthe same conditions.

This paper puts forward the first simultaneous sssent of BPA, 353NP and their
chlorinated derivatives in DWTP surface and treateder samples. Whole surface water
used for drinking water in Poitou-Charentes areatains BPA and 353NP. Operations in
DWTPs have yielded efficient removal of these ED@g have not eliminated them
completely. Moreover, our results suggest possBf® and NP formation during water
treatment. The occurrence of these EDCs in finiskatbr may indicate that drinking water
could be a source of human exposure. In order tduatea this risk and contribute to
epidemiological studies, the monitoring of EDCswth tap water and human tissue is to be
recommended. Chlorinated derivatives of BPA and\353vere not detected in the surface
and treated water of the Poitou-Charentes DWTPseltleeless, chlorinated BPA has been
detected in biologic tissue (Fernanddal.2007) likely coming from treated water. It may be
added that the treated water analyzed at the éxDWTP is not the tap water finally
consumed. That much said, BPA and NP leaching fotastic pipes of distribution systems
may react with the chlorine present in treated wyatbereby producing chlorinated
derivatives, which could potentially be presentamsumer tap water. Further investigations

involving consumer tap water consequently neecetpdsformed.

ACKNOLEDGMENT

Thanks to Pascale Pierre-Eugene for her help asitad assistant. Thanks to lanesco
laboratory (Poitiers, France) for their LC-MS/MSalysis contribution. Thanks as well to
Afsset (EST-2007-70/LEGUBE) for their financial ggot. And thanks to all the DWTP
operators and state organs managing delivery aikithg water in the Poitou-Charentes
region for their kind assistance as we carried thig study. We would also like to thank

Jeffrey Arsham for very helpful discussion.

108



REFERENCES

Bhatt BD, Prasad JV, Kalpana G, Ali S (1992) Sefpamaand Characterization of isomers of
p-Nonylphenols by Capillary GC/GC-MS/GC-MS/GC-FTIRechniques. Journal of
Chromatographic Science 30: 203-210

Chapin RE, Delaney J, Wang YF, Lanning L, Davi<B|lins B, et al. (1999) The effects of
4-nonylphenol in rats: A multigeneration reprodantistudy. Toxicological Sciences 52: 80-
91

Deborde M, von Gunten U (2008) Reactions of chkriwwith inorganic and organic
compounds during water treatment-Kinetics and mashas: a critical review. Water Res 42:
13-51

Deborde M, Rabouan S, Gallard H, Legube B (2004)edys chlorination kinetics of some
endocrine disruptors. Environ Sci Technol 38: 55%83

Deborde M, Rabouan S, Mazellier P, Duguet JP, Leddilf2008) Oxidation of bisphenol A
by ozone in aqueous solution. Water Res 42: 4298-43

Dekant W, Volkel W (2008) Human exposure to bisgheh by biomonitoring: methods,
results and assessment of environmental expostwggol Appl Pharmacol 228: 114-134
European Union. 1997. European Workshop on the dingfaendocrine Disrupters on Human
Health and the Environment.

Fernandez MF, Arrebola JP, Taoufiki J, Navalon AjI&teros O, Pulgar Rt al. (2007)
Bisphenol-A and chlorinated derivatives in adiptissue of women. Reprod Toxicol 24: 259-
264

Fukazawa H, Watanabe M, Shiraishi F, Shiraishi Hpo&awa T, Matsushita Ht al. (2002)
Formation of chlorinated derivatives of bisphenoinAwvaste paper recycling plants and their
estrogenic activities. J Health Sci 48: 242-249

Gallard H, Leclercq A, Croue JP (2004) Chlorinatioh bisphenol A: kinetics and by-
products formation. Chemosphere 56: 465-473

Gallart-Ayala H, Moyano E, Galceran MT (2010) Ondlisolid phase extraction fast liquid
chromatography-tandem mass spectrometry for thigsasaf bisphenol A and its chlorinated
derivatives in water samples. J Chromatogr A 13571:1-3518

Guenther K, Kleist E, Thiele B (2006) Estrogen-aethonylphenols from an isomer-specific
viewpoint: A systematic numbering system and futueads. Anal Bioanal Chem 384: 542-
546

Hu JY, Xie GH, Aizawa T (2002) Products of aqueahsorination of 4-nonylphenol and
their estrogenic activity. Environ Toxicol Chem 2D34-2039

Kang JH, Kondo F, Katayama Y (2006) Human exposaorbisphenol A. Toxicology 226:
79-89

Katase T, Okuda K, Kim YS, Eun H, Takada H, Uchigam, et al. (2008) Estrogen
equivalent concentration of 13 branched para-ndwylpls in three technical mixtures by
isomer-specific determination using their synthstiendards in SIM mode with GC-MS and
two new diasteromeric isomers. Chemosphere 70:-1962

Kim YS, Katase T, Horii Y, Yamashita N, Makino M,chiyama T,et al. (2005) Estrogen
equivalent concentration of individual isomer-sfiec#-nonylphenol in Ariake sea water,
Japan. Marine Pollution Bulletin 51: 850-856

Lagana A, Bacaloni A, De Leva |, Faberi A, Fago Karino A (2004) Analytical
methodologies for determining the occurrence ofoende disrupting chemicals in sewage
treatment plants and natural waters. Analytica Gtamcta 501: 79-88

Li X, Ying GG, Su HC, Yang XB, Wang L (2010) Simateous determination and
assessment of 4-nonylphenol, bisphenol A and s&ian tap water, bottled water and baby
bottles. Environ Int 36: 557-562

109



Liu R, Zhou JL, Wilding A (2004) Simultaneous debtémation of endocrine disrupting
phenolic compounds and steroids in water by sdhasp extraction-gas chromatography-
mass spectrometry. J chromatogr A 1022: 179-189

Loos R, Locoro G, Contini S (2010) Occurrence ofaporganic contaminants in the
dissolved water phase of the Danube River and #@pmtributaries using SPE-LC-MS(2)
analysis. Water Res 44: 2325-2335

Loyo-Rosales JE, Rosales-Rivera GC, Lynch AM, Rige Torrents A (2004) Migration of
Nonylphenol from Plastic Containers to Water andik Surrogate. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 52: 2016-2020

Nakada N, Shinohara H, Murata A, Kiri K, Managaki &to N,et al. (2007) Removal of
selected pharmaceuticals and personal care prod@®€Ps) and endocrine-disrupting
chemicals (EDCs) during sand filtration and ozayratt a municipal sewage treatment plant.
Water Research 41: 4373-4382

NTP (2008) NTP-CERHR Monograph on the Potential lHomReproductive and
Developmental Effects of Bisphenol A. NIH publicati n°08-5994 National Toxicology
Program/National Institute of Environmental Hegbitiences

Petrovic M, Diaz A, Ventura F, Barcelo D (2001) S&imneous Determination of
Halogenated Derivatives of Alkylphenol Ethoxylatesd Their Metabolites in Sludges, River
Sediments, and Surface, Drinking, and WastewatsrsLiguid Chromatography-Mass
Spectrometry. Anal Chem 73: 5886-5895

Petrovic M, Diaz A, Ventura F, Barcelo D (2003) Quence and removal of estrogenic
short-chain ethoxy nonylphenolic compounds and rthlogenated derivatives during
drinking water production. Environ Sci Pollut 37:4244448

Polo M, Llompart M, Garcia-Jares C, Gomez-Noya Qllddn MH, Cela R (2006)
Development of a solid-phase microextraction metfardthe analysis of phenolic flame
retardants in water samples. J chromatogr A 11242111

Preuss TG, Gehrhardt J, Schirmer K, Coors A, Ruld&cRuss A.et al. (2006) Nonylphenol
Isomers Differ in Estrogenic Activity. Environmehgcience & Technology 40: 5147-5153
Rodriguez-Mozaz S, de Alda MJL, Barcelo D (2004)niaring of estrogens, pesticides and
bisphenol A in natural waters and drinking wateatment plants by solid-phase extraction-
liquid chromatography-mass spectrometry. J chromaap45: 85-92

Saito H, Uchiyama T, Makino M, Katase T, Fujimotq Mashizume D (2007) Optical
resolution and absolute configuration of branchetwdylphenol isomers and their estrogenic
activities. J Health Sci 53: 177-184

Soares A, Guieysse B, Jefferson B, Cartmell E, dreSN (2008) Nonylphenol in the
environment: A critical review on occurrence, fatexicity and treatment in wastewaters.
Environment International 34: 1033-1049

Stackelberg PE, Gibs J, Furlong ET, Meyer MT, Za8@yg Lippincott RL (2007) Efficiency
of conventional drinking-water-treatment processesemoval of pharmaceuticals and other
organic compounds. Sci Total Environ 377: 255-272

Stavrakakis C, Colin R, Hequet V, Faur C, Le Cloifeé (2008) Analysis of endocrine
disrupting compounds in wastewater and drinkingewtateatment plants at the nanogram per
litre level. Environ Technol 29: 279-286

Vandenberg LN, Hauser R, Marcus M, Olea N, Welshehs (2007) Human exposure to
bisphenol A (BPA). Reproductive Toxicology 24: 1B®7

Vandenberg LN, Chahoud I, Heindel JJ, Padmanabhdmavmgartten FJR, Schoenfelder G
(2010) Urinary, circulating, and tissue biomonitgristudies indicate widespread exposure to
bisphenol A. Environ Health Persp118: 1055-1070

110



Voutsa D, Hartmann P, Schaffner C, Giger W (200@n#triazoles, alkylphenols and
bisphenol A in municipal wastewaters and in thetiGRaver, Switzerland. Environ Sci Pollut
Res Int 13: 333-341

Wheeler TF, Heim JR, LaTorre MR, Janes AB (1997s#818pectral Characterization of p-

Nonylphenol Isomers Using High-Resolution Capill&¢-MS. Journal of Chromatographic
Science 35: 19-30

Yamamoto T, Yasuhara A (2002) Chlorination of bespdl A in agueous media: formation of

chlorinated bisphenol A congeners and degradatmrchiorinated phenolic compounds.
Chemosphere 46: 1215-122

111



112



CHAPITRE VII : QUANTIFICATION DU BISPHENOL A ET SE S DERIVES
CHLORES DANS LE LAIT MATERNEL PAR UPLC-MS-MS

Résumé

Le bisphénol A (BPA) est un composeé issu de lah®gd chimique trés largement
utilisé dans l'industrie. Il a cependant montré seffiet toxique comme perturbateur
endocrinien. Dans I'eau potable, le chlore a tendanréagir avec le bisphénol A pour former
des dérivés chlorés ayant une activité cestrogémmpertante. Dans cette étude, nous avons
développé et validé une méthode de dosage ultibtemkl bisphénol A et de ses dérivés
chlorés selon les recommandations internation&lesis avons mis au point une extraction
solide-liquide en ligne suivie d’'une chromatographquide ultraperformante couplée a une
détection par un spectromeétre de masse en tandeus. &ons utilisé la dilution isotopique, a
I'aide de bisphénol A deutéré comme étalon intepoey quantifier ces composés dans le lait
maternel. La droite d’étalonnage, faite a partitadmatrice lait était comprise entre 0,4 et 6,4
ng.mL! pour chaque composé et une linéarité acceptabléaobservé (2 > 0,99)
L’exactitude de la méthode a été validitée a travger fidélité (le coefficient de variation était
< 20% & 2 concentrations différentes de 0,4 et Ae@mL?) et sa justesse (le recouvrement
était compris entre 81 et 119%). Les limites deect&in du BPA et de ses dérives chlorés
étaient comprises entre 0,01 et 0,09 ng'mA partir d’un échantillon de lait de 500 pL, la
limite de quantification a été validée & 0,40 ng’hmlour tous les composés. Cette limite s’est
révélée appropriee au regard des concentrationrseqiels dans des échantillons de lait
maternel obtenus aupres de meres donneuses. Ladaétmalytique développée dans ce
travail est en accord avec les recommandationdab pour les études de biomonitoring,
concernant notamment du dosage du BPA et de segsléhlorés dans le lait maternel.
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ABSTRACT

Bisphenol A is a widespread industrial chemical alhover the past decade has
demonstrated its toxicity as an endocrine disrupgBdrorine present in drinking water may
react with bisphenol A to form chlorinated derivas, which have demonstrated a heightened
level of estrogenic activity. In this work, we hasemprehensively validated a method using
on-line SPE-UPLC-MS/MS and isotope dilution quaaéfion to measure bisphenol A and
its chlorinated derivatives in human breast milkading to accepted guidelines. Deutered
bisphenol A was used as internal standard. Thebmadfibration curve ranged from 0.40 to
6.40 ng.mL* for each of the target compounds and provided dogrity (r2>0.99).This
method was precise (the intra and inter-day caefficof variation was < 20% at two
different concentrations (0.40 and 3.20 ng¥hland accurate (recovery ranged from 81 to
119%). The limits of detection obtained for BPA atsdchlorinated derivatives ranged from
0.01 to 0.09 ng.mt The limit of quantification for all the compoundalidated at
0.40 ng.m* when using 500 pl of milk was found to be suitafile the concentration
existing in real samples. The analytical method hbgesl in this study is in accordance with
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the requirements applicable to biomonitoring of B&#d its chlorinated derivatives in human

breast milk.

keywords

Bisphenol A; bisphenol A chlorinated derivativeantan breast milk; UPLC-MS/MS

VII.1. INTRODUCTION

More than one hundred man-made chemicals havefbaad to disrupt the endocrine
systems of animals, and human beings are likewftectad. Among these endocrine-
disrupting chemicals (EDCs), bisphenol A (BPA) iseoof the high-volume compounds
produced, and it is widely used in the productiémpalycarbonate plastics and epoxy resins
[1]. As a result, it may be found in many commomamer products and is abundantly
retrieved in the environment leading to widespreagosure to BPA among the general
population.

BPA toxicity has been intensively investigated otle past decade and although it
shows only weak estrogenic activity, recent stutieegee demonstrated the effects attributable
to even minute doses of BPA [2]. Due to its toyichhuman exposure to BPA needs to be
closely assessed in order to evaluate the potdmalth risk arising from its different sources.
With this consideration in mind, wide-ranging wotkave developed an analytical method of
variable complexity meant to quantify BPA in numesaenvironmental settings. In these
studies, BPA has been found throughout the enviesrimin natural water, air, dust, sewage,
consumer products, food, drinking water, tickets. or&bver, as has been demonstrated in
wastepaper recycling treatment plants [3], wheeastd into the environment, BPA may
produce chlorinated derivatives in the presendeeaf chlorine [4]. In addition, the estrogenic
activity of chlorinated derivatives may be highlean in parent compounds [5].

In environmental health impact assessment, humposexe can be evaluated using
through ultratrace level determination of microptdhts in biological fluids and tissues (i.e.
biological monitoring or biomonitoring) [6]. Biomawiring has been proven to be at least as
valuable as environmental measures in the estimatidruman exposure to environmental
contaminants [7]. In this field, a number of authdrave proposed analytical methods

measuring trace levels of BPA in different bioladicnatrices (urine, blood ...) and thereby
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facilitating biomonitoring studies [8]. These diféat studies have employed analytical

methods for BPA determination as wide-ranging asymezlinked immunosorbent assay

(ELISA), liquid chromatography coupled with fluooesice or electrochemical detection, gas
chromatography with mass spectrometric detectiahlimuid chromatography-tandem mass

spectrometry (LC-MS/MS). Among the existing altdivies, tandem mass spectrometry is
considered the most specific, accurate and pretesection method used to measure trace
levels of environmental chemicals, particularlycomplex biological matrices [9].

Human breast milk has been proposed in the assessshehuman exposure to
environmental chemicals [10], particularly to ED[@4]. Human breast milk is conducive to
biomonitoring studies due to both the possibility ron-invasive sampling and to the
relatively large volumes available in the framewaorklarge-scale biomonitoring programs
[12]. Moreover, human breast milk may serve ascanbrker of both maternal and prenatal
exposure to many different environmental chemiddlsman breast milk could at once be a
major route of exposure for breastfed infants andlaable biological fluid in assessment of
exposure to BPA and its chlorinated derivatives. @Asonsequence, several papers have
reported on methods of BPA quantification in hunfmeast milk [13-17]. There does not
exist a large amount of published data on quaatific of BPA chlorinated derivatives and as
far as we know, only a limited number of methodgehbeen dedicated to their determination
in biological media (plasma, adipose tissue, pladetissue and recently urine) [18-21].
Unlike BPA, determination of BPA chlorinated detivas in human breast milk has not to
our knowledge been the object of any publishedystud

Whatever be their purpose, the development andcapipin of chemical measurement
methods require implementation of rigorous quadisgurance/quality control procedures in
accordance with acknowledged guidelines. In thiel foé biomonitoring, several papers have
made recommendations pertaining to the charagtarisf a scientifically robust analytical
method [7,22,23], with some of them focused on huim@ast milk biomonitoring [24,25]. It
may be concluded that the ideal analytical methmdassessment of human exposure to
environmental chemicals, in particular BPA and dslorinated derivatives, should be
ultrasensitive, with LOD and LOQ suited to a lowde of exposure, highly specific,
reproducible, conducive to comparison of resultsj @imple enough to be successfully
applied to a large number of samples. Moreoverh suaenethod will scrupulously respect
several reliability criteria such as accuracy (tregs and precision), cross-contamination and

correct validation of LOD and LOQ. Several intefoaal institutions have proposed an
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appropriate framework along with the attendant moendatios (NORMAN, FDA, 1SO).
However, most of the methods reported in the litesafail to provide sufficiently detailed
data on these critical points. Concerning BPA, spesttention has to be paid in order to
avoid cross-contamination during the different stepthe assessment procedures [26]. And
once again, it bears mentioning that most of tHaiplied data do not contain enough detailed
information to ensure that no BPA contamination dasurred.

Given both the poor sensitivity of analytical tecques and BPA contamination
arising from collection procedures, urinary concatihins of total BPA (free plus conjugated)
have been proposed as a means of monitoring BPésexe [27]. However, since conjugated
BPA does not display any estrogenic activity, asuéshas been raised as regards exposure
assessment using total BPA, and that is yet ano#iason why every effort should be made to
develop a method efficiently facilitating deterntioa of unconjugated BPA in the media
under consideration.

In light of these factors, we have fully developgdcighly sensitive and accurate
method to determine not only BPA, but also andtlerfirst time the chlorinated derivatives
of BPA, in human breast milk, using liquid-liquicteaction (LLE) followed by an online
solid phase extraction-ultrahigh performance ligcidomatography-isotope dilution tandem
mass spectrometry method (SPE-UPLC-MS/MS).

VII.2. MATERIALS AND METHODS

VII.2.a. Chemicals and reagents.

BPA (CAS 80-05-7) and internal standard (IS) bismheA-d;s (CAS 96210-87-6)
were obtained from Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, A)S Chlorinated BPA were custom
synthesized by @rtMolecule (Poitiers, France). Therinated BPA (CBPA, 2,6-DCBPA,
2,2’-DCBPA and TCBPA) were obtained from bispheAar its suitably protected precursor
with regard to phenol function by direct chlorimatiusing sulfuryl chloride [28]. The purity
obtained for these compounds was > 98%. The chésticectures of these compounds are
shown in Table 1.

Of very high analytical grade quality, the metha(éstipur®) and water (Optima®)
used during sample preparation were purchased tano Erba Reagents (Val-de-Reuill,
France) and Fisher (lllkirsch, France), respecfivéhe methanol used during LC-MS/MS
analysis was LC-MS grade and supplied by Fishékir@th, France). Similarly, the water
used during LC-MS/MS analysis was pre-treated &eth fpurified by a Synerdy system
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(Millipore, Bedford, USA). Nitrogen alphagaz-1 wasirchased from Air Liquide (Paris,
France). All the solvents and reagents were testecensure that they were free of

contamination from compounds.

Table 1- Chemical structure of BPA and its chlorinated derivatives

Compound Structure

BPA Ho

/
s

2-chloro-4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-

ethyl]-phenol

HO OH

CBPA
2,6-Dichloro-4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl- cl
ethyl]-phenol HOOH
2,6-DCBPA cl
2-chloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxy-phenyl)-1- o .
methyl-ethyl]-phenol
)T
2,2'-DCBPA
2,6-Dichloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxy-phenyl)- ol a
1-methyl-ethyl]-phenol o OH
TCBPA “
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VIL.2.b. Milk samples

The breast milk used in standard solutions andityuadntrols was collected, under a
well-designed protocol (briefly described belowjri multiple anonymous donors who had
been breastfeeding for over 1 month in order toinmize the possible presence of target
compounds. On the other hand and in view of agsgs$ise validity of the analytical method,
three breast milk samples were collected from doooder the same conditions but within a
few days after delivery. All of the samples weréeamted under strictly controlled collection.
In order to avoid contamination of target compounti® milk was drawn manually and
directly in pre-treated glass tubes, without usamy device, materials, wipes or gloves. All
samples were kept frozen at -20°C until analysis.

VII.2.c. Preparation of standard solutions

A 200 mg.L* methanol stock solution of each compound (BPA, &BR6-DCBPA,
2,2-DCBPA, TCBPA,) was stored at + 4°C. Extemp@aaumsly, the initial stock solutions
were diluted in methanol/water 50/50 (v/v) to obtaiorking standard solutions at 4, 8, 16, 32
and 64 ng.mL* used for spiked milk. Internal standard soluti&PA-dye) was prepared in
methanol/water 50/50 (v/v) at 32 ng.thfrom initial stock solution (200 mg/L).

VII.2.d. Sample preparation

Human milk was thawed and vortex mixed before udeen, 50 pl of working
standard solutions and 50 pl of IS were added @B®f milk samples and homogenized by
shaking. After that, 4 ml of methanol were added #redsamples were vortexed for 1 min,
sonicated for 10 min and centrifuged at 3500 xrglfd min. Supernatants were evaporated at
60°C to dryness under a gentle nitrogen streamidBes were dissolved in 1000 pL of
water/methanol (70/30) solution. Finally, 50 pl eftract were injected onto the SPE-LC-
MS/MS apparatus.

VIIL.2.e. On-line SPE-UPLC-MS/MS analysis

The concentrations of BPA and chlorinated derivatiwere determined using a LC-
MS/MS system consisting of an UPLC system Acquity&aters, Milford, USA), coupled to
a Xevo® TQ triple quadrupole mass spectrometer ¢vgatMilford, USA). An external six-
port switching high pressure valve (Rheodyne® MXI5-D00 CIL, Ste Foy la Grande,
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France), controlled by the work station, was irerbetween the autosampler and the
chromatographic column in order to switch on ortb# SPE column in the chromatographic
system. The SPE column was an Xbridge® C8 10 unx 3@ mm (Waters, Milford, USA)
and the UPLC column was an ACQUITY CBHC18 (1.7 um particle size, 2.1 x 100 mm,
Waters, Milford, USA).

Fifty microliters of the sample were loaded onto 8fE column using a 515 HPLC
pump (Waters, Milford, USA), with MeOH/water (20)88&t a flow rate of 2 mL.min For 2
minutes, the SPE column was washed with MeOH/w§26/80). After that, the valve
switched on the SPE column so that the analyténextaon the SPE column was back-eluted
by the UPLC pump at a flow rate of 0.40 mL.fifThe gradient was programmed as follows:
2.0 to 2.5 min MeOH/water (50/50), then the amoeaintmethanol increased linearly up to
90% (2.5 to 4.0 min) then up to 99% (4.0 to 4.5 mingn the methanol was kept constant at
99% during column clean up step (4.5 to 10 mingntithe methanol linearly decreased to
MeOH/water (50/50) (9.9 to 12 min), and the coluequilibrated with MeOH/water 50/50
(10 to 13 min). Concomitantly, the valve switchedthe initial position at 11 min and SPE
column equilibrated with MeOH/water 20/80 at 2 mihthfor 2 minutes. The temperature of
the chromatography column was maintained at 40°€dolumn oven.

The MS-MS detector was equipped with an electrospwaization (ESI) interface,
operating in negative ionization mode. Quantitatwelysis was carried out in the multiple
reaction monitoring mode (MRM), using two specifiombinations of a precursor-product
ion transition for each compound. Precursor prodtrensitions along with their
corresponding collision energies are shown in T&I®S/MS detector conditions were set
as follows : source temperature 150°C; desolvatemperature 550°C, cone gas flow
50 L.Hr', desolvation gas (nitrogen) 1000 LHrcollision gas (argon) 0.28 mL.mitn
capillary potential 3.5V, cone potential -66V, rxttor potential -29V.

VIIL.2.f. Method validation

BPA contaminations may arise from laboratory acoess, reagent, SPE procedure,
or the apparatus. In order to avoid contaminatarly pre-treated glassware (500°C, 5 h),
teflon seals and high-quality solvent were usedughout the study.

Linearity of the chromatographic response was assken five different days using
standard curves including 5 calibration points rlgdrom 0.40 to 6.40 ng.mb
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Table 2- MS/MS parameters of BPA and its chlorinated derivatives

Compound Retention o/ (m/2) Cone voltage Ceorilgg); Dwell time
time (min) V) V) (s)

BPA 4.6 227.(-211.¢ 38 18 0.15(
227.0-133.0 38 27 0.150

BPA-d 4.€ 241.1-223.1 38 20 0.12(
241.1-142.0 38 26 0.120

CBPA 4.7 260.7-181.¢ 41 27 0.00%
260.1-209.9 41 24 0.007

DCBPA 4.9 294.¢-215.¢ 37 30 0.01¢
294.9-243.9 37 24 0.015

2,2-DCBPA 4.¢ 294.¢-166.¢ 37 24 0.01¢

TCBPA 5.0 328.8-249.¢ 44 30 0.02(C
328.8-277.8 44 25 0.020

Sample concentrations were determined for each congpasing the corresponding
spiked milk standard curve calibration. Calibraticurves were constructed using
compounds/IS peak area ratio versus compound ctraten. BPA-ds was used as an
internal standard for all target compounds sineecibrresponding labeled standards were not
readily available.

Accuracy was determined by analysis of quality oaat performed using human
breast milk (exempt from target compounds) spikedwa different concentrations (0.40
ng.mL! and 3.20 ng.mt).

Intra-day coefficient of variation was obtained lwiteplicates of quality control sample at
0.40 ng.mL* (n=5) and 3.20 ng.mt (n=3). Inter-day coefficient of variation was obed
from experiments performed on five separate dayguafity control sample at 0.40 ng.mL
and 3.20 ng.mL.

The limit of detection (LOD) was defined accordiogNORMAN guidelines based on
ISO/DIS 13530 as three times the standard deviati@ablank sample of human breast milk
[29]. According to several guidelines, the limitgpiantification (LOQ), set at the level of the
lowest calibration standard, was fully validateangsquality controls performed using milk

samples spiked at this low concentration.
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VIL.3. RESULTS AND DISCUSSION

VII3.a. Method optimization

Several studies have likewise reported BPA contatioimdrom reagents or solvents
or leaching from the materials during sampling, a&ger, processing, and analysis [8, 26, 30].
Therefore, special attention should be paid wheeg®ding. In the present study, use of high-
purity solvents along with glass instead of plastiand the comprehensive implantation of
specific purification procedures allowed us to éfiate BPA contamination. Chromatograms
of a blank solvent are presented in Fig. 1. WhiRABwvas detected in some of the pooled
breast milk used for standards and quality contibl&as always at a level markedly lower
than the limit of quantification (between 0 and®rig.mLY) and has been taken into account
in the calculation method (Fig. 2). To summarites BPA/IS peak area ratio of blank milk
was subtracted from the BPA/IS ratio of each stethdaed to construct the calibration curve.
On the other hand, no BPA chlorinated derivativesendetected in any of the pooled breast

milk.

004
BPA:227.0>211.9
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00,

5.00e4
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00,

Fig. 1- Chromatograms of a blank solvent.
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Fig. 2- Chromatograms of a blank milk containing BPA at a low level (0.10 ng.mL™).

Only a limited number of studies have reported wiw methods of BPA
guantification in human breast milk. One of thenediELISA [15] but due to the non-
specificity of the anti-BPA antibody, cross-readfjvimay occur. Moreover, the mean
concentration of BPA determined in this study waghbr than in others; as previously
shown, this may have been due to its having beerestimated [31]. Consequently, ELISA
cannot be considered suitable for BPA exposure toong [8]. Among the other papers,
some used fluorescence detection [13,16] or GC-W3, Wwhereas only one study employed
the isotope dilution tandem mass spectrometry mefhdfi so as determine BPA. On the
other hand, to our knowledge, no study has beelfighglol concerning the determination of
BPA chlorinated derivatives in human breast milkorkbver, there does not exist a
substantial amount of published data on quantioabf BPA chlorinated derivatives. As far
as we know, few methods have been suggested asragdetermining chlorinated BPA in
biological fluids (plasma, adipose tissue, placet$sue and, recently, urine) and not all of
them have used the isotope dilution tandem masstrepeetry method. This work is
consequently the first to put forward an analyticaethod adapted to large-scale
biomonitoring studies aimed at assessing exposui@PA and its chlorinated derivatives
through use of human breast milk.

BPA chlorination may provide two dichlorobisphemslisomers (2,2’-DCBPA +

2,6-DCBPA, Table 1). Since the response in masstispeetry is structurally dependent,
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accurate determination of these two isomers reguine use of pure synthetic reference
compounds for calibration [32]. Contrarily, useaomixture or only one of the isomers as a
calibration standard of dichlorobisphenol A may pdev biased results [33]. To our

knowledge, no independent determination of botildrobisphenol A isomers existed prior

to the present study. Under our chromatographiditions, the two isomers could not be
separated.

Moreover, if a specific transition was available tprantitation of 2,2’-DCBPA, no
specific transition providing sufficient intensiyas found to be available for 2,6-DCBPA. On
the other hand, two transitions were shared bytweeisomers, which produced the same
signal intensity and enabled quantification of tbal amount of DCBPA (2,2’-DCBPA +
2,6-DCBPA) (Table 2). Finally, quantification of 2IBCBPA was obtained by subtracting the
amount of 2,2-DCBPA from the total DCBPA obtaindd. this way, we were able to
independently quantify both dichlorobisphenol Ansas.

VII.3.b. Matrix effects and extraction recovery

Even though liquid chromatography with MS/MS detattis considered the method
of choice in quantitative determination of enviramtal chemicals in biological fluids, matrix
effects may compromise accuracy [34]. Neverthelgssst of the published papers dealing
with BPA or BPA and its chlorinated derivatives ot mention matrix effects, which were
observed on a significant scale during our expamnisiand led to correspondingly significant
signal intensity inhibition. Several approaches lavg sample preparation (LLE, SPE, SPE
online), LC separation (UPLC), or use of isotodictdbeled standards may help to overcome
these effects [33]. In this study, we coupled URbGandem mass spectrometry, but even
after LLE plus online SPE, significant matrix effeevere still observed. While BPAgWwas
used as internal standard, corresponding labeletbconds were not readily available for
BPA chlorinated derivatives, so we decided to apteranother approach in order to
compensate for matrix effects and to guaranteeracguSince sample dilution (the so-called
dilute and shoot procedure) has been proposedstratagy to reduce matrix effects [35], we
evaluated the impact on matrix effects of the tlutof samples prior to injection, thereby
increasing the volume used to dissolve the resiolined after LLE. Following LLE
extraction, blank samples of human breast milk jnz&re spikedat 3.20 ng.mL and then
diluted using different volumes of mobile phasel(00.2, 0.5, 1.0 and 2.0 mL) before

injecting onto SPE-UPLC-MS/MS. Reconstitution withO mL of mobile phase yielded
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complete recovery of the signal for all the targ@ipounds, compared to a standard injected
under the same conditions. However, due to thebdity of human breast milk composition,
matrix effect may still exist. Therefore, the udeismtopically labeled standards should be
maintained.

Finally, online SPE recovery was assessed by cangp#ine response obtained after
direct injection (n=3) of a standard solution &2®ng.mL* to the response obtained after
injection onto SPE-UPLC-MS/MS of the same standaedels of extraction recovery greater
than 80% were obtained for the five target compowuatapared to direct injection of the
same samples onto UPLC-MS/MS.

VIL.3.c. Analytical performance

Calibration curves of BPA and chlorinated BPA pded adequate linearity as shown
by the correlation coefficients, which are greatiean 0.99. Chromatograms of a milk
standard spiked at 0.8 ng.fhlare presented in Fig. 3. The validation resultsttier method
proposed in this study are presented in Table 3efass of the five target compounds ranged
from 81 to 119% and their precision was equallys&attory, as evidenced by RSD valyes
20%. Moreover, these results are consistent wighctirrent accepted guidelines, especially

those applied in the field of bioanalytical or evimental chemistry [29,36].
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Fig. 3- Chromatograms of a milk standard spiked at 0.8 ng.mL™.
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Table 3- Analytical performance parameters

a b Spiked Intra-day mean (n=5) Inter-day mean (n=13)

c LOQ LOD . — —

ompound (ng mL‘l) (ng mL‘l) Concentration Truenes§ Precisiof Truenes§ Precisiorf
' ' (ng.mL™Y) (%) (%) (%) (%)
0.40 101 15 103 11
BPA 0.40 0.09 3.20 93 1 98 14
0.40 90 6 98 15
CBPA 0.40 0.01 3.20 81 15 99 17
26-DCBPA  0.40 0.05 g'gg 18017 %g 82 12
2 2.DCBPA  0.40 0.05 g'gg 19119 g 183 12
TCBPA 0.40 0.04 g'gg 19013 178 19079 ig

3imit of quantification,’limit of detection Expressed as [(mean observed concentration) / (rami
concentration)] x 100Expressed as relative standard deviation

The estimated LOD obtained for BPA and its chlaedaderivatives ranged from 0.01
ng.mL* to 0.09 ng.mL* (Table 3). While other studies have proposed low@Db for BPA,
particularly rigorous determination of LOD was menhed in this work, as should be the case
in any development of an analytical method suitdble biomonitoring studies in which
concentration levels below the LOD have got to taistically treated. Therefore, merely
reporting measurements <LOD as non-detectabletiadeguate, and it is clearly imperative
that a precise number be assigned. Neverthelessaiy biomonitoring papers, the method
used to determine LOD is missing or poorly desdtib&éhe S/N method is frequently
proposed so as to estimate BPA LOD in human bredkt and other researchers have used
standard deviation of a low-level standard. As rdgd&8PA quantification, these methods falil
to take into account potential background contationa. Therefore, LOD estimation would
be improved through use of a blank sample (i.e-fodified media) in order to determine a
value that statistically differs from zero, as prego by the method applied in this study.

In this study, the LOQ determined for BPA was $e0.40 ng.mL*. Only one paper
has reported a better LOQ (0.21 ng:thlusing GC-MS analysis, but this study proposed a
highly time-consuming sample preparation step aqdired a relatively large volume of milk
(25 g). The other authors did not report any LOQ.OKQ greater than the one validated in
this study, in which chlorinated BPA presents thms LOQ, set at 0.40 ng.MLWhereas no
data are available concerning LOQ of BPA chloridatkerivatives in human breast milk,

most of the studies carried out with other biolagjimatrices reported equivalent LOQ. One
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of them reported better LOQ, but it had been deatezchin standard solution not using spiked

matrix.

VIL.3.d. Method application

Fig.4 shows a chromatogram obtained from a humaagbrmilk sample collected
within a few days after delivery in which BPA anoi®e of its chlorinated derivatives were
found. BPA, 2,2’-DCBPA, 2,6-DCBPA and TCBPA haveshaletected and/or quantified in

the three samples analyzed, but none of them weredfto contain CBPA (Table 4).
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Fig. 4- Chromatograms of milk sample n°3.

Table 4- Concentration (ng.mL™) of BPA and its chlorinated derivatives in three human breast milk
samples

Samples BPA CBPA 2,2'-DCBPA 2,6-DCBPA TCBPA
milk 1 0.80 <LOD 1.09 0.97 <LOD
milk 2 3.29 <LOD 4.13 <0.40 0.68
milk 3 3.07 <LOoC <0.40 1.40 <LOD

3imit of detection

VII.4 CONCLUSION
Comparability and reliability of monitoring dataeaessential to any meaningful

environmental exposure assessment involving the gesnent of environmental risks. With
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regard to emerging pollutants, there is causedacern as to the comparability of data at the
international level. Generally speaking, the methatgsed when monitoring emerging
pollutants have yet to be validated to a sufficextent.

It bears mentioning, in this respect, that the dsetras a particular responsibility to assume
in ensuring the reliability of the results obtainaddiomonitoring studies. Bearing this basic
exigency in mind, the method comprehensively deadagnd validated in this study provides
ultrasensitive quantification allowing for reliabteetermination of BPA and its chlorinated
derivatives, while the reported LOD and LOQ areogdther consistent with the
concentrations observed in actual human breast. iRl observance of the requirements
mentioned above is essential to assessment of esgtes BPA and its chlorinated derivatives
for individuals, along with the major decision-meken public health.

ACKNOLEDGMENTS

Special thanks to Pascale Pierre-Eugéne and EledieXi for their help as technical
assistants. We are also grateful to the “Water farafjfrom the University of Poitiers for its
financial contribution to the project. We likewiggsh to thank Jeffrey Arsham for his highly
helpful reading of our original text. Finally, wash to thank all the generous milk donators
along with Professor Fabrice Pierre and Claire K¥da their assistance in breast milk
collection.

REFERENCES

[1] L.N. Vandenberg, R. Hauser, M. Marcus, N. OMAY. Welshons, Reprod. Toxicol.
24 (2007) 139-177.

[2] L.N. Vandenberg, T. Colborn, T.B. Hayes, J.&indlel, D.R. Jacobs, Jr., D.H. Lee, T.
Shioda, A.M. Soto, F.S. Vom Saal, W.V. Welshong,.Roeller, J.P. Myers, Endocr. Rev.33
(2012) 378-455.

[3] H. Fukazawa, M. Watanabe, F. Shiraishi, H. &Bhi, T. Shiozawa, H. Matsushita, Y.
Terao, J. Health Sci. 48 (2002) 242-249.

[4] H. Gallard, A. Leclercq, J.P. Croue, ChemospHes (2004) 465-473.

[5] H. Takemura, J. Ma, K. Sayama, Y. Terao, B.huZK. Shimoi, Toxicology 207
(2005) 215-221.

[6] L.L. Needham, A.M. Calafat, D.B. Barr, Int.dyg. Environ. Health. 210 (2007) 229-
238.

[7] M.N. Bates, J.W. Hamilton, J.S. LaKind, P. Langperg, M. O'Malley, W. Snodgrass,
Environ. Health Perspect. 113 (2005) 1615-1621.

[8] W. Dekant, W. Volkel, Toxicol. Appl. Pharmac@?28 (2008) 114-134.

[9] L.L. Needham, D.G. Patterson, D.B. Barr, J. iGgar, A.M. Calafat, Anal. Bioanal.
Chem. 381 (2005) 397-404.

[10] C.M. Berlin, J.S. LaKind, S.E. Fenton, R.Y. Wrp M.N. Bates, R.L. Brent, M.
Condon, B.L. Crase, M.L. Dourson, A.S. Ettinger, Bos, P. Furst, G.P. Giacoia, D.A.

129



Goldstein, S.G. Haynes, K.D. Hench, S. Kacew, GiedpR.A. Lawrence, A. Mason, M.A.
McDiarmid, G. Moy, L.L. Needham, .M. Paul, L.C. gy Z. Qian, L. Salamone, S.G.
Selevan, B. Sonawane, A.J. Tarzian, M. Rose THllyJhl, J. Toxicol. Environ. Health A 68
(2005) 1825-1831.

[11] M. Stefanidou, C. Maravelias, C. Spiliopould&ndocr. Metab. Immune Disord. Drug
Targets, 9 (2009) 269-276.

[12] R. Smolders, K.W. Schramm, M. Nickmilder, Gh®eters, Environ. Health, 8 (2009)
8.

[13] Y. Sun, M. Irie, N. Kishikawa, M. Wada, N. Kagta, K. Nakashima, Biomed.
Chromatogr. 18 (2004) 501-507.

[14] X. Ye, A.M. Bishop, L.L. Needham, A.M. Calafaknal. Chim. Acta 831 (2006) 110-
115.

[15] R. Kuruto-Niwa, Y. Tateoka, Y. Usuki, R. NozawChemosphere 66 (2007) 1160-
1164.

[16] B.Yi, C. Kim, M. Yang, J chromatogr B, 8780(20) 2606-2610.

[17] H. Otaka, A. Yasuhara, M. Morita, Anal Sci Z903) 1663-1666.

[18] I. Jimenez-Diaz, A. Zafra-Gomez, O. BallesgerdN. Navea, A. Navalon, M.F.
Fernandez, N. Olea, J.L. Vilchez, J. ChromatogArlyt. Technol. Biomed. Life Sci. 878
(2010) 3363-3369.

[19] M. del Olmo, A. Zafra, B. Suarez, A. Gonzalgasado, J. Taoufiki, J.L. Vilchez, J.
Chromatogr. B 817 (2005) 167-172.

[20] M.F. Fernandez, J.P. Arrebola, J. Taoufiki,Mavalon, O. Ballesteros, R. Pulgar, J.L.
Vilchez, N. Olea, Reprod. Toxicol. 24 (2007) 25%26

[21] C. Liao, K. Kannan, Environ.Sci. Technol. 2®12) 5003-5009.

[22] R. Smolders, K.W. Schramm, U. Stenius, J. li&elA. Kahn, T. Trnovec, R. Sram,
G. Schoeters, J. Toxicol.Environ. Health B CritvRE2 (2009) 107-123.

[23] A.M. Calafat, L.L. Needham, Environ.Health Beect. 117 (2009) 1481-1485.

[24] J.S. LaKind, R.L. Brent, M.L. Dourson, S. KaceG. Koren, B. Sonawane, A.J.
Tarzian, K. Uhl, J. Toxicol. Environ. Health A 68005) 1713-1769.

[25] L.L. Needham, R.Y. Wang, Environ. Health Pesp 110 (2002) A317-A324.

[26] Y. Watabe, T. Kondo, H. Imai, M. Morita, N. faka, K. Hosoya, Anal. Chem. 76
(2004) 105-109.

[27] A. Calafat, Background paper on BPA biomonitgrand biomarker studies;
FAO/WHO Expert Meeting on Bisphenol A (BPA) Fooddaigriculture Organization of the
United nation World health
Organization:2010.http://www.who.int/foodsafety/aifehemicals/6.1_bpa_biomonitoring_a
nd_biomarker_studies.pdf (accessed june 15th, 2012)

[28] G.X. Yu, H.J. Mason, K. Galdi, X.M. Wu, L. Guelius, N. Zhao, M. Witkus, W.R.
Ewing, J.E. Macor, Synthesis (2003) 403-407.

[29] D. Schwesig, U. Borchers, L. Chancerelle, Aifiek, U. Eriksson, A. Goksgyr, M.
Lamoree, P.P. Lepom, P. Leonards, D. Leverett, MLathlan, V. Poulsen, R. Robinson, K.
Silharova, P. Tolgyessy, J. Wegener, D. Westwo0@92Network of reference laboratories
and related organisations for monitoring and bimitwwing of emerging environmental
pollutants; Protocol for the validation of chemiaaid biological biomonitoring methods.
http://www.norman-
network.com/public_docs/norman_v1 v2 v3 versionfidal feb2009.pdf (accessed june
15th, 2012).

[30] D.A. Markham, J.M. Waechter, M. Wimber, N. Rd. Connolly, J.C. Chuang, S.
Hentges, R.N. Shiotsuka, S. Dimond, A.H. Chappd@ll&nal. Toxicol. 34 (2010) 293-303.

130



[31] H. Fukata, H. Miyagawa, N. Yamazaki, C. MdFpxicol. Mech. Methods, 16 (2006)
427-430.

[32] S. Rabouan, A. Dupuis, A. Cariot, M. Albouyaly, V. Migeot, Trends Anal. Chem.,
37 (2012) 112-127.

[33] H. Gallart-Ayala, E. Moyano, M.T. Galceran, d&aspec. rev. 29 (2010) 776-805.
[34] B.K. Matuszewski, M.L. Constanzer, C.M. Cha:&ag, Anal. Chem. 75 (2003) 3019-
3030.

[35] H. Stahnke, S. Kittlaus, G. Kempe, L. Aldena. Chem. 84 (2012) 1474-1782.

[36] US Department of health and Human Servicesdrand Drug Administration, Center
for Drug Evaluation and Research, 2001.

131



132



CHAPITRE VIII : MISE EN EVIDENCE DU BISPHENOL A ET SES DERIVES
CHLORES DANS LE COLOSTRUM DE FEMMES

En préparation

Résumé

Le Bisphenol A (BPA) est un produit chimique uglisn masse dans l'industrie depuis
ces dernieres decennies. Il a montré son effetjg@xcomme perturbateur endocrinien. Dans
I'eau potable, le chlore réagit avec le bisphéngdolir former des dérivés chlorés ayant une
activité cestrogénique importante. Cette étude atdigale BPA et ses dérivés chlorés dans le
colostrum de 21 femmes afin d’évaluer la contrimutde 'eau dans la contamination par le
BPA. La quantification de ces composés a été détémmpar dilution isotopique et en
utilisant une SPE-LC-MS/MS. Les 21 femmes ont rémpht questionnaire évaluant
I'exposition a I'eau et au BPA et ses dérivés aidote BPA a été détecté dans 19 colostrums
et ses dérivés chlorés dans 21 colostrums. Leseotnations moyennes étaient de
1,87 * 1,38 ng.mt (n=19), 1,87 + 1,23 ng.mkt (n=7), 1,56 * 0,74 (n=18) ng.rilLet
0,68 ng.m* (n=1) pour le BPA, ses 2 dichloro et le trichlBA respectivement.
L’exposition des femmes a I'eau, déterminée paguestionnaire, était en accord avec la
bibliographie. Aussi, aucune des femmes n’étaiens dkes conditions de surexposition aux
BPA et ni a ses dérivés chlorés. Nos résultats monhtjue la non prise en compte de la
formation de BPA chlorés dans I'eau sous estim®lke du milieu aquatique dans la toxicité
humaine du BPA.
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OCCURRENCE OF BISPHENOL A AND ITS CHLORINATED DERIV ATIVES
IN HUMAN COLOSTRUM

ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is a widespread industrial chemhiwhich over the past decade has
demonstrated its toxicity as an endocrine disrugBdrorine present in drinking water may
react with BPA to form chlorinated derivatives, walinihave demonstrated a heightened level
of estrogenic activity. The study assessed BPA @nchiorinated derivatives in the colostrum
of 21 women in order to assess water contributioBRA contamination. The quantification
of the compounds was determined using on-line SPE&@JMS/MS and isotope dilution
method. In addition, the 21 women completed a dquasaire on the day of colostrum
collection that covers exposure to water as wellspscific exposure to BPA and its
chlorinated derivatives. BPA was detected in 19stwums and chlorinated derivatives in 21
colostrums. Mean concentrations were 1.87 + 1.38hg (n=19), 1.87 + 1.23 ng.mt.(n=7)
and 1.56 + 0.74 (n=18) ng.rifland 0.68 ng.mt: (n=1) for BPA, the two dichloro-BPA and
trichloro-BPA respectively. Exposure to water evéddaby the questionnaire was in
agreement with the bibliography. None of these womere in situations that could have
overexposed them to BPA and its chlorinated daxigat Our results show that failure to take
into account the production of BPA chlorinated datives in water may lead to
underestimation of the relevance of an aquatic renuient as a source of BPA toxicity

detrimental to human health.

VIII.1. INTRODUCTION
Bisphenol A (BPA) is of major concern to environrtanpublic health due to its

demonstrated toxicity and its high potential wiggard to human exposure (European Union,
1997, Kanget al, 2006).

BPA toxicity has been intensively investigated otlee past decade, and it is now
widely considered to have an estrogenic effecteisive literature has shown adverse effects
on animals following exposure to even a low doseBBfA, including developmental and
reproductive toxicity, altered body weight, canceamid abnormally early puberty
(Vandenberget al, 2010, Vandenbergt al, 2012). As for adverse health effects in humans,
they are still being debated, and are suspecteliaivetes, cardiovascular diseases and with
regard to reproductive systems (oocyte matura{idhN)SES, 2011).
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Fetuses and newborn babies are especially at rifaf which is able to cross the
placental barrier (Ikezuki et al., 2002). More gatlg, organisms in early stages of
development are quite sensitive to changes indlbbgedndocrine disruptors (Foster, 1998,
Birnbaum &Fenton, 2003, ANSES, 2011). Toxic effeotsBPA during pregnancy and the
neonatal period have been demonstrated in anireas) at very low doses found to be

compatible with human exposure (Kabuto et al., 2@ian et al., 2009a, b).

BPA is frequently used in production of polycarbi@negesins (66 %) and epoxy resins
(30 %), which are components of many commonly abé consumer products (Plastics
Europe, 2007). While polycarbonate resin is usspeeially in food and drink containers and
in compact discs, epoxy resins are used for caangh as corrosion protectors in food and
beverage cans. BPA is also a component of resimyepohich is employed as a dental

composite (dental fillings and sealing agent) @dket al, 2010).

BPA has been found throughout the environment:iin dust, sewage, consumer
products, food, drinking water, tickets.... Numeraigdies have focused on possible BPA
exposure from dietary sources via food and packagmaterial or from work contact in
industries producing or using BPA (Vandenbetgal, 2007) Moreover, water can be a
potential route of exposure to BPA since it is amnbusly introduced into the aquatic
environment by means of industrial, agricultural amehicipal effluents. Occurrences of BPA
have been widely reported in various aqueous mediand the world (Flint, 2012): surface
water, drinking water from drinking water treatmeplaints, bottled water, household tap
water... (Liet al, 2010, Sodret al, 2010, Santhet al, 2012). Most of these studies consider
that regarding BPA contamination, the share of wtgenerally neglidple. However, none
of these data have taken into account the other efsgater, than drinking

Given the fact that in most drinking water treatmplants, routine operations are
concluded by a chlorination step, the formationtdbdnated derivatives of BPA (mono-, di-,
tri- and tetra-chlorobiphenol A) in drinking watesrto be expected (Yamamoto &Yasuhara,
2002, Gallarcet al, 2004). Furthermore, various forms of chlorinaBfA (mono-, di-, tri-,
tetra- chloro BPA) have been detected in wastewfitan waste paper recycling plants
(Fukazaweet al, 2001, Fukazawat al, 2002).With the exception of tetra-chloro-BPA, BPA
derivatives are not used in industrial activity Ig°et al, 2006). Consequently, the only
source of production of chlorinated derivativedikely to be chlorinetreated water. Last but
not least, estrogenic activity in chlorinated datives (mono-BPA, di-BPA, tri-chloro BPA)
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may be higher than in parent compounds (Fukazetwa., 2002, Huet al, 2002, Kuruto-

Niwa et al, 2002, Tabatat al, 2004, Takemurat al, 2005), once again with the exception
of tetra-chloro-BPA, which presents less estrogaetovity than the others, or none at all. The
chlorinated derivatives present in biological nes may verify hypothesized BPA exposure

from water.

The aim of this work is to investigate the preseotcehlorinated derivatives of BPA
in human biological matrices (i.e. colostrum) il@r to verify the hypothesis that water is far
from negligible with regard to the health effecpmesented by BPA. With this in mind, we
guantified BPA and its chlorinated derivatives I tcolostrums of 21 women. Exposure to

BPA and its chlorinated derivatives was assessedrhgans of questionnaire.

VIII.2. METHODS

VIIIL.2.a. Subjects and sample collection

Twenty-one human colostrums were collected fronlthgavomen at the university
hospital of Poitiers (France) from April to Octol#)11. Eligible subjects included werel8
years of age, expected to be in hospital for astleéa days after delivery, practiced
breastfeeding and were part of the social secagstem. All women signed the informed
consent form after having received an explanatiothe study. Approval was obtained from

the local ethics committee of the university hcspof Poitiers.

The samples were collected by a student midwiféiwithree days after delivery. All
of the samples were obtained under strictly coletdolcollection. In order to avoid
contamination of target compounds, the milk wasmdrananually and directly in pre-treated
glass tubes, without using any device, materialgloves. All samples were kept frozen at -
20°C until analysis.

VIIIL.2.b. Materials and methods

BPA and four chlorinated derivatives [monochlor@BPA) dichloro- (2,2’-DCBPA
and 2,6-DCBPA) and trichloro-bisphenol A (TCBPA)gme analysed in milk samples using
an on-line isotope dilution SPE-UPLC-MS-MS. The hoet of quantification of BPA and its
chlorinated derivatives in human milk had previgusten developed and validated (Caebt
al., 2012). To summarize, 500 pl of milk was firstkgal by the internal standard (BPA-d16).
Then, the BPA and its chlorinated derivatives wexéracted by 4 mL of methanol. After

137



centrifugation, the supernatants were evaporatedytress and the residues were dissolved in
1000 pL of water/methanol. Finally, 50 pL of extraere injected onto the SPE-LC-MS/MS

apparatus.

The LC-MS/MS system consisted of an UPLC systemukgf (Waters, Milford,
USA), coupled to a XeVoTQ triple quadrupole mass spectrometer (Watersiokdi] USA).
The SPE column was an Xbridg€8 10 um 2.1 x 30 mm (Waters, Milford, USA) and the
UPLC column was an ACQUITY CSM C18 (1.7 pm particle size, 2.1 x 100 mm, Waters,
Milford, USA). The target compound were extractgdtbe on-line SPE column and then

separated by a gradient of methanol/water.

The MS-MS detector was equipped with an electrospwaization (ESI) interface,
operating in negative ionization mode. Quantitatwvelysis was carried out in the multiple
reaction monitoring mode (MRM), using two specifiombinations of a precursor-product

ion transition for each compound.

Since BPA is a ubiquitous contaminant in the latmysaenvironment, care was taken
to avoid contact with plastics, and only pre-trdaggassware (500°C, 5 h), teflon seals and

high-quality solvent were used throughout the study

The limits of quantification (LOQ) were validated 8.40 ng.mL[* for all the
compoundsThe limits of detection were 0.09, 0.01, 0.05 ar@Gor BPA, CBPA, DCBPA
and TCBPA respectively.

Calibration curves were regularly checked duringlygses for linearity (r> 0.99).
Moreover, quantification of quality control (0.4 .ng.* and 3.2 ng.mt) was regularly
performed during colostrum sample analysis (truemasaged from 80 to 120 %, precision
20 %).

VIIL.2.c. Assessment of exposure

The day of sampling, a questionnaire was distribhtitethe women in order to obtain
information on water exposure as well as specikposure to BPA and its chlorinated

derivatives.

The characteristics of the women included age,tyamnd body mass index (BMI)

calculated as weight/(height)2.
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In order to determine specific exposure to BPA wioenen were asked to mention and
detail any dental care they had undergone ovept&@ous month; they also had to provide
information pertaining to their professions. Figalparticipants were requested to indicate
whether or not they had any experience workingtimee dental clinics or factories producing

plastics, DVDs, CDs, paper or food packaging.

Exposure to water included both intake and contaabrder to estimate water intake,
they were asked how many cups of tap water antebeétter they consumed each day. Water
included all cold and hot beverages. Bottled wateluded all water purchased in bottles
(spring water, mineral water ...). We considered boitle of 1.5 L to represent 7 cups, while
a bowl represented 3 cups. Contact with water waduated in terms of frequency and
duration of baths and showers taken at home anel gpent at a swimming pool. In order to
further detail their contact with water, they wexgked to indicate whether or not they had a
home swimming pool, how its water was treated, am@ther or not their work entailed

contact with water (swimming pool attendant, hasser, cook...).

VIII.3. RESULTS

VIII.3.a. Concentration of BPA and its chlorinated derivatives in women’s
colostrums

BPA, 2,2'-DCBPA, 2,6-DCBPA and/or TCBPA were detstin all of the colostrums

analyzed, but none of them were found to contaiP &BTablel)

The mean quantified concentration of BPA in theosobm was 1.87 (+ 1.38) ng.iiL
and the median was 1.47 ng.thLAmong chlorinated derivatives, DCBPA was the most
frequently and abundantly found in the colostruneals of quantified concentrations of 2.2’-
DCBPA and 2.6-DCBPA were 1.8% 1.23) and 1.56 (+ 0.74) ng.riLrespectively. The
median concentrations were 1.62 and 1.40 ng.nfitr 2.2’-DCBPA and 2.6-DCBPA
respectively.
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Table 1: Concentration of BPA and its chlorinated derivatives in the 21 colostrums in ng.mL™ and characteristics of the 21 women.

Bottled Times per week of
2,2'- 2,6- water Tap water dermal exposure to
BPA CBPA y : TCBPA Age BMI® consumed .
Colostrum (ng.mLY | (ng.mLY DCBPA | DCBPA (ng.mLY | (vears) | (kg.m?) Dental care | consumed er da water (showering,
9- 9: (ng.mLY | (ng.mLY) | "9 y 9: perday | P Y| bathing, swimming)
(Uday) | (Hday) (min)
W1 1.54 < LOD 0.96 1.13 <LOB 29 21,4 no 0.6 2.4 70
w2 0.54 < LOD <LOD <0.4 <0.4 38 19,5 no 1.4 1.8 70
W3 1.26 < LODO <0.4 1.62 <LOD 37 25,0 no 0.0 1.5 630
w4 0.65 <LOD < LoD? 1.41 <LOD 31 26,3 Care of caries 0.0 3.6 325
W5 345 |<LOD < LOD? 1.27 <LODO 30 20,9 no 1.4 0.2 280
W6 0.80 |<LOD 1.09 0.97 <LOD 39 26,2 Molar extractioh 1.4 2.6 105
< LOD? .
W7 3.29 4.13 <0.4 0.68 35 220 Ceramic and 0.0 12 70
metal crown
W8 <LOD* |<LOD? 1.62 2.82 <LOB 34 21,6 no 0.0 2.4 64
W9 1.47 < LOD 2.82 1.21 <LOB 38 25,7 scaling 0.0 1.8 28
W10 2.14 < LOD 0.62 2.08 < LOD 34 18,8 no 0.4 2.8 95
w11 1.75 | <LOD < LOD? 2.77 <LODO 32 27,5 no 2.0 1.0 105
W12 <LOD? |<LOD? <LOD? 1.80 <LOD 28 22,5 no 0.0 3 70
W13 2.44 < LOD < LOD? 1.51 <LOD 30 18,8 no 0.8 1.6 70
W14 0.83 < LOD < LOD? 2.89 < LOD 40 20,1 no 0.0 1.2 70
W15 2.25 < LOD <0.4 2.12 <LOD 38 23,0 scaling 1.6 0.2 115
W16 1.41 < LOD <LOD 1.01 < LOD 35 17,8 no 1.4 1.2 140
w17 1.06 < LODO <LOD <0.4 <LOD 29 18,8 no 1.8 0.0 140
W18 6.12 < LOD <0.4 1.18 <LOD 28 23,3 no 1.2 2.2 85
w19 3.07 | <LOD <0.4 1.40 <LOD 27 22,8 no 0.8 2.4 70
W20 0.75 < LOD 1.88 0.42 <04 25 21,3 no 1.4 14 130
W21 0.76 < LOD < LOD? 0.43 <04 31 20,8 no 1.6 0.4 189

3imit of detectionInformation Missing®Boby Mass Index
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VIIL3.c : Exposure of women to BPA and its chlorinated derivatives

All of the women completed the questionnaire. Tleamage of the 21 women was 33
* 4 years (25-40). The mean BMI was 22.1 + 2.8 K§.(h7.8-27.5). The mean parity of the

womenwas 2 + 1.

Five (24 %) women had dental care during the presvimonth. None of them had
worked in a factory making plastic, DVDs, CDs, papefood packaging or in a dental clinic.

Two of them (W3, W7) had previously held jobs remg contact with water.

Mean total fluid intake was 2.5 L per day. Tap watnsumption represented 65 % of
all fluid intake. Almost women (95 %) drank tap ematvith a mean of 1.8 + 0.9 L per day
(0.2-3.6). Fewer women (67 %) drank bottle watethvei mean of 1.3 £ 0.5 L per day (0.4-
2.0) (Table 2).

Mean duration of dermal exposure including showeth, and swimming pool was
evaluated at 139 + 134 minutes per week (28-630wering was reported by 95 % of the
women with a mean duration of 77 + 42 min per wgk175). Bathing was reported by 48
% of the woman with a mean duration of 106 = 194 per week (15-630). Only four women
(19 %) reported going regularly to a public swimgipool with an average time of
swimming of 83 minutes per week (W4, W10, W15 an@1)V Two other women had a
swimming pool at home (W17, W19) and one of thens waated by chlorine (W19).
Woman W17 did not reply to the question.

Details on characteristics of each woman are showiable 1.

VIIl.4. DISCUSSION
The average total fluid intake by pregnant womenun study was found to be 2.5 L
per day. Similarly, the total fluid intake was fauto range from 1.86 to 3.4 L/day in USA,
2.7 L/day in Italy and 1.8 L/day in UK (Shimokuetaal, 1998, Zendeet al, 2001, Smithet
al., 2009).

These results showed that tap water constitutesagrnof daily fluid intake in
pregnant women (65 %) a finding confirmed by mosteotauthors. Zendeat al. found a
similar proportion of tap water in the USA (71 %Betderet al, 2001).

In this study we determined that the pregnant womelnded spent 123 min per week
bathing or showering. Similarly, in the UK Kaet al. found that women spent 109 min per
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week and Smittet al. reported 146 min per week. Shimokwtal. found a lower weekly
duration in the USA (88.2 min per week) (Shimoketal, 1998, Kauret al, 2004, Smitret
al., 2009).

We may conclude that when taking into account ckfié climates and cultural
characteristics, the food and water intake andacdiwith water that we have reported are in
agreement with the literature. None of the womerrewm situations that could have

overexposed them to BPA and its chlorinated derxigat

While the sample size of our study was too smakltow us to carry out statistical
analyses, it should be pointed out that the calostof woman 17 (W17), the only one who
did not drink any tap water, did not contain anwmfifiable chlorinated derivatives.

Human milk is a major uptake route for lipophilionepounds due to its fat
composition. It is considered one of the most atzd#p matrices for monitoring lipophilic
compounds since it is at once easy to collect amndleed in lipophilic compounds (Yet al,
2007, Smolderst al, 2009). As the first breast milk, produced by themmary gland in the
late pregnancy, colostrum reflectsaternal as well as newborn exposure to many difiter
environmental chemicals during the last month @&gpancy and the first period of breast
feeding. Contaminants accumulate in colostrum addtter is being produced, in a lapse of
time that can, unlike the short lapse of time asged with mature human milk, day after day.

This study is the first to report the presence loibiinated derivatives of BPA in
human colostrum; they were indeed detected in albstrums. This result provides
confirmation for the hypothesis that water is nogliggble regarding to the health effect of
BPA through its chlorinated derivatives. Other stsdhave reported on the presence of
chlorinated BPA in several tissues: adipose tispl&centa tissue and urine. Among the
chlorinated derivatives of BPA, DCBPA was the miostjuently found in colostrum (100 %)
and in adipose tissue (80 % versus 15 % and 10r9%BIPA and TCBPA respectively).
Moreover, the proportions of chlorinated derivasivid BPA were almost the same in urine
(16 to 20 %) and in adipose tissues (49 to 51 9)ikd the three other tissues and fluids,
CBPA was not found in colostrum. Concentrationsotostrum were lower than those found
in adipose tissue and placenta, a finding probebk/ to longer accumulation time in adipose
and placenta tissues. Among chlorinated derivatiZ®&SBPA also represented the highest
concentration in adipose tissues as in colostrusamrconcentration in adipose tissues was
3.05, 9.21 and 0.74 ng'gdor MBPA, DCBPA and TCBPA respectively. On the trany,
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Liao et al.reported mean concentrations of chlorinated BP&rine lower than in colostrum,
due to the absence of urine accumulation; it shbaldecalled that BPA decreases quickly in

blood after exposure.

A limited number of studies have reported BPA gifi@ation in human breast milk.
Only one of them quantified BPA in colostrum, usiBgISA as a quantification method
(Kuruto-Niwa et al, 2007). Due to the non-specificity of the anti-BRtibody, cross-
reactivity may occur. Moreover, if the mean concatdn of BPA determined in this study
was higher than in others, this may have been duts thaving been overestimated (NTP,
2008). Consequently, BPA concentration cannot hesidered as an established fact. By
contrast, the other studiegorked on mature milk. In our study, 80 % of thdostrum
samples contained BPA. The other studies foundlaimesults with 60 to 100 % of human
milk samples containing BPA (Otaka& al, 2003, Suret al, 2004, Yeet al, 2006). The mean
concentration of BPA in the 19 analysed colostr{i87 ng.mL*) was higher or close to the
BPA unconjugated concentration reported in the roltedies using human milk. Unlike
mature human milk which is produced day after @aypstrum is produced over the last few
days preceding delivery, a fact that may help tplar the higher quantity of BPA found in

colostrum.

Furthermore, urinary concentration of BPA has beately investigated. Urine is
considered as a reference matrix for biomonitostglies of BPA (Calafat, 2010). However,
most of the studies have reported not on BPA itbeif rather on metabolites of BPA (Dekant
& Volkel, 2008, Lakind, 2008, Bushnik, 2010). Agyeeds those studies having determined
actual quantification of BPA, on account of thafactual BPA contamination occasioned by

the ubiquitous presence of BPA in the environméwir results are lacking in reliability.

The results we have obtained confirm our hypothaswording to which BPA water
contamination leads to chlorinated BPA human exposDue to production of these toxic
compounds, BPA water contamination is consequeantiyiajor concern for human health.
Failure to take into account the production of dnlated derivatives from BPA in water may
lead to underestimation of the relevance of an @guenvironment as a source of BPA

toxicity detrimental to human health.

Curiously, concentrations of chlorinated derivagivage similar to the concentration of
BPA. However, if one may consider that occurrenicBRA in the oral intake is higher than
its chlorinated derivatives (releasing from foodksging), two hypotheses may be suggested
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according to the toxicokinetics of the compound$ilé/we may consider the most frequent
source of BPA exposure to be oral intake, chloadaterivatives and BPA present different
toxicokinetics that entail greater accumulatiortbed chlorinated derivatives in the colostrum.
Since chlorine increases the lipophilic nature BB chlorinated BPA may present a greater
affinity for colostrum than BPA. In other caseswié consider the toxicokinetics to be the
same, humans could be exposed to chlorinated BP#dnns other than oral ingestion, for
example dermal contact (domestic water) as wasestigd by Stahlhwgt al. and Chistensen
et al. (Stahlhutet al, 2009, Christenseet al, 2012).

Let us conclude by stating that in all environmengspecially aquatic ones,
contamination may expose humans to BPA, which m#eatsts elimination from the plastic

used in food packaging would not suffice.
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CHAPITRE IX : MISE EN EVIDENCE DU BISPHENOL A DE ET SES DERIVES
CHLORES DANS L'EAU DE BOISSON

1X.1. INTRODUCTION
L’exposition humaine au Bisphénol A (BPA) par I'eda boisson a été démontrée
par : (i) sa présence dans I'eau embouteillée, paoveen majorité de sa libération a partir
des contenants en plastiques (Vandenkeer., 2007, Liet al, 2010), (ii) sa présence dans
'eau du robinet a été étudiée mais les études peut nombreuses. Les concentrations
retrouvées dans ces études sont comprises entéel23 ng.[* (Li et al, 2010, Sodret al,
2010, Santhet al, 2012b).

Le chlore utilisé pour la désinfection de I'eaugiéavec le BPA pour former des
dérivés chlorés (Yamamoto &Yasuhara, 2002, Gallatdal, 2004). Peu d’étude ont
recherché la présence de ces dérivés chlorés ‘@angdnnement. Certaines ont été menées
dans les effluents d’'usines du recyclage de pagtient retrouvé la présence de ces dérivés
chlorés (Fukazawat al, 2001, Fukazawat al, 2002, Gallart-Ayalaet al, 2010). En
revanche, ils n'ont pas été détectés a la sortiestédions de traitement d’eau potable (Gallart-
Ayala et al, 2010, Dupuiset al, 2012). Ainsi, ces résultats ne montrent pas disitjpn
directe a ces dérivés chlorés chez 'lhomme. Cepenlis dérivés chlorés du BPA ont bien
été retrouvés a des concentrations variables dengidsus biologiques tels que le tissu
adipeux, le placenta, les urines et le lait matersignifiant une exposition humaine a ces
composés (Fernandezt al, 2007, Jimenez-Diaet al, 2010, Cariotet al, 2012, Liao
&Kannan, 2012). Une hypothése explicative seraé uBPA, libéré des canalisations en
PVC distribuant I'eau potable, formerait des d&sivdhlorés, par réaction avec le chlore
résiduel présent dans cette eau. Ces composég@mevezaient alors dans I'eau potable, qui

deviendrait source d’'une exposition.

L’objectif de ce travail a donc été dans un prernteenps de développer une méthode
de dosage du BPA et de ses dérivés chlorés dansde boisson, telles que I'eau du robinet
et les eaux embouteillées, par UPLC-MS/MS. Danglemxieme temps, I'objectif a été de

vérifier ou non la présence de ces composés daigups eaux de boisson.
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IX.2. MATERIEL ET METHODE

[X.2.a. Composés chimiques et réactifs

Le BPA (CAS 80-05-7) et I'étalon interne, le bispbk A-dis ont été obtenus par
Sigma-Aldrich Inc (St Louis, USA). Les 4 dérivéslariés du BPA : CBPA, 2,2’-DCBPA,
2,6-DCBPA et TCBPA ont été synthétisés par @rtMale¢Poitiers, France). La synthése a
éte décrite antérieurement (Caradtal, 2012). Leurs structures chimiques sont présentées

dans la figure 1.

Cl Cl

Cl
HOOH HOOH * O O "

2-chloro-4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-  2-chloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxy-
Bisphénol A methyl-ethyl]-phenol phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenol

BPA CBPA 2,2’-DCBPA

Cl Cl Cl
Cl Cl

2,6-Dichloro-4-[1-(4-hydroxy-phenyl)- 2,6-Dichloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxy-
1-methyl-ethyl]-phenol phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenol

2,6-DCBPA TCBPA

Figure 1 : Structure chimique du BPA et de ses dérives chlorés

Les solvants utilisés étaient de tres haute quahidytique. Le méthanol (Plus for
residual pesticide analyS)s I'acénonitrile (Pestip(), I'acétone (Pestiplly et I'acétate
d’éthyle (Pestipdf) utilisés pendant la préparation des échantillgmeyenaient de Carlo
Erba Reéactif (Val-de-Reuil, France). Le méthanalisét pour le dosage était de qualité
LC-MS (Fisher, lllkirsch, France). L'eau utiliséemmant toute I'analyse était de qualité LC-
MS (Optim&) et provenait de Fisher scientifics (lllkirschaRce). L'azote alphagaZ®$tait
approvisionné chez Air Liquide. (Paris, France)ke Lthiosulfate de sodium utilisé

(Normapuf) était fourni par Prolatfo(Fontenay-sous-Bois, France).
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[X.2.b. Préparation des solutions standards

Chaque composé (BPA, CBPA, 2,6-DCBPA, 2,2-DCBPABPA) a été stocké a
+4°C dans une solution méthanolique & 200 Mglles solutions standards de travail ont été
préparées a partir des solutions initiales. L'étaioterne (BPA-d16) a été préparé a une
concentration de 1,6 ng.ifLdans I'eau contenant 5 % de méthanol & partiredssiution
méthanolique & 200 ng.ritlstockée & +4°C.

[X.2.c. Prélevement et préparation des échantillons

Lors de la préparation et I'analyse des échansllame attention particuliere a été
apportée pour éviter la contamination par le BPAud les solvants ont été contrélés avant
leur utilisation. Pendant la préparation des édlams$, la solution a été en contact
uniquement avec le verre et le TefforQuand cela était possible, la verrerie utiliséété
calcinée a 500°C pendant 5 heures. La verrerieemagété nettoyée par le méthanol avant
son utilisation. Les prélevements d’'eau ont étésfabus contrble strict. De méme les
échantillons ont été transportés dans des conditi@enconservation optimales (réfrigération)

et congelés dans les meilleurs délais.

Soixante-quinze microlitres d’une solution de thifste & 46 g.L* ont été ajoutés au
flacon avant le préléevement d'eau pour arréterélaction avec le chlore. Le dosage des
composes a été conduit a partir de 250 mL d’échamtl’eau. Les échantillons d’eau ont été
surchargés avec 12,5 mL de méthanol avant de sabiextraction sur phase solide avec une
cartouche Oasis HLB (Waters, Milford, USA). Pour cela, la cartouchéoat d’abord été
conditionnée par 2 fois 3 mL d’'un mélange de méttianétonitrile/acétone/acétate d’'éthyle
(viviviv) (1/1/1/1) puis équilibrée par 2 fois 3 nileau. Les 262,5 mL d’échantillon d’eau
avec 5% de méthanol ont ensuite été déposés earttaiche a un débit de 10 mL.Mjrsuivi
du dépét d’un millilitre de la solution de BPAsd1,6 ng.mLY). La cartouche a ensuite été
lavée par 3 mL d’'un mélange méthanol/eau 20/80 .(/\¢Jution a été effectuée par 2 fois 3
mL de méthanol & un débit d’environ 0,5 mL.thie méthanol a été évaporé a sec a 30°C
sous flux d’azote. Le résidu a été dissous dansp25@’une solution méthanol/eau (50/50)
(v/v). Au final, 50 pL ont été injectés dans 'UPIMIS-MS.

La gamme extraite a été préparée a partir de bpsima’ et était comprise entre 0,80
et 12,80 ng.L%.
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[X.2.d. Dosage des composés

Le BPA et ses dérivés chlorés ont été dosés parL@aBIS/MS composée d’'une
UPLC Acquity® (Waters, Milford, USA), couplée a uspectrométre de masse triple
quadripdle Xévo T® (Waters, Milford, USA). La séparation des composéité effectuée
sur une colonne Acquity CSHC18 (1,7 pum, 2,1 x 100 mm, Waters, Milford, USA)
thermostatée a 40°C. La phase mobile était cosstitiun gradient méthanol/eau délivré a un
débit de 0,4 ml.mil. La composition initiale de I'éluant était de 50d¥ méthanol pendant
0,5 min. Puis la quantité de méthanol a été augmdméairement entre 0,5 et 2,0 min pour
atteindre 90 % et passer a 99 % entre 2,0 et Z)5lmiméthanol a ensuite été maintenu a 99
% pendant 5 min (2,5 a 7,5 min), puis a été dimiim&airement jusqu’a la composition de
départ (7,5 a 8,0 min). La colonne a été équilikmeec ce mélange pendant 2 min avant
I'injection suivante.

Le détecteur MS/MS était équipé d’'une source arélgpray opérant en mode négatif.
La quantification des composés a été effectuée edemMRM avec 2 transitions. Les
parametres du spectrometre de masse, communssartibie des composeés, sont les suivants:
la température de la source est de 150°C, la teaatyréret le débit de gaz de désolvatation
(azote) sont de 1000 et de 550 °C respectivement, le débit de gaz de est de 50 L:h
le débit de gaz de collision (argon) est de 0,28mit*, la tension du capillaire est de
3,5 kV, la tension de I'extracteur est de -29 \telte du cbne est de -66 V. Les parametres

spécifiqgues a chaque composé sont présentées diatddau 1.
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Tableau 1- Paramétres MS/MS du BPA et de ses dérivés chlorés

Temps de : .
Composés rétention MRM (m/z) Tepsmn de En_er_gle de _DweII
(min) cobne (V) collision (V) time (s)

BPA 2,3 227,-211,¢ 38 18 0,15(C
227,0-133,0 38 27 0,150

BPA-d16 2,3 241,1-223,1 38 2C 0,12(
241,1-142,0 38 26 0,120

CBPA 2,6 260,1-181,¢ 41 27 0,007
260,1-209,9 41 24 0,007

DCBPA 2,8 294,¢-215,¢ 37 3C 0,01t
294,9-243,9 37 24 0,015

2,2-DCBPA 2,8 294,¢-166,¢ 37 24 0,01¢

TCBPA 2,9 328,¢-249,¢ 44 3C 0,02(
328,8-277,8 44 25 0,020

[X.2.e. Validation de la méthode d’analyse

La quantification a été réalisée par étalonnagamet Le BPA-gsa été utilisé comme
étalon interne pour tous les composés, car lempsst des dérivés chlorés n’étaient pas
disponibles commercialement. La courbe d’étalonraa§t® construite par le rapport des aires
du composeé sur I'étalon interne, en fonction deolacentration du composeé.

La linéarité a été déterminée par le coefficient aberélation de la courbe de
calibration utilisant 6 points extraits (0,00 - ®,81,60 - 3,20 - 6,40 et 12,80 ng)Lsur 5
jours.

L’exactitude (justesse + fidélité) de la méthoditédéterminée a partir d’eau optfma
surchargée a 2 concentrations différentes (0,8046tng.L™) puis extraite.

Les coefficients de variation intra-journaliers @été obtenus par 5 réplicas surchargés
a 0,80 et 6,40 ng'l Les coefficients inter-journaliers ont été obtsur 3 réplicas, 3 jours
différents aux mémes concentrations.

La limite de détection (LD) a été définie par 3sféécart-type de blancs d’échantillon
(250 mL d’eau optimd pour les dérivés chlorés du BPA. Concernant I& BR LD a été
définie a partir de blancs obtenus suivant le pa#dcécrit ci-dessus, mais sans le dépot
d’eau sur la cartouche puisque I'eau opfincantenait une faible quantité de BPA (environ
0,20 ng.[Y). Ces blancs ont été appelés « blanc-extrait »lihie de quantification a été

validée en surchargeant I’eau optiiaune concentration de 0,80 rig(paragraphe 1X.3.a.).
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Les rendements d’extraction (RE) de I'extractiofidsliquide ont été déterminés a
partir d’échantillons de 250 mL d’eau optifhsurchargée & 6,40 ng.fMlpuis extraite. Ils ont
éte calculés par I'équation suivante:

RE(%):MHOO

AEXT

ou Aecy est la moyenne des aires du pic du composé dehdntéitons d’eau

surchargés a 6,40 ng‘Lavant I'extraction etAext est la moyenne des aires du pic du

composés de 3 extraits d’eau surchargés a 6,40 mgiés I'extraction.

[X.2.g. Analyse des eaux de boisson

Quatre eaux embouteillées dans un contenant etiqouiesde marques différentes ont
été analysées (EB1 a EB4). Cing eaux du robineé@nprélevées dans des laboratoires sur 2
sites a Poitiers (ERL1 a ERL5). Douze eaux du mthimt été prélevées chez I'habitant dans
I'agglomération de Poitiers (ERD6 a ERD17). Quataeix provenaient de robinets servant
trés peu (ERL3, ERL4, ERL5 et ERD17).

Lors de I'analyse, des échantillons de controlditfuataient régulierement dosés. lIs
correspondaient & 250 mL d'eau optitreurchargés en BPA et en dérivés chlorés & des

concentrations de 0,80 ng-L

IX.3. RESULTATS ET DISCUSSION

[X.3.a. Performance analytique

Le BPA a été détecté dans le blanc-extrait mais Aiveau trés inférieur a la limite de
quantification. Le chromatogramme d’'un blanc-extest présenté sur la figure 2. Cette
contamination (irréductible) a été prise en contgates la méthode de calcul pour exprimer le
résultat des eaux. En ce qui concerne, les dédhiesés, ils n'ont pas été détectés dans les
blancs d’échantillon.

Les courbes d’étalonnage de la gamme extraite d& 8Pde ses dérivés chlorés
montrent une bonne linéarité (r2 > 0,99). Un chrimgeamme d’un standard blanc-extrait et a
0,80 ng.L* est présenté respectivement dans les figured 3Lets résultats de validation sont
présentés dans le tableau 2. La justesse des Heémptait comprise entre 82 et 107 % et les
coefficients de variation évaluant la fidélité étdiinférieurs a 35 % dont 4 étaient supérieurs

a 20 % parmi les dérivés chlorés aux concentratitn®,80 ng.mL. Cette variabilité était
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acceptable compte-tenu de I'objectif de cette étgdeétait de mettre en évidence la présence
de ces composés dans les eaux de boisson.
Tous les rendements d’extractions étaient supé&ri@ @6 %.

Tableau 2 : les critéres de performance analytique (limite de quantification, °limite de détection,
‘calculé par [(concentration moyenne observée) / (concentration nominale)] x 100, dexprimé par le
coefficient de variation).

) Exactitude Intra- Exactitude Inter-
Concentration

Composes LQ® LD" de surcharge lournaliére (n=5) o )
p (ng.LY)  (ng.Lh (ng.LY 9€ TJustesse Fidélité? Justesse Fidélité

J (%) (%) (%) (%)

0,80 92 5 93 7

BPA 0,80 0,06 6.40 101 5 101 4
0,80 107 23 107 18

CBPA 080 001 6,40 101 9 97 11
0,80 93 25 106 19

2,6-DCBPA 0,80 0,01 6.40 107 11 103 12
, 0,80 82 35 84 31
2,2"-DCBPA 0,80 0,01 6.40 08 19 95 15
0,80 82 17 88 17

TCBPA 0,80 0,01 6,40 98 15 97 13

1007
BPA:227.0>211.9

" % 3,00e5

2.32

A A A A A A A R A R A A L R R R A B R B A L A L LA B A A A AR AR A R AR LA AR AR LRSS AR AL AR AN AR AR AL
110 120 1.30 140 1.50 1.60 170 1.80 1.90 2.00 210 220 2.30 2.40 250 2.60 270 2.80 290 3.00 3.10 3.20

CBPA:261.0 > 181.9
5 3,00e5

DCBPA :294.9 > 215.9
1 3,00e5

2,2’-DCBPA : 294.9 > 166.9
& 3,00e5

TCBPA :328.8>249.9
3,00e5

1003 BPA-d, :241.1>223.1

5 3,00e5

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
110 120 1.30 140 1.50 1.60 170 1.80 1.90 2.00 210 220 2.30 2.40 250 2.60 270 2.80 290 3.00 3.10 3.20

Figure 2 : Chromatogramme d’un blanc de solvant
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Figure 4 : Chromatogramme d’un point de la gamme 3 0,8 ng.L™

La justesse des contrdles-qualité était comprise&2,1 et 119,2 %. La linéarité des
droites d’étalonnage était vérifiee (r2 > 0,99).

[X.3.b. Analyse des eaux de boisson

Le BPA a été détecté dans toutes les eaux emideéatedont 2 ont été quantifiés a des

concentrations de 1,05 et 1,72 n.let aucun dérivé chloré n'a été détecté (Tabléau 3

154



Plusieurs auteurs avaient déja démontrés la lioératu BPA depuis le contenant plastique,
mais aucun n’avait recherché de dérivés chloréBRik. Ces résultats sont en accord avec
notre hypothése précédente puisque le chlore pa&stprésent dans ces eaux embouteillées
(chloration interdite par la Iégislation) et doreuke la molécule de BPA est retrouvée dans
I'eau embouteillée.

Concernant les échantillons d’eau du robinet, IABP été détecté dans tous les
échantillons & des concentrations comprises end@ & 262,08 ng't. Les eaux provenant
de robinets peu utilisés (ERL3, ERL4, ERL5 et ERD#&Vaient des concentrations plus
importantes en BPA. Les dérivés chlorés ont étéctiés dans 8 échantillons d'eau. Par
ailleurs, les eaux contenant des dérivés chloréstiiables étaient elles aussi, des eaux de
robinets peu utilisés. Les figures 5 et 6 présdrmtes chromatogrammes d’eau de boisson.

Dans les robinets peu utilisés, I'eau stagnantehaegerait en BPA, libéré des parois
du tuyau d’adduction, entrainant une concentrapbrs importante comparée aux eaux
circulantes. En s'appuyant d’'une part, sur lesastugnétiques (Gallardt al, 2004) en eau
purifiée, montrant que les dérivés chlorés appseaistransitoirement lors de la chloration,
car sont eux-mémes oxydés et disparaissent duunéted’autre part, en supposant que ce
profil cinétiqgue n’est pas modifié lors de la clatton dans une eau réelle (c'est-a-dire
contenant des matieres organiques et minérale®latios) comme c’est le cas avec l'eau
potable, le phénomene observé peut étre décri fecbn suivante. Le chlore réagit avec le
BPA et forme tout d’abord les dérivés chlorés dWAREBPA, DCBPA et TCBPA) qui sont
ensuite dégradés par une oxydation prolongée gérgae la présence de chlore résiduel.
Quand le chlore résiduel est consommé totalemamtédradation du BPA en dérivés chlorés
s’arréte. Il reste alors dans l'eau stagnante svés chlorés précédents non dégradés
totalement, et il apparait a nouveau du BPA, puilsgat continuellement relargué par les
tuyaux.

Lors des analyses, 3 concentrations retrouvéesPde(B0,33, 20,68 et 262,08 ng'L
sortaient de la gamme d’étalonnage que nous ayo@sarée (0,80 & 12,60 ng)L Les
résultats ont donc été calculés par extrapolatmtadyamme d’étalonnage. Pour des études

ultérieures, il conviendra de faire une deuxiénmame de linéarité plus large.
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Tableau 3 : Concentration en ng.L™ de BPA et de ses dérivés chlorés dans les échantillons d’eau

(EB : eau embouteillée, ERL : eau du robinet du laboratoire, ERD : eau du robinet du domicile, LD :

limite de détection).
Eaux BPA MCBPA 2,2'-DCBPA 2,6-DCBPA TCBPA
EB1 1,72 <LD <LD <LD <LD
EB2 <0,80 <LD <LD <LD <LD
EB3 1,05 <LD <LD <LD <LD
EB4 <0,80 <LD <LD <LD <LD
ERL1 1,12 <0,80 <LD <0,80 <0,80
ERL2 6,29 <0,80 <LD <0,80 <LD
ERL3 27,68 2,08 1,78 <LD 2,45
ERL4 20,33 4,61 1,72 1,15 3,68
ERLS5 262,08 <LD <LD <LD <LD
ERDG6 8,12 <LD <LD <LD <LD
ERD7 <0,80 <LD <LD <LD <LD
ERD8 4,01 <LD <LD <LD <LD
ERD9 <0,80 <LD <LD <LD <LD
ERD10 4,92 <0,8 <LD <0,80 <LD
ERD11 2,56 <LD <LD <0,80 <LD
ERD12 0,92 <LD <LD <LD <LD
ERD13 <0,80 <LD <LD <LD <LD
ERD14 <0,80 <LD <LD <0,80 <0,8
ERD15 4,37 <LD <0,8 <0,80 <0,8
ERD16 1,17 <LD <LD <LD <LD
ERD17 3,17 3,34 3,42 3,31 3,27

1004
BPA:227.0>211.9
"5 2,94%7
1004
CBPA:261.0>181.9
0 2,45%7
100, L
DCBPA : 294.9 > 215.9
51,427

2.76

19 2,2-DCBPA : 294.9 > 166.9

& 1,58°6

0 110 1.20 1.30 1.40 1.50 1.60 1.70 1.80 1.90 2.00 210 2‘20 2.30 2.40 250 2.60 2.70 2.80 2.90 3.00 3.10 3.20
1004 2.90

TCBPA : 328.8 > 249.9
5 4,68%
0

003 BPA-d, :241.1>223.1 |
5 4,76°5
T T T T T T T Time
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Figure 5 : Chromatogramme de I’échantillon d’eau du robinet n°17 (ERD17)
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4,00°4
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Figure 6 : Chromatogramme de I’échantillon d’eau du robinet n°3 (ERL3)
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PARTIE Il :
DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION
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En matiere d’environnement et de santé, la stratégropéenne prévoit d’élaborer un
systtme communautaire qui intégre I'ensemble defornmations sur ['état de
I'environnement, I'écosystéme et la santé des pmies® afin d’évaluer plus efficacement les
incidences globales de I'environnement sur la s@uiEg 2003a).

L’évaluation du lien entre la santé et I'environmsmy doit se baser sur une
méthodologie fiable a chaque étape. Il est crudalmettre la mesure, et le protocole
analytique qui lui est associée, en adéquation kveontexte et les objectifs recherchés afin
de permettre une évaluation réelle des impactgpaetla suite d’amener a des prises de
décisions sereines et acceptées. Cette confiarsse pacessairement par I'acquisition de
données, dont le niveau de qualité est connu etesmond aux objectifs a atteindre
(Quevauvilleret al, 2012).

Nous allons d’abord discuter le développement evdhdation des méthodes de
dosage des micropolluants organiques, puis lestaésdes dosages. Enfin, nous terminerons

par les perspectives de notre travail.

- Développement des méthodes de dosage

Des appareils sophistiqués avec un haut degré deibgidé et spécificité sont
nécessaires pour le dosage de traces de micropwlgians les milieux biologigues et
environnementaux. Pour cela, la technique de speétrie de masse en tandem avec dilution

isotopique est considérée comme la plus sensipéejfjue, juste et fidéle (Calafat, 2010).

Dans un premier temps la LC-MS/MS Ultimate 3®@Dionex) - AP1 4008 (Applied
Biosystems) utilisée pour doser le BPA, le NP etrdedérivés chlorés dans les eaux des
usines s'est avérée suffisamment sensible. Paunita, $'acquisition d’'une UPLC-MS/MS
derniére génération, un Acquity - Xévo TQNaters) plus performante a été nécessaire pour
le dosage du BPA et ses dérivés chlorés dans dledwisson et le colostrum. Les critéres de
validation ont été améliorés lors du changemenipeeils et sont discutés ci-apres :

- La méthode d'obtention des limites de quantificgafioQ) :

o0 dans les eaux des usines, les LQ avaient été datampar 10 fois le rapport
signal sur bruit de blanc-matrice et d'un standatahs une solution
méthanolique. Elles étaient comprises entre 1,58arg.L" (LC-MS/MS

Ultimate 3008 - API 400¢). Ensuite, lors de I'optimisation de la méthode la
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détermination de la LQ et sa validation a été fpde surcharge d’échantillon
d’eau ou de lait & la limite de quantification este par 10 fois le rapport
signal sur bruit. Dans I'eau du robinet, avec I'IRMS/MS Acquity’ - Xévo

TQ® la limite de quantification a été améliorée a8 Ag.L* pour tous les

COMpOSES.

o dans le lait maternel : une étude préliminaire iséal avec le LC-MS/MS

Ultimate 3008 API 400¢° avait dosé le BPA et ses dérivés chlorés (sauf le
trichloré du BPA, par manque de sensibilité) dankit maternel a partir d’'un
millilitre de lait, et avait obtenu des LQ proctis 4 ng.mL* (Dupuis, 2010).
Cependant, les analyses de 21 colostrums avaitipesulement de détecter le
BPA et ses dérivés mono et dichlorés sans pouwsr duantifier. Le
changement de spectrométre de masse (Xevd) BQde chromatoghraphie
(UPLC) a permis de définir des conditions opéraipermettant d’atteindre
des LQ de 0,4 ng.nit.a partir de 0,5 millilitre de lait, pour tous lesmposés,

y compris le dérivé trichloré de BPA.

La méthode d’obtention des limites de détection)(lLBs LD avaient été déterminées
par 3 fois le rapport signal sur bruit de la ma&tret du standard dans une solution
méthanolique, avec le LC-MS/MS Ultimate 360&nsuite, lors de I'optimisation de la
méthode avec 'UPLC-MS/MS Acquity - Xévo TQla LD a été calculée par 3 fois
I'écart-type du signal obtenu sur plusieurs blaratrioe (lait ou eau). Cette méthode de

calcul est apparue plus appropriée car elle tiemipte de la variabilité du bruit de fond.

La justessela meilleure maitrise de la méthode en utilisdes gammes extraites
(UPLC-MS/MS Acquity’ - Xevo TQ) plutdt que des gammes méthanol/eau corrigées
par le rendement d’extraction (LC-MS/MS Ultimated88-API 4000°) a permis de doser

avec plus de justesse les traces de polluants.

Concernant les nonylphénols particulierement, ibldarendement d’extraction du
353-nonylphénol et ses dérivés chlorés a entraiedimite de détection et de quantification
trop hautes et une mauvaise justesse et fidéliil€éuA consensus international n’étant posé a
ce jour, quand a la substance de référence aeuntidsur le biomonitoring des nonylphnéols et
donc aussi de ses dérivés chlorés, nous avonséifiptimisation de ce dosage, et nous

avons proposé, dans un premier temps, a la comrneusaientifique le choix du 353NP
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comme molécule de référence. De plus, nous avonstaté une contamination interne de
I'’Acquity® - Xévo TQ importante, probablement diie & un relargage iatpar certaine(s)

partie(s) de I'appareil.

Un effet de matrice important est apparu lors duettdppement de la méthode de
dosage dans le lait. Celui-ci résulte d’'une coi@futdle composés de la matrice qui altére
I'lonisation des molécules ciblées, induisant lpmession ou I'amplification du signal.
L'utilisation de l'isotope stable du composé redh€ comme étalon interne est la plus
judicieuse, car celui-ci élue en méme temps queieposeé cible. Dans notre cas, disposant
seulement sur catalogue du BPA deutéré (BRAdous avons di diminuer cet effet matrice
au maximum, en optimisant la préparation des édls et la résolution en
chromatographie, pour quantifier le BPA et seswdérichlorés en utilisant uniquement le
BPA dis. Au final, la méthode d’analyse développée, a mgteplusieurs manipulations
(extraction liquide-liquide, dilution et SPE enrlg) pour ainsi supprimer totalement I'effet de
matrice. Donc pour simplifier cette préparationatif@ntillon, il faudrait utiliser les isotopes
stables des dérivés chlorés (synthese a facon) eoétalon interne. De cette facon, la

justesse lors du dosage des colostrums s’en trait\anéliorée.

Ainsi, les méthodes d’analyses développées dumtrarail permettent de fournir des
données, ayant un niveau de preuve défini par lidateon. Celle-ci est appuyée sur les
recommandations internationales du domaine derig s#iune part et de I'environnement
d’autre part. Lors de I'analyse des échantillonsormus, la mise en place d’'un controle-
qualité valide le bon déroulement de la procéduemalyse, et confirme la validité des
résultats obtenus. En effet, la maitrise de laitfude ces résultats est essentielle pour ne pas

biaiser les résultats des études épidémiologiqums, lesquelles ils sont destinés.

- Biomonitoring

La sélection de la matrice biologique dans laquediea recherché le composeé ciblé,
pour effectuer des études de biomonitoring, eslégupar la toxicocinétique de ce composé.
En examinant la bibliographie concernant le biortwitig du bisphénol A, on constate que
les biomarqueurs sont le plus souvent mesurésldaseng et/ou l'urine. D’'une part, il a été
montré que le BPA est un composé dont la concémtraanguine diminue rapidement apres
I'exposition par voie orale du sujet, compte-ten mremier passage hépatique, et de la

vitesse élevée de métabolisation. Par conséquentdncentrations sanguines en BPA sont
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tres faibles et sont majoritairement non détectiss les échantillons (Calafat, 2010). De
plus, compte-tenu des matériaux des dispositifsicagd de prélevement, une contamination
durant le prélévement sanguin ne peut étre exdur Bes raisons, le sang peut difficilement
étre utilisé dans des études de biomonitoring. ®éapart, l'urine a I'avantage d’étre une
matrice dont le prélevement est non invasif et\d#emes importants sont disponibles chez
toutes les populations. Lors du prélévement, laaromation peut étre facilement maitrisée.
Les concentrations urinaires de BPA varient sedopdriode de temps écoulée apres un repas
et la derniére miction, la fréquence des repagalkél, 2004). Ainsi, dans les deux cas (sang
et urine), le prélévement effectué a un temps doenkeprésente que I'exposition ponctuelle,
c’est comme une « image instantanée ». Or le bidtoramg doit permettre d’accéder a une

mesure plus globale de I'exposition, quel qu’eresbla source et la voie.

Dans la démarche d’évaluation des risques, il @ése¢ssaire d’avoir une estimation de
I'exposition a long terme pour rechercher un lientre@ I'exposition au BPA et la santé.
Compte-tenu du caractére lipophile du BPA, lorsxp@sition sur du long terme, celui-ci
s’accumule dans le tissu adipeux, qui est un cotinpamnt constitué majoritairement de
lipides. Ainsi, le tissu adipeux pourrait étre uneilleure matrice biologique pour rechercher
le reflet d’'une exposition chronique. Cependamtelst pas facilement disponible et doit étre
prélevé lors d’opération chirurgicale.

L’hypothése émise dans ce travail, de trouver lésapolluants dans le colostrum
s’appuie sur le raisonnement suivant. Le colostastinproduit par le métabolisme corporel
qui mobilise les réserves de l'organisme et notaminhes graisses. Si ces dernieres ont
accumulées des xénobiotiques, ceux-ci se trouedantgués dans le colostrum. Comme celui-
ci est fabriqué sur plusieurs jours avant sa sé@crétes concentrations en xénobiotiques
obtenues dans le colostrum donnent alors une imad@nprégnation corporelle a plus long
terme que celles obtenues dans le sang ou l'utioes d’études ultérieures, il serait
intéressant de rechercher la corrélation entreolestrum et les graisses. Contrairement au
tissu adipeux, le colostrum présente I'avantaga dacueil non invasif. Par ailleurs, la faible
quantité prélevée (0,5 mL) dans cette étude ne peair de conséquence vis-a-vis du
nouveau-né. Méme si la mesure de xénobiotiques ldac@ostrum représente effectivement
'imprégnation de la femme enceinte, c’est une g¥and’'appréhender I'exposition globale de
la population générale.

164



L'examen de la bibliographie montre une utilisatimrminologique qui porte a
confusion a deux niveaux. L'expression « BPA tetakt le plus souvent inappropriée car elle
définit par la somme du « BPA libre » et du BPA jogué (glucuro- et sulfo-conjugué). En
effet, cette expression « BPA total » porte a gsioin car elle laisse penser que la mesure
ainsi effectuée est celle de tout le BPA dont Jacité va se répercuter sur I'organisme. Or, le
BPA conjugué est un métabolite du BPA, qui n'a gastivité toxique et qui se déconjugue
tres peu durant son séjour dans l'organisme, asantélimination. De plus I'expression
« BPA libre » précédemment citée porte aussi ausioori car le BPA non conjugué se répartit
au niveau sanguin entre le BPA lié aux protéinessmhtiques et celui non lié qui est
véritablement libre. D’ailleurs, en pharmacocingégdu médicament, la fraction libre
représente toujours celle non liée aux protéinesnphtiques. C’est pourquoi, lors du
biomonitoring du bisphénol A dans le colostrum, :sioecommandons de rechercher
uniquement le BPA et non son conjugué et nous ivitausage des 2 expressions « BPA
total » et « BPA libre ».

De facon générale, nous avons mis en évidence régmation du BPA et de ses
dérivés chlorés chez la femme enceinte, puisquedj@rité des prélevements présentait du
BPA (90 %) et I'ensemble des prélevements présamtades dérivés chlorés. Les
valeurs moyennes mesurées, étaient respectivement, 87 + 1,38 ng.mbt (n=19),
1,87 + 1,23 ng.mtt (n=7), 1,56 + 0,74 ng.nt.(n=18) et 0,68 ng.nit (n=1) pour le BPA, le
2,2'-DCBPA, le 2,6-DCBPA et le TCBPA. Le colostruest donc une voie d’excrétion du
BPA et de ses dérivés chlorés. Concernant undamlantre la consommation d’eau et la
présence de BPA et ses chlorés dans le lait matdééwhantillon de population était trop

faible pour permettre de conclure dans le cadreedeavail.

Alors que les premiers résultats n’avaient montiéua dérivé chloré du BPA (LD de
0,3 a 2,3 selon le composé) dans I'eau potableodie 'usine, les analyses effectuées au
hasard sur 4 eaux du robinet ont montré leurs pogsedans I'eau lorsque les robinets étaient
rarement utilisés. Cependant, cette situation @didre ne peut pas correspondre a
I'exposition réelle d’'une population. Il est dorgitime de se demander, si la présence dans
'eau potable de ces dérivés chlorés a des nivedina-faibles serait a l'origine de leur
présence dans les tissus biologiques ? De faco@érgénla contamination de I'homme par
ces dérivés chlorés du BPA présents dans I'eau sdidire via l'ingestion de I'eau ou le

contact avec la peau. A notre connaissance, lagassitané des dérivés chlorés de BPA n’a
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pas été étudié. Celui du BPA a été estimé entréo 1 46 % selon les études. Les dérivés
chlorés du BPA étant plus lipophiles, ils sont densceptibles de mieux traverser la barriére
transcutanée que le BPA. Or, les composés en saviefa peau, gagnent la circulation
sanguine sans étre métabolisés par le foie (longrélmier passage hépatique). Au contraire,
la majorité des molécules ingérées par voie osd@t métabolisées par le foie avant de
rejoindre la circulation sanguine. Cette métabtibsainactive la majorité des composes
comme le BPA en les conjuguant, et une faible @alti BPA (10 %) est non métabolisé et

rejoint la circulation sanguine (ANSES, 2012).

Ainsi, les dérivés chlorés présents dans I'eau @eu@tre directement a I'origine de
leur présence dans l'organisme par un passageopamvale et/ou cutanée. Cependant, une
voie indirecte d’exposition aux dérivés chlorésBRA de I'eau peut aussi étre envisagee, lors
d’'une accumulation par la chaine alimentaire :U'eat en contact des aliments tels que les
fruits et légumes qui sont ensuite consommés (plmmime ou I'animal) et I'eau est aussi
ingérée par les animaux. De cette fagon, les dedhéorés de BPA peuvent donc se retrouver
dans nos aliments, et non seulement dans I'ean, due l'origine en soit exclusivement

hydrique cependant.

Notre travail a permis de valider une méthode dsade fiable, sensible et
reproductible du BPA et 4 de ses dérivés chlorés tacolostrum humain. L'étape ultime de
mise en relation entre les données d’expologiestffets sur la santé, nécessitera des études
complémentaires, notamment concernant la relatidre é exposition et le taux des analytes
dans les milieux biologiques, a partir de cohor@npettant d’atteindre un niveau de
puissance suffisant sur les résultats. Ensuiterd encore nécessaire de rechercher la relation

entre les niveaux biologiques et des effets ssafde humaine.

C’est dans ce but, qu'une étude de cohorte, lamlians les Deux-Sévres est mise en
place dans notre équipe de recherche depuis ocRildre. La population des Deux-Sévres
pourrait étre plus particulierement exposée auxapimluants présents dans I'eau car un peu
plus d'un quart de la population est alimentéedmt’eau potable provenant exclusivement
d’eau de surface préalablement traitée. C’est pkrmpopulation exclusivement desservie par
ce type d’eau (87 communes) que les femmes de a#@ttate ont été recrutées. Grace a cette
cohorte il sera possible de comparer les 3 méthd@ssimation de I'exposition hydrique des
dérivés chlorés du BPA qui sont la méthode du dqumastire, le dosage dans I'eau du robinet

et le dosage dans le colostrum et les urines demés. Cette cohorte devrait apporter une
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meilleure connaissance de I'exposition des femmegiates a un mélange de perturbateurs
endocriniens, composé du BPA et ses dérivés chldeéfatrazine et ses métabolites, de la
carbamazépirfeet ses métabolites et des parabénes. Enfin, agftterte devrait permettre de
mettre en relation I'exposition aux perturbateunslaeriniens et la santé de l'enfant, en
s’'appuyant sur le critére du petit poids de naissakn effet, les modeles animaux ont établi
une relation entre I'exposition pendant la gestat@m BPA et le poids de naissance des
portées, entrainant une diminution du poids desaarse (Savabieasfahagtial, 2006, Ranjit

et al, 2010). Dans ces études de toxicite, les dos@&Pdeadministrées aux animaux étaient
souvent inférieures (courbe effet dose non mongdtoae celles retrouvées dans

I'environnement.

Le senat a voté l'interdiction du BPA dans tousdestenants alimentaires a compter
du 17 juillet 2015 (Le Monde, 2012). L’ANSES cherche aéjes produits de remplacement
pour les emballages alimentaires et a lancé firl201appel pour recueillir des données sur
les produits de substitution possible du BPA. Lepaat définitif de la synthése sera publié
avant la fin 2012. Cependant, cette substitutisqueé de s’avérer insuffisante, puisque les
effets sur la santé pourront continuer de se msteife par la contamination en BPA de
I'environnement aquatique. D’autre part cette Stidgin par une nouvelle molécule ne
souléve-t-elle pas le risque d’'arriver aux mémeaxhkssions qu'avec le BPA aprés 50 ans ?
C’est pourquoi il convient d’approfondir les corssgances concernant le BPA, afin de s’en
servir comme modele de compréhension du lien dittoenme et son environnement, et

utiliser ce modéle pour le choix du produit de reanpment.
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QUESTIONNAIRE DES PATIENTS PERMETTANT D’EVALUER LEUR
EXPOSITION A L’EAU ET AUX MOLECULES D’INTERET.

Identification du patient (a remplir par les enquéteurs) : 3 premiéres lettres du nom du patient et 2

premiéres lettres du prénom du patient = -A001

QUESTIONNAIRE PATIENT

Questionnaire destiné aux patients ayant accepté le formulaire de consentement
concernant I’étude sur les perturbateurs endocriniens.

Nom (les 3 premiéres lettres) :
Prénom (les 2 premiéres lettres) :
Date de Naissance :

Sexe :

Taille:

Poids :

Monsieur, Mademoiselle, Monsieur

Nous vous remercions d’avoir accepté de participer a I’étude concernant les perturbateurs
endocriniens et de répondre a ce questionnaire. Il nous permettra d’évaluer vos habitudes de vie
notamment en ce qui concerne votre consommation d’eau.

Ce questionnaire comporte 25 questions et ne vous prendra pas plus de 5-10 min a remplir.

Vous avez l'entiére liberté de répondre ou non a certaines questions, sans que cela n’ait de
conséquences.

Les données seront, bien sir, analysées de facon anonyme et confidentielle. Nous vous
rappelons que cette étude a fait I'objet d’une autorisation de la Commission Nationale Informatique
et Libertés (CNIL).
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Identification du patient (a remplir par les enquéteurs) : 3 premiéres lettres du nom du patient et 2 premieres lettres du

prénom du patient = -A001
Lieux de vie :
1. Dans quelle ville vivez vous ?
Votre adresse exacte :
Code postal :____
2. Avez-vous déménagé récemment (au cours du dernier mois) ?
OOui [ONon

Si oui, dans quelle ville viviez vous avant ?

Emploi :
1. Avez-vous un emploi (y compris emploi saisonnier)?

O oui O Non (si non passez directement a la question 2)
Quel est votre métier?
Dans quelle entreprise travaillez vous ? _
Dans quelle ville travaillez vous ?
Depuis combien de temps (précisez)?

2. Travaillez vous (ou Avez-vous déja travaillé) ?

O dans une usine fabriquant des plastiques
0 dans une usine fabriquant des CD, des DVD
dans une usine fabriquant des textiles
dans une usine fabriquant du papier, des emballages alimentaires

O

O

O dans un cabinet dentaire

O en contact avec I'eau (employé dans une piscine, plongeur, cuisinier, coiffeur....)
O

Non : dans aucune de ces entreprises

Antécédents médicaux :
1. Avez-vous subi au cours du mois précédent des soins dentaires ?

O Oui O Non
Si oui de quel type soins s’agit-il (décrivez)?

2. Avez-vous des variations de poids (pertes et/ou gains) réguliéeres (Variations de 2kilos ou plus par
semaine) ?

O Oui O Non

3. Avez-vous perdu plus de 4kilos au cours du dernier mois (hors accouchement récent) ?
O Oui O Non

4. Avez-vous pris plus de 4 kilos au cours du dernier mois (hors prises de poids lié a la grossesse) ?
O Oui O Non

5. Avez-vous subi une intervention de type liposuccion ?
O Oui 0O Non
Consommation d’eau :

1. Quelle quantité d’eau du robinet buvez-vous en moyenne par jour ? Comptez environ 7 verres dans une
bouteille de 1,5L et 3 tasses dans un bol

A votre domicile En dehors de votre domicile
Dans votre thé Tasses/j Tasses/j
Dans le café Tasses/j Tasses/j
En infusion Tasses/j Tasses/j
En verre d’eau Verres/j Verres/j
Ajout de jus, sirop, apéritif anisé .... Verres/j Verres/j
Autres Verres/j Verres/j
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Identification du patient (a remplir par les enquéteurs) : 3 premiéres lettres du nom du patient et 2 premieres lettres du

prénom du patient = -A001

Ne boit pas d’eau du robinet : [ |
Possédez vous a votre domicile un dispostif de traitement de I'eau du robinet ?
O Oui O Non
Si oui lequel ?
O Pichet avec filtre
O Filtre sur le robinet
O Adoussiceur d’eau

[0 Autre : décrivez :

2. Quelle quantité d’eau embouteillée buvez-vous en moyenne par jour? Comptez environ 7 verres dans une
bouteille de 1,5L et 3 tasses dans un bol

A votre domicile En dehors de votre domicile
Dans votre thé Tasses/j Tasses/j
Dans le café Tasses/j Tasses/j
En infusion Tasses/j Tasses/j
En verre d’eau Verres/j Verres/j
Ajout de jus, sirop, apéritif anisé .... Verres/j Verres/j
Autres Verres/j Verres/j

Ne boit pas d’eau embouteillée : I:l

3. Vous arrive-t-il réguliéerement (plus d’une fois par semaine) de faire bouillir de I’'eau puis de la mettre dans des
contenants en plastique alors qu’elle est encore chaude ?

O Oui O Non
4. Combien de douche prenez-vous en moyenne ?
2 par jour
1 par jour
tous les 2 jours

|

|

|

O 2 fois par semaine
O moins d’une fois par semaine
|

jamais
Combien de temps restez-vous sous la douche en moyenne ? ___ min

5. Combien de bains prenez-vous en moyenne ?
2 par jour

1 par jour

2 fois par semaine

O

O

O tous les 2 jours
O

O moins d’une fois par semaine
O

jamais
Combien de temps restez-vous dans le bain en moyenne ? ___ min
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Identification du patient (a remplir par les enquéteurs) : 3 premiéres lettres du nom du patient et 2 premiéres lettres du prénom du

patient = ‘AOOl

Loisir :
1. Etes vous un sportif de haut niveau (plus de 5heures par semaines) ?
O Oui O Non

2. Vous baignez-vous régulierement dans une piscine municipale?
J Oui :3 fois ou plus par semaine
O Oui environ 1 a 2 fois par semaine
O Oui moins d’une fois par semaine

J Non

3. Possédez-vous une piscine a votre domicile ?

O oui O Non
Si oui quel est le procédé de traitement de I'eau ?

O Chlore
O Eau salée
O Oxygéne actif

[J Autres : Décrivez

4. Quand vous vous baignez, combien de temps en moyenne restez-vous dans l'eau ?
O 15 min

30 min

45 min

60 min

75 min

O0Ooagaod

plus de 75 min

5. Allez-vous dans des spas, jacuzzi Hammam... ?

O Oui : 1 fois ou plus par semaine

Oui : 2 a 3 fois par mois

|

O Oui : 1 fois par mois

O Oui : moins d’une fois par mois
|

Non, jamais

Merci de votre aide dans la réalisation de notre enquéte

Remettre au a votre chirurgien (ou la sage femme) ce
questionnaire une fois rempli
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Analyse de traces de micropolluants dans I'eau et lait maternel en vue d’évaluer leur
impact sur la santé

L’exposition humaine au bisphénol A et aux nonylpdlé constitue un probleme
majeur de santé publique, en conséquence du caradtigjuitaire de ces molécules et de leur
toxicité en tant que perturbateur endocrinien. kalérivés chlorés, formés par chloration lors
de l'étape de désinfection de l'eau potable, prté&sgnun effet perturbateur endocrinien
jusqu’a 100 fois plus important que les composésra. Au cours de ce travail nous avons
développé des méthodes de dosage sensibles eduefbtes par LC-MS/MS de ces
polluants dans I'eau. Le choix de I'isomere 353N#téadiscuté et retenu comme substance de
référence des nonylphénols. Le bisphénol A et IBNB5 ont été retrouvés dans l'eau de
surface (en entrée) et dans I'eau traitée (enejait 8 usines de traitement d’eau potable, a
des concentrations comprises entre 2,0 et 29,7 'ngl entre <4,1 et 124,9 ng'L
respectivement. Par ailleurs, aucun dérivé chltaété déetecté. Des dosages du bisphénol A
et de ses dérivés chlorés réalisés dans 14 earobthet et 4 eaux embouteillées ont montré
leur présence dans ces eaux de boisson.

Pour évaluer I'imprégnation de la population aybé&nol A et ses dérivés chlorés,
nous avons mis au point un dosage ultrasensibleedanolécules par SPE-UPLC-MS/MS
dans le lait maternel, validé selon les recommanmdstinternationales. Ces composés ont été
retrouvés dans le colostrum de 21 meres avec deotyations comprises entre <0,40 et
6,12 ng.mL’. Ces résultats montrent que la non prise en com@ti formation de BPA
chlorés dans I'eau sous estime le r6le du miliatatique dans la toxicité humaine du BPA.

Mots clefs : bisphénol A, nonylphénol, eau, laitenael, biomonitoring, dérivés chlorés du
bisphénol A, dérivés chlorés des nonylphénols, LEANMIS

Quantification of traces of micropollutants in wate and breast milk in assessment
impact on human health

Bisphenol A and nonylphenols are widespread ingdsthemicals which over the
past decade have demonstrated their toxicity a®ceme disruptors. Residual chlorine
present in drinking water may react with these commgls to form chlorinated derivatives,
which have demonstrated a heightened level of @stic activity. In this work, we have
comprehensively validated accurate and reprodugci¢hods of quantification measuring
these target compounds in water using LC-MS/MS .Hékee discussed and selected 353NP as
the reference material for the analysis of nonyte Bisphenol A and 353NP were found
in both surface and treated water samples extrattad eight French drinking water
treatment plants, at a level ranging from 2.0 to728y.L* and from <4.1 to 124.9 ng'.
respectively. Neither chlorinated BPA nor chloreaB53NP was detected. Quantification of
bisphenol A and its chlorinated derivatives in B twater samples and 4 bottled water
samples showed that those pollutants are preselninking water.

Exposure to bisphenol A and its chlorinated derwest in the population was
investigated through breast milk. We developed &hotkusing on-line SPE-UPLC-MS/MS
to quantify these chemicals in breast milk accaydim internationally accepted guidelines.
The target compounds were found in the colostrur@lofvomen at concentrations ranging
from <0.40 to 6.12 ng.mbt These results show that failure to take into antothe
production of BPA chlorinated derivatives in wateay lead to underestimation of the
relevance of an aquatic environment as a sourB&éftoxicity detrimental to human health.

Keywords: bisphenol A, nonylphénol, water, humanlkmibiomonitoring, chlorinated

derivatives of bisphenol A, chlorinated derivatigéshonylphenols, LC-MS/MS
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