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Ce travail a été realisé sous la direction du Rchil Clément, enseignant-chercheur a
I'Ecole des Hautes Etudes en Santé Publique (EHESP§troite collaboration avec le Pr.
Olivier Thomas, directeur du Laboratoire d’EtudeletRecherche en Environnement et Santé
(LERES) et enseignant-chercheur a 'EHESP. Sa ditoanpluridisciplinaire a impliqué la
collaboration de divers laboratoires.

Tout d’abord, I'ensemble des expériences relativisscinétigue de consommation des
réactifs et de formation des sous-produits a étéénael LERES. Les analyses d’échantillons
par spectrométrie de masse conventionnelle ont ré@isées au sein de ['unité
« micropolluants » dirigée par le Dr. Barbara Leh@ts analyses par spectrophotométrie UV-
visible ont quant a elles été conduites au seinl'u@ité « physico-chimie » sous la
responsabilité de Dominique Verrey. De plus, lealyses de toxicité a I'aide du dispositif
Microtox ont été mises en ceuvre au sein de I'uitdéicrobiologie » sous la tutelle de Fleur
Chaumet.

Ensuite, les expériences exigeant le recours dpaotr®meétre de masse d'une plus
haute résolution ont été réalisées au Laboratofteallyse des Résidus et Contaminants dans
les Aliments (LABERCA) situé a I'Ecole Nationale dénaire de Nantes et dirigé par le Dr.
Bruno Le Bizec. Le paramétrage du systeme LTQ-@ubita alors été réalisé par Frabrice

Monteau, ingénieur et responsable d’exploitation.

Enfin, les analyses de toxicité sur les cellulesd=2 ont été conduites a l'unité de
toxicologie de 'Agence Francaise de Sécurité Samitdes Aliments (AFSSA) de Fougeéres,
sous la direction du Dr Valérie Fessard. La cultlegs cellules ainsi que la mise en ceuvre des

tests MTT et rouge neutre ont été effectuées paickrMourot.
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INTRODUCTION

Les cyanobactéries, encore connues sous le nolyadeghycées ou algues bleu-vert,
sont des étres unicellulaires reconnus comme desofarganismes pionniers de la terre
primitive (Mur et al, 1999). L'oxygéne libéré dans I'atmosphére gracdeur activité
photosynthétique serait a l'origine de la couchezdhe protégeant du rayonnement
ultraviolet et ayant permis a la vie de se dévetopbors de I'eau. Aujourd’hui, les
cyanobactéries sont présentes sur I'ensemble dee ghd méme dans les milieux les plus
inhospitaliers tels que les sources chaudes, é&segs, le sable des zones désertiques... (Mur
et al, 1999). Néanmoins, les eaux douces et maringséiies restent leur habitat principal.

Les cyanobactéries se développent particulierendamis des milieux aquatiques
enrichis en nutriments par I'eutrophisation, phéane naturel de vieilissement des plans
d'eau (Heisleret al, 2008). Par conséquent, dans les zones tempéigazlération de
I'eutrophisation en raison des activités anthropgg’accompagne d’'une augmentation des
cas de développement excessif de biomasse alga¢déalooms. Par exemple, a la surface
de l'eau, la prolifération des cyanobactéries pansi aboutir a la formation d’'un voile
constitué de cellules et visible a I'eeil nu. De gplde changement climatique pourrait
contribuer a accroitre la fréquence et l'intensieéces épiphénomeénes (Dateal, 2006 ;
Paul, 2008).

En plus de leur aspect inesthétique, des problateesiortalité de poissons gu'ils
engendrent et des conséquences négatives surgigefittion touristique, les blooms de
cyanobactéries représentent aussi une contraintel@groduction d’eau potable. En effet,
leur présence dans I'eau brute occasionne génératetiverses perturbations des filieres de
traitement telles que le colmatage plus rapide €kes ou laugmentation de la
consommation des réactifs. De plus, la géosmine @tmethyl-isobornéol potentiellement
libérés par les cyanobactéries sont égalementigifie de I'odeur et du golt désagréables de

I'eau dénoncés par des plaintes de la part desooonateurs (Falconet al, 1999).

Cependant, depuis environ une vingtaine d’année®dherche s’est progressivement
orientée vers les toxines produites par certairggeaes de cyanobactéries et appelées
cyanotoxines. Celles-ci représentent aujourd’hue wproblématigue majeure en termes

d’environnement et de santé publique. En effetcyesotoxines ont été associées a divers cas
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d’intoxication humaine et animale (Edwards al, 1992; Mezet al, 1997; Pourieet al,
1998 ; Kuiper-Goodmaet al, 1999; Brianckt al, 2003 ; Griffiths et Saker, 2003).

La France fait partie des pays concernés par lesnid de cyanobactéries et les
toxines qui les accompagnent. En 1998, le ministieréa santé et celui de I'environnement
lancent le programme EFFLOCYA afin d’obtenir unemiére évaluation du risque toxique
lié aux cyanobactéries d’eau douce. Les résuliatsette étude montrent qu’a priori aucune
région n’'est épargnée (Saraziet al, 2002). A cette époque, les proliférations
cyanobactériennes se manifestent majoritairemerg @nn et septembre. Avec jusqu’a 82 %
des plans d’eau envahis par des blooms, la régimsiQle la France semble particulierement
touchée Microcystis aeruginosapparait alors comme l'espéce toxique la plusuigégnent
rencontrée devamnabaena spAphanizomenon flos-aquagPlanktothrix agardhii

Pour faire suite au programme EFFLOCYA, les mémimséstares saisissent '’Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (ABSSA’'Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire de 'Environnement et du Travail (AFSSETih de réaliser une étude détaillée du
risque sanitaire lié a la présence de cyanobastélams I'eau. En juillet 2006, ce travail
aboutit a la publication d’'un rapport intitulé «dation des risques lieés a la présence de
cyanobactéries et de leurs toxines dans les eatinéles a l'alimentation, a la baignade et
autres activités récréatives », qui présente, dparg un état des connaissances et, d’autre
part, une analyse des données recueillies en Feantie2002 et 2004,

Hormis la baignade et I'ingestion d’aliments poigligment contaminés tels que le
poisson ou les fruits de mer (Dietrich et Hoeg@)2; Ibelings et Chorus, 2007), ’lhomme
peut étre exposé aux cyanotoxines par I'eau destoitorsque celle-ci est produite a partir
d'une eau de surface affectée par un bloom. En,alfeerses intoxications se traduisant
majoritairement par des gastroentérites ont étgarafes dans le monde (Kuiper-Goodnean
al., 1999), mais des cas d'empoisonnements |étauxegatement connus (Jochimsetnal,
1998; Pourieet al, 1998; Azevedet al, 2002; Yuaret al, 2006). Afin de protéger la santé
du consommateur, I'Organisation Mondiale de la 84@MS) considere la cyanotoxine la
plus frequemment détectée (la microcystine-LR)reppse une concentration maximale de 1
pug/L dans 'eau alimentaire (OMS, 1998).

Connaitre le comportement des cyanotoxines audssrfilieres de production d’eau
destinée a la consommation humaine est donc un @njgortant dans le but d’optimiser les
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traitements et diverses études ont d’ores et déjpubliées (Pendletat al, 2001; Brookest
al., 2006; Gijsbertsen-Abrahameeal, 2006 ; Huan@t al, 2007 ; Rodrigueet al, 2007a).

Dans ce contexte, les travaux réalisés au coursette thése se focalisent sur le
comportement des cyanotoxines lors de I'étape dmfdé&tion de I'eau par le chlore. En effet,
la chloration est le traitement de désinfectiomplies répandu en France car, quelle que soit
I'installation, la circulaire DGS n°524 : DE n°13-0lu 7 novembre 2003 exige une teneur en

chlore libre résiduel de 0,3 mg/L en sortie desmésrs.

En production d’eau destinée a la consommation mende chlore est utilisé pour
inactiver les micro-organismes pathogenes et piéVapparition des maladies d’origine
hydrique. Cependant, en raison de son fort powsgidant, le chlore réagit également avec la
matiére organique présente dans l'eau, dont certaimicropolluants et toxines. La
transformation des cyanotoxines pourrait donc &tgiori une conséquence positive de la
chloration, comme en témoignent plusieurs publcegi(Nicholsoret al, 1994; Tsujiet al,
1997; Kull et al, 2004; Aceroet al, 2005; Hoet al, 2006a; Xagoraraket al, 2006;
Rodriguezet al, 2007b). Néanmoins, ces études ne font majaiteént que confirmer la
transformation de la molécule mére sans considésesous-produits formés. Or, avant de
conclure au bénéfice de la chloration des cyano&sxipour le consommateur d’eau, les
produits issus de la réaction doivent étre carse&®rcar ceux-ci peuvent tout autant s’avérer

inoffensifs que toxiques.

Les travaux de recherche menés au cours de cete thsent donc a améliorer nos
connaissances du comportement des cyanotoxineésws€du chlore et ceci sur deux plans :
I'identification des sous-produits formés et I'examde la toxicité résiduelle du milieu.
Devant I'impossibilité d’étudier 'ensemble des af#lites toxiques de cyanobactéries, les
recherches seront centrées sur 2 hépatotoxines mitaocystine-LR (MC-LR) et la
cylindrospermopsine (CYL), la premiere étant lareytaxine la plus fréquemment détectée et

la seconde une cyanotoxine émergente en Europm@rasal, 2003; Brienkt al, 2009).

Y

Ce mémoire est divisé en quatre parties. La premést consacrée a une étude
bibliographique présentant les cyanobactéries, dandtion des blooms toxiques, les
principales cyanotoxines ainsi qu’un bref état @et Isur leur comportement au sein des
filieres de production d’eau de consommation. Laoade partie détaille ensuite les matériels
et méthodes utilisés pour étudier la chloration emes et la toxicité du milieu. Enfin, la

troisieme et la quatrieme partie présentent ladtads obtenus ainsi que leur interprétation.
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La problématique des cyanobactéries et de leumsdasyen production d’eau destinée a
la consommation humaine est un sujet complexe. Aénl'appréhender au mieux, il est
indispensable de comprendre I'écologie des cyaréhas, la toxicologie de leurs

métabolites ainsi que I'effet des différents tnaiémts appliqués a I'eau.

Ce chapitre permettra d’introduire en détail I'né¢de prendre en considération la
présence potentielle des cyanotoxines dans lauesstors de la production d’eau potable et
de situer dans ce contexte particulier les travdixecherche menés au cours de cette these.
Quatre sous-parties présenteront respectivemantellule cyanobactérienne et la formation
d’efflorescences toxiques; les cyanotoxines dalvironnement; le devenir des
cyanobactéries et de leurs métabolites en productieau alimentaire ; I'état de l'art de la
chloration des cyanotoxines. Un paragraphe défamsaite les objectifs de la these.

Une partie des éléments présentés dans ce chaybdtitd’objet d’un article (Annexe 1)
intitulé « State of the art on cyanotoxins in waderd their behaviour towards chlorine »

publié dans la revu€oxicon
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1. DE LA CELLULE CYANOBACTERIENNE AUX
EFFLORESCENCES TOXIQUES

Grace a leurs propriétés cellulaires et a leur dgadiversité les cyanobactéries
occupent une place prépondérante dans I'environnen@ependant, leur multiplication
parfois excessive dans certains plans d’eau peuitiala une accumulation de cellules en
surface allant jusqu’a former une pellicule de eoulvariable selon les espéces. En termes de
santé publique, la survenue d'un tel phénomene aloits faire I'objet d’'une attention
particuliére en raison de la production de métamlioxiques associée a certaines souches

cellulaires.

1.1. Les cyanobactéries dans I'environnement

Examiner la place des cyanobactéries dans I'env@onimplique, d’'une part, de
préciser leur positionnement parmi les autres dsgags au sein de la classification
taxonomique et, d’autre part, d’étudier leur réiart dans différents milieux en fonction de

leur diversité écologique.

1.1.1. Position taxonomique

Le regne végétal et le regne animal font chacunédiod’'une classification spécifique
basée sur de multiples corrélations de caractazesneins. La classification botanique se
fonde alors essentiellement sur la morphologieulzte tandis que la classification
bactériologique considere également des caradggest physiologiques, biochimiques et

génétiques.

Leur structure cellulaire semblable aux bactéries particulier par I'absence de
noyau) associée a des similitudes avec les alglaes (e mécanisme de la photosynthése et la
possession de chlorophylle a) valent aux cyanohbasté’étre répertoriées a la fois dans la
classification botanique et bactériologique. Leldab 1 tiré du rapport AFSSA/AFSSET

publié en 2006 illustre alors la correspondancesdes deux systématiques.

35



Tableau 1: Correspondance entre classification botague et bactériologique des cyanobactéries
(AFSSA/AFSSET, 2006)

Classification botanique Classification bactériologue
Cryptogames
Thallophytes
Algues
Procaryotes Procaryotes
Eubactéries
Division Cyanophytes Gracilicutes
Classe Cyanophycées Cyanobactéries

L’emploi des deux classifications étant admis, cimades termes cyanobactéries ou
cyanophycées est valide et en accord avec la sgttgra pour désigner les 150 genres et
environ 2000 especes dalgues bleu-vert (Skulbetg al, 1993). Cependant, les
cyanobactéries sont aujourd’hui répertoriées stileamouvelle classification phylogénique
basée sur le modele évolutif et la notion d’asceodacommune. La hiérarchie fixe de
catégories (espéce, genre, famille, etc) est alomsdonnée au profit d’'un systeme de taxons

emboités les uns dans les autres sous forme degctadmes.

1.1.2. Diversité écologique

Les cyanobactéries font preuve d’'une grande dieésiologique leur permettant de
coloniser un grand nombre de milieux incluant lesimnnements extrémes tels que les
sources chaudes, les glaciers, le sable des zésegidues (Castenholz, 1973 ; Dor et Danin,
1996 ; Laamanen, 1996). Néanmoins, les eaux doetemarines tempérées sont les

principaux habitats de ces micro-organismes.

Les cyanobactéries adoptent des écostratégiediverses (Mueet al, 1999). Certains
genres teldMicrocystis Anabaenaou Aphanizomenorforment des agrégats distribués de
fagcon non homogene dans la colonne d'eau selotivit#c cellulaire. Au voisinage de la
surface, la photosynthése permet une accumulat@rtadbohydrates qui alourdissent la
cellule et I'entrainent vers des zones plus prodsnd.a cellule retrouve sa flottabilité et
remonte vers la surface lorsqu’elle consomme sE3Vés, puis son activité photosynthétique
augmente a nouveau. D’autres cyanobactéries tplieBlanktothrix agardhiise développent
dans des zones peu profondes et ne forment quetdespcolonies dispersées de maniere

homogene par la simple circulation de I'eau. Cedsiespeces telldanktothrix rubescens
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se positionnent elles-mémes dans la colonne d’eaajustant leur flottabilité a I'aide d’'une
vacuole a gaz afin de se maintenir dans une zotienap pour leur croissance. Enfin,
d’autres cyanobactéries, qualifiées de benthigsegiéveloppent sur les sédiments des eaux

peu profondes ou l'intensité lumineuse permet encoe activité photosynthétique.

D’autre part, certaines espéces des genmdeabaena Aphanizomengn
Cylindrospermopsisou Nodularia ont également la propriété de pouvoir fixer I'azot
atmosphérique N ce qui leur offre un avantage écologique dans#des a faible teneur en N
(Zevenboom et Mur, 1980).

1.2. La cellule cyanobactérienne

1.2.1. Organisation cellulaire et diversité morphalgique

La cellule cyanobactérienne, généralement comprnse 1 et 10 um, ne contient pas
de noyau. L'organisation cellulaire differe sel@s lespeces car celles-ci ne contiennent pas
nécessairement les mémes organites. Néanmoingutduse type des cyanobactéries peut

étre représentée comme sur la figure 1.

Membrane externe

Carboxysome
(fixation du CO,)

Inclusion lipidique
(polyphosphate)

Thylakoides

Vacuole a gaz

Membrane plasmique

Chromosome

Ribosome

Figure 1 : Représentation schématique de la celluleyanobactérienne
(http://svt.ac-dijon.fr/schemassvt/article.php3?id article=392)

Les cyanobactéries sont des cellules photosyntiedigites Gram négatives, dont la
paroi se compose d’'une membrane externe séparerdembrane plasmique par I'espace
périplasmique. Chacune de ces membranes est céestitune bicouche de phospholipide
incorporant des protéines structurales et enzymesigAlors que la membrane plasmique

inclut également une couche de peptidoglycane, kEmionane externe contient des
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lipopolysaccharides (LPS). Apres la lyse cellulaices derniers peuvent provoquer chez

’lhomme des réactions cutanées.

En plus du matériel chromosomique et des ribosantiéspensables a toute cellule, la
figure 1 montre également la présence de carboxgggoermettant la fixation du G@t
d’inclusions lipidiques constituant une réserve ptmsphate. Celle-ci représente alors un
avantage écologique sur les autres micro-organisimess d'une carence du milieu en
phosphore. Quant aux thylakoides, ils permettelat éellule de réaliser la photosynthése
grace aux pigments qu’ils contiennent. Enfin, la&u@e a gaz n’est présente que chez
certaines cyanobactéries. Comme évoqué auparasardjspositif permet a la cellule de
réguler sa flottabilité afin de se maintenir damzdne optimale de la colonne d’eau (richesse

en nutriments, luminosité...).

Par ailleurs, la morphologie cellulaire varie fonent suivant les cyanobactéries. Il est
en effet possible d’observer des formes sphériqmasides ou cylindriques. Par conséquent,
la morphologie se révele ainsi étre le critere dsebpour lidentification du genre et de
I'espéce des cyanobactéries présentes dans untiéohan

1.2.2. Pigmentation et photosynthese

Les cyanobactéries réalisent la photosyntheseégepce d’oxygene en utilisant I'eau
comme donneur d’électrons pour la réduction du,.C&fin de capter I'énergie solaire
nécessaire a la photolyse de l'eau, chaque cejulesede un pigment essentiel : la

chlorophylle a contenue dans les thylakoides.

Cependant, les cyanobactéries comportent égalendéaitres pigments dits
accessoires. Parmi ces derniers, on retrouve eicyler la phycocyanine, les caroténoides,
I'allophycocyanine ou la phycoérythrine situés &lmface du thylakoide dans une structure
nommeée phycobilisome. Leur présence permet d’opéimie captage de I'énergie lumineuse
par la cellule en permettant a cette derniere diddes la lumiere naturelle dans une gamme
de longueur d’'onde allant de 450 a 700 nm. Ces @ngsnaccessoires peuvent parfois
masquer la coloration verte de la chlorophylle pdonner a la cellule une teinte allant du

bleu-vert au rouge.
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1.2.3. Multiplication et organisation en colonies

Les cyanobactéries se multiplient de maniere asg)grédce au phénomene de fission
binaire au cours duquel la cellule mére se diviesedeux cellules filles. Les cellules
cyanobactériennes peuvent soit rester sous fordieidalisée, ou s’agréger en colonies de
différents aspects, comme illustré sur la figur&R.effet, grace a la fine matrice sécrétée au
cours de la croissance, les formes unicellulafigarge 2a) sont susceptibles de s’agglomérer
pour former des colonies irrégulieres (figure ). revanche, les formes filamenteuses sont
le résultat de multiples divisions cellulaires damsméme plan. La structure multicellulaire

ramifiée ou non (figure 2c et 2d) qui en résulteadsrs appelée trichome.

3b

SERSH

Rl i

I

L

FFT L

A B C D

Figure 2 : Organisation des cyanobactéries sous ime unicellulaire (A) ; de colonie irréguliére (B) ;de
trichome ramifié (C) ; de trichome non ramifié (D). (Mur etal., 1999 ; Lawtonet al., 1999a)

1.3. Les efflorescences a cyanobactéries

Lorsque les conditions optimales a la croissanceoganobactéries sont réunies, la
multiplication excessive de ces micro-organismest p@ors donner lieu au phénomeéne

d’efflorescence, encore appelé prolifération, flé@au ou bloom.

1.3.1. Définition et effets indésirables d’une efffrescence

Aujourd’hui, il n'existe pas de définition clairet @récise d’'une efflorescence de
cyanobactéries au niveau international. Cepentanapport AFSSA/AFSSET (2006) définit
une prolifération comme la production d’une bioneagsportante sur une courte période de
temps associée a une diminution de la diversitégpgnctonique. En effet, une ou deux
especes deviennent alors trés largement dominaetase doublement du nombre de cellules
peut étre observé en une semaine, ce qui se tiggeharalement par une coloration de I'eau et

I'apparition d’un film de biomasse en surface (fig®).
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Figure 3 : Accumulation de cyanobactéries sur la hge d'un plan d’eau (photo de Luc Brient a gauche)te
prolifération de Planktothrix rubescens (photo de Michel Roux a Droite)

D’autre part, méme si les proliférations de cyamtdrdes peuvent disparaitre tres

rapidement, leurs effets indésirables sont mukiple

* Nuisance visuelle due a l'aspect de l'eau et nuisaalfactive due a la

décomposition des cellules ;
» Perturbation de I'écosystéme aquatique et de @iveBosité ;

* Mortalité piscicole par asphyxie (la respiration sderganismes et la
décomposition des matiéres d’origine algale éptiserquantité d’oxygene

contenu dans l'eau) ;

* Mortalité animale (poissons, oiseaux, bétail, amixnalomestiques.). par

intoxication en cas de bloom toxique (Kuiper-Goodregal, 1999) ;
 Irritation cutanée en cas de baignade dans unafésaiée par un bloom ;

» Perturbations des procédés de production d'eauentmre telles que le
colmatage accéléré des filtres ou l'augmentationlade&eonsommation des
réactifs de traitement (Hoelet al, 1980 ; Bernhardt, 1984) ;

« Dégradation de la qualité organoleptique de I'eawdidtribution en raison de
la présence de composés sapides (Relghual, 1971 ; Narayan et Nunez,
1974) ;

» Apparition d’'un risque pour 'homme en cas d'expiosi par voie cutanée
(baignade) ou par ingestion (eau alimentaire) amxineés produites par

certaines proliférations.
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1.3.2. Milieux aquatiques concernés

D’une maniere générale, tous les milieux aquatiquezs turbulents et dans lesquels
pénétre la lumiére sont susceptibles de subir uflerescence a cyanobactéries. Des
proliférations ont été répertoriées partout dansdede, aussi bien en mer que dans des lacs
ou des rivieres (Svrcek et Smith 2004). En revaneheraison de I'absence de lumiére, les
eaux souterraines sont épargnées par ce phénotasreyénobactéries étant des organismes

phototrophes).

1.3.3. Principaux facteurs favorisant les proliférédons

L’apparition de prolifération d’algues bleu-vertt egénéralement associée a une

combinaison de facteurs environnementaux dont fgindipaux sont détaillés ici.

1.3.3.1. L'intensité lumineuse

Les cyanobactéries étant des organismes photosignte®, la quantité d’énergie
lumineuse disponible représente un facteur de sante important (Van Liere et Walsby,
1982) expliquant en partie pourquoi les proliférasi apparaissent principalement en période
estivale. De plus, comme souligné précédemmerisdigption de la lumiere naturelle est
optimisée par la pigmentation de ces micro-orgaesrRar conséquent, le parametre crucial
pour la formation d’'un bloom de cyanobactéries émde donc pas tant dans l'intensité de

I'irradiation que dans la durée de I'éclairement.

1.3.3.2. La température

La plupart des cyanobactéries atteignent un tauxrdessance maximum pour des
températures supérieures a 25°C (Robarts et Zoh@8y)). Par conséquent, le réchauffement
lié au changement climatique pourrait accroitrexdenbre de plans d’eau affectés par des
blooms dans certaines régions, ainsi que les risgaoar la santé publique qui en découlent.
En effet, les vagues de chaleur estivales et umatlplus chaud favorisent les cyanobactéries
dans la compétition avec les autres especes phayiphiques (Arheimeat al, 2005 ; J6hnk

et al, 2008), comme I'’évoque la figure 4.
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Figure 4 : Modelisation de I'hydrodynamique et de& dynamique du phytoplancton pendant un été froid,
normal et chaud dans un lac des Pays-Bas (Johmkal., 2008)

D’autre part, comme le montre la figure 5, les bigode cyanobactéries sont
davantage intenses lorsqu’ils se forment td6t auscde I'année et lorsque la concentration
initiale des cellules est élevée (Wiedraral, 2007). Or, une élévation des températures
pourrait induire une apparition plus précoce dedifgrations ainsi qu’'une augmentation du
nombre de cyanobactéries qui résistent a la péhoagnale. Par conséquent, le changement

climatique pourrait accroitre I'intensité des blao(@aleet al, 2006 ; Paul, 2008).

Inoculation Biovolume
time A inoculated B
(Julian day) (mm3L-1)
3 1 90 et 3_....1_5
-=--120 S . ---10
—150 S . —05
2 i . : 2 i - - = ~

Biovolume (mm’ L)
—
1

il N \1/\

0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Julian day Julian day

Figure 5 : Représentation de la population d’un blom deC. raciborskii en fonction de sa précocité (A) et
du nombre initial de cellules (B). (Adapté de Wiedneet al., 2007)

42



CHAPITRE | : Etude Bibliographique

1.3.3.3. La teneur en azote et en phosphore

N et P sont des éléments nécessaires a la croésskasc cyanobactéries. Ainsi, la
formation de bloom a souvent lieu dans des plaeawdeutrophes (Depp al, 1999). Une
théorie controversée mais fréquemment avancée lestimue la prolifération des
cyanobactéries serait essentiellement gouvernéle papport N/P. En effet, il semble que les
algues bleu-vert se développent de maniére optipwle un ratio N/P de I'ordre de 10 a 15,
tandis qu’un ratio de 15 a 20 est nécessaire paualtres espéeces algales (Mual, 1999).
Cependant, lors d’'une étude menée sur 99 lacs, ibgweh al. (2001) montrent que le risque
de dégradation de la qualité de I'eau par unefpralion de cyanobactéries est plus fortement

correllée avec la variation du P total et du Nltqtaavec le rapport N/P (figure 6).

r2 values for predicting cyanobacterial abundance
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Figure 6 : Abondance des cyanobactéries en fonctiate la concentration en N et P (Downingt al., 2001)

De plus, rappelons que les cyanobactéries ontdacti# de stocker le phosphore sous
forme de polyphosphate, ce qui les rend plus cathyest lorsque cet élément devient un

facteur limitant pour d’autres organismes phytoptaniques.

1.3.3.4. Le temps de séjour et I'agitation de I'eau

Les cyanobactéries ont généralement un taux dessemoée plus faible que de
nombreuses autres especes algales (Hoogenhout e$zAi065). Par exemple, on observe
0,3 a 1,4 division cellulaire par jour pour lesmgphycées contre 0,8 a 1,9 pour les diatomées

(Van Liere et Walshy, 1982). Par conséquent, lemncgactéries ne peuvent former des
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efflorescences que dans des zones a faible reheonsit d'eau. D’autre part, les
mouvements turbulents provoqués par le vent ouods tourants aquatiques interféerent
également avec la croissance des cyanobactériedlaas ces conditions, les cellules ne

peuvent plus réguler correctement leur positiorsdarcolonne d’eau.

1.3.4. Détection des proliférations

La détection des proliférations de cyanobactérimst @tre assurée selon différentes
méthodes allant du simple examen visuel a la mesurde terrain de différents paramétres

reflétant la concentration en phytoplancton.

1.3.4.1. Examen visuel du plan d’eau

La simple observation a I'eeil nu d'un plan d’eauwu pgermettre de détecter la
formation d’'une prolifération. En effet, la coldmat de I'eau est un bon indicateur et
I'apparition d’une teinte rouge ou bleu-vert enspace de quelques jours est généralement
assez spécifique au développement de cyanobactéfeespect de la surface de I'eau est
egalement révélateur car de nombreuses especashagaériennes s’y accumulent et forment

des amas de cellules ou une fine pellicule, vagréatume.

Cependant, la simple surveillance de l'aspect Viglien plan d’eau n’est pas
suffisante car cela permet de détecter une pratifér établie mais pas de prévoir une
apparition soudaine. De plus, des efflorescencesgmd €galement se produire en profondeur

dans la colonne d’eau et demeurer invisible a liaeil

1.3.4.2. Suivi de la transparence et de la turidit

La transparence est fonction de la coloration ed@ubre de particules en suspension
dans lI'eau. En cas de prolifération cyanobactégenne coloration verte se développe, la
densité de cellules augmente et la transparencawi#mLorsqu’un disque de Secchi (disque
de 20 cm de diamétre divisé en secteurs blancsois)nest lentement immergé, la
transparence correspond a la profondeur a partiagieelle on ne distingue plus les cadrans
noirs des cadrans blancs. En présence d’'un blogal, dh transparence peut étre réduite a
guelques centimetres, comme dans le cas d'une eaurface tres chargée en substances

humiques.
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La turbidité est une estimation indirecte de langis@ des matiéres colloidales dans
I'eau par mesure de la lumiére & 860 nm réfléchia angle de 90°C par rapport a la source
d’émission (ISO 7027). Cependant, en cas de pratifin, 'augmentation de la turbidité peut
étre limitée car le phytoplancton absorbe une foueantité de lumiere, et donc la part

réfléchie est nettement plus faible qu’en préseleceolloides.

La transparence ainsi que la turbidité ne sont g@scdes indicateurs spécifiques aux
cyanobactéries et leur interprétation doit étrééech des facteurs environnementaux. Par
exemple, aprés une forte pluviométrie, le ruissatiet apporte des matieres en suspension
pouvant diminuer la transparence et augmenter rlzidité sans lien avec la prolifération

phytoplanctonique.

1.3.4.3. Mesure de la chlorophylle a et de la fegsmence pigmentaire

La chlorophyllea est un parametre en lien direct avec la quant#ébidmasse
photosynthétique vivante. Aprés une étape d'extrad I'acétone, sa concentration peut étre
déterminée en laboratoire selon une formule faisdatvenir I'absorbance a 665 et 750 nm
(Lorenzen, 1967). Compte tenu de sa sensibilitée cméthode permet de détecter des
proliférations a un stade encore précoce. D’autaet, papres excitation a 430 nm, la
chlorophyllea fluoresce a 665 nm. Des sondes basées sur céppripermettent alors d’en
déterminer la concentratioin situ. Cependant, ce pigment n'est pas spécifique des
cyanobactéries. En cas d’apparition d’'une efflogaese, il faudra donc mettre en ceuvre des

moyens permettant de déterminer quel est le miggarosme dominant.

Afin de quantifier spécifiquement la population dganobactéries, le systeme de
mesure doit donc étre basé sur un pigment quidsupropre. Pour cette raison, une nouvelle
génération de sonde a pour but de mesurer la phgooe grace a son maximum
d’absorption a 620 nm associé a un maximum d’éonsai 645 nm (Brienet al, 2008).
Cette méthode rapide et sensible permet la déteci® cyanobactéries a partir de 100
cellules/mL (Gregoet al, 2007). Néanmoins, la sonde a phycocyanine &ellee ne permet
pas de connaitre la proportion des cyanobactédas th biomasse totale. Pour se faire, la
phycocyanine doit étre mesurée en association lavelalorophyllea. Enfin, une analyse en

laboratoire reste indispensable afin d’identifeegenre des cyanobactéries déteatésiu.
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1.3.5. Identification et dénombrement des cyanobagties

L’identification et la quantification des cyanobé&gés sont les principaux outils
permettant d’estimer le risque toxique lié a unaliféiration. En effet, selon qu’elles soient
connues ou non pour synthétiser des toxines, lasaphycées sont associées a des niveaux

de risque différents.

Tout d’abord, le choix de la zone d'échantillonnagst stratégique. Il varie
principalement en fonction de l'usage du plan d’'saweillé. Par exemple, pour un plan
d’eau a usage récreatif, le prélevement sera génégat réalisé en surface et dans la zone de
baignade. En revanche, pour estimer le risque edugtion d’eau de consommation, le

prélévement sera réalisé au voisinage de la zooamtage et a une profondeur identique.

Les cyanobactéries présentes dans les échantdlomis généralement identifiées et
dénombrées selon des criteres morphologiques lriew observation au microscope en
cellule de Malassez (Lawtaat al, 1999a). Alors que l'identification des genrespnésente
pas de difficulté pour du personnel qualifié, I&é&lenciation des espéces n’est pas toujours
possible. Par ailleurs, cette méthode n’aboutibquie estimation du risque toxique car seule
une analyse génétique permet de différencier lash&s de cyanobactéries toxiques ou non
(Sangolkaret al, 2006). De plus, les résultats du comptage eatiilexprimés en nombre de

cellules par mL sont sujets a des erreurs staissigignificatives (Gregat al, 2007).

Afin de palier aux inconvénients du dénombremens dganobactéries par
microscopie, des tests génétiques basés en patisulr le recours a la polymerase chain
reaction (PCR) sont en phase de développemenkériet Tester, 2002 ; Hisberguetsal,
2003 ; Sangolkaret al, 2006). Apres avoir extrait le matériel génétiquetsent dans
I'échantillon d’eau a analyser, la réplication deusequence ciblée d’ADN ou d’ARN a l'aide
d’'une amorce spécifigue permet de détecter la pogsd’'un groupe plus ou moins restreint
de cyanobactéries. Par exemple, la séquence gmdesr intergénique de la phycocyanine
(PC-IGS) permet la détection des cyanobactéries tamr ensemble tandis que le segment
d’ARN ribosomal 16s rARN permet de détecter lesches d’'une espéce ou d’'un genre en
particulier (Sangolkaret al, 2006). Selon Hawkinset al (2005), la détection des
cyanobactéries par PCR est trés sensible et peeussi(environ 8 $ par échantillon) mais les
résultats ne sont que qualitatifs ou semi-quaiftit§isbergueset al, 2003 ; Dittmann et
Bdrner, 2005). Bien qu’ils doivent encore étre s, les tests génétiques sont donc tres

prometteurs pour la détection des cyanobactéries.
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1.3.6. Production de toxines
1.3.6.1. Synthése des toxines

Les blooms de cyanobactéries ne sont pas toussadieeaent associés a la production
de toxines (Saraziet al, 2002). En effet, ces derniéres ne sont produjtes lorsque les
souches présentes dans l'efflorescence ont lestéastiques génétiques nécessaires (Brient
et al, 2001a, Kurmayer et Christiansen, 2009). La it&id’'une prolifération & dominante
cyanobactérienne dépend donc du potentiel toxiggesduches présentes dans le milieu et de

leurs proportions respectives au sein du phytopten(Sivonen et Jones, 1999).

Tandis que le dénombrement cellulaire par microgcafapporte pas d’'information
sur la production de toxine, les progrés importaétdisés dans le domaine de la génétique
durant la derniére décennie ont permis de mieuxpcentdre ce phénomene, comme le
montrent Kurmayer et Christiansen (2009). En effe$, cyanotoxines sont généralement
considérées comme des métabolites secondaires iGaeh) 1992) et les génes impliqués
dans leur synthése ont été progressivement idesfffiillettet al, 2000 ; Moffitt et Neilan,
2004 ; Kellmanret al, 2006 ; Kellmanret al, 2008). Le développement des méthodes PCR
permet alors de révéler la présence et la propod@génotypes toxiques dans les plans d’eau
afin d’évaluer la toxicité d’'une efflorescence. Baemple, alors qu'une étude de Vaitoreha
al. (2003) montre que le nombre de copies du gaogE impliqué dans la production de
microcystine est positivement corrélé a la conegiatin de la toxine dans le milieu, une étude
de Kurmayer et Kutzenberger (2003) montre que @gntion deMicrocystis toxique ne

varie pas, quelle que soit la taille de la popafati

D’autre part, a elle seule, la base génétigue deosynthese des toxines ne semble
pas expliquer totalement la toxinogénése. En affest souvent avancé que la production de
toxine serait couplée a la division cellulaire (@trrJones, 2008), bien que Kostlal. (2009)
indiquent qu’il n’y a pas de relation causale. Despla production de cyanotoxines semble
également régulée par des facteurs environnemenRarxexemple, la disponibilité en fer
dans le milieu (Sevillat al, 2008) et I'intensité de I'irradiation lumineu§eonk et al, 2005)
influent sur la transcription de certains géenesligugs dans la production de microcystine et
donc sur la quantité de toxine produite. En défiajttandis que le patrimoine génétique
constitue la base primordiale de la toxinogénes@rdcessus de synthese des toxines serait
aussi lié a la croissance cellulaire et la quamt@éoxine produite serait régulée en réponse

aux facteurs environmentaux (Kurmayer et Chrisean2009).
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1.3.6.2. Libération des toxines dans I'eau

Les cyanotoxines sont répertoriees comme des exidety des métabolites sécrétés
puis stockés a l'intérieur de la cellule. Lors darlproduction durant la phase de croissance
des cyanobactéries, les cyanotoxines sont donatedieEment intracellulaires (Hrudest al.,
1999). Elles sont ensuite libérées dans I'eaudersa mort cellulaire survenant a I'occasion
de la phase de sénescence du bloom ou suite aitemtent chimique (algicides utilisés pour
le contrdle des efflorescences dans les plans daawagents oxydants utilisés en téte
d’installation de production d'eau potable). Cepmrtd parmi les cyanotoxines, la
cylindrospermopsine (CYL) semble dérogée a cettglerggénérale, car une fraction
importante peut étre libérée dans le milieu parcgdisles en phase de croissance (Chisetell
al., 1999).

1.3.7. Occurrence des blooms de cyanobactéries enaiice et dans le monde

Actuellement, il n’existe pas de bases de donnétsnales ou internationales gardant
la trace des survenues de blooms de cyanobactéiemell et Dortch, 2008). Néanmoins, la
géographie des efflorescences toxiques peut &ireéesgrace aux nombreux articles relatant
la détection de cyanotoxines dans les eaux. Aams004, plus de 60 états répartis sur les 5
continents étaient concernés par la présence delbgatéries toxiques tant sur le domaine
maritime que dans les eaux intérieures (Svrcekreth$ 2004). Cependant, la liste ne cesse
de s’allonger et inclut maintenant, entre autréspagne (Carrascet al, 2007), la Tunisie
(El Herry et al, 2008) et I'Arabie Saoudite (Mohamed, 2008). bat@graphie récente établie
par Carmichael (2008) et représentée sur la figullestre clairement le caractere mondial de

la problématique des cyanobactéries toxiques.

Figure 7 : Pays dans lesquels des blooms de cyanofggies toxiques ont été documentés (Carmichael, @8)
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Comme le montre la figure 7, la France est égal¢roenfrontée & ce phénoméne.
L’étude nationale EFFLOCYA sur I'évaluation du nisgtoxique lié aux cyanobactéries d’eau
douce indique qu’aucune région ne semble épargd@finet al, 2002). Avec 82 % des
plans d’eau étudiés envahis par des prolifératib@siest du pays semble particulierement
concerné. Cependant, ces résultats, obtenus simada des données fournies par les
collectivités locales, peuvent étre interprétés2dmanieres différentes : soit il y a plus de
problémes avec les cyanobactéries dans I'Ouest itlgrec plus de comptages (figure 8), soit

les comptages plus importants dans I'Ouest exptijues détections de blooms de

cyanobactéries plus élevées que dans I'Est.
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Figure 8 : Nombre de prélévements effectués en Frae pour la gestion du risque lié aux cyanobactéries
dans I'eau entre 2002 et 2004 (AFSSA/AFSSET, 2006)

® Dénombrement < 100 000 cellule/mL
O Dénombrement > 100 000 cellule/mL durant moins de 3 semaines cumulées

® Dénombrement > 100 000 cellule/mL durant plus de 3 semaines cumulées

Figure 9 : Dénombrement des cyanobactéries dans Ipkns d’eau bretons en 2008 (DRASS Bretagne)
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La Bretagne n’échappe pas au phénomeéne de prtbiérde cyanobactéries. La
figure 9 représente les résultats des dénombrengentsyanobactéries sur 34 plans d’eau
surveillés par les Directions Départementales gfidd@le des Affaires Sanitaires et Sociales
(DDASS et DRASS) en 2008. Sur 26 de ces sitespihebne de cellules par mL s’est révélé
supérieur a 300 000 (ce qui correspond a un nidésdarte exigeant la recherche de toxines

et une surveillance quotidienne du plan d’eau)gsendant plus de 3 semaines.

1.4. Role et classification des cyanotoxines

1.4.1. Impact des cyanotoxines sur le biotope

Aujourd’hui, le rble des cyanotoxines n’'a toujoupms été clairement établi.
Néanmoins, plusieurs hypothéses ont été formul€est d’abord, ces composés ont été
considérés comme des métabolites secondaires. ddmsidérant que certaines toxines sont
constituées d’acides aminés, Orr et Jones (1998)eaxisagé que celles-ci soient des
métabolites primaires constituant une forme dekstge d’azote pour la cellule.

Dans leur synthese bibliographique, Sivonen ets)¢h@99) indiquent que les études
existantes ne permettent pas de conclure quantingpdtt des cyanotoxines sur le
phytoplancton car leurs résultats sont trop vaeigbEn revanche, ces composés toxiques
affectent les poissons ainsi que le bétail et lesaux domestiques lors de I'ingestion d’eau
contaminée. Plusieurs cas d’intoxication ont aé&téi décrits dans la littérature (Edwaets
al., 1992 ; Me=zt al, 1997 ; Kuiper-Goodmaet al, 1999 ; Brianckt al, 2003).

1.4.2. Nomenclature des cyanotoxines

Le terme cyanotoxine désigne un grand nombre deposés tres différents, tant du
point de vue de leur structure que de leurs prtgmidoxicologiques. On les répertorie
généralement selon leur organe cible (Sivonenrets]dl999). Comme le montre le tableau 2,
on distingue 3 familles de cyanotoxines :

* Les hépatotoxines
* Les neurotoxines

* Les dermatotoxines
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Tableau 2 : Classification des principales cyanotores suivant leur organe cible et leur nature chimige

Classification suivant la nature chimique
Polypeptides cycliques Alcaloides Lipopolysacchesid
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Plus rarement, une seconde classification basée lsunature chimique des

cyanotoxines peut étre employée. Comme le montableau 2, on distingue alors :
* les polypeptides cycliques
* les alcaloides

» les lipopolysaccharides.

Afin de mieux comprendre I'effet de ces composéd’somme et I'animal ainsi que
la nécessité de les éliminer au sein des filieepmduction d’eau alimentaire, la section

suivante exposera la structure et les donnéesalogicjues de chacun d’entre eux.
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2. LES HEPATOTOXINES ET AUTRES CYANOTOXINES
DANS LENVIRONNEMENT

Les cyanotoxines different fortement dans leur citme, leurs caractéristiques
physicochimiques et leur mécanisme de toxicité. Wred’ensemble de chacune d’entre elles
permettra donc de mieux comprendre leur réactiorc ale chlore. Néanmoins, les
hépatotoxines (MC-LR et CYL), au cceur de ce tragaithese, seront présentées de maniére

plus approfondie.

2.1. Les microcystines et les nodularines

2.1.1. Synthese et occurrence

Les microcystines (notées MCs) sont probablemest dganotoxines les plus
freguemment détectées dans les eaux. En effetplésence a été rapportée dans un large
panel de climats et de régions comme les pays Bwa$ (Fristachi et Sinclair, 2008),
I'Afrique du nord (El Herryet al, 2008 ; Fristachi et Sinclair, 2008), I'’Amérigde nord
(Fristachi et Sinclair, 2008), I'Europe (Gkeés al, 2005 ; Fristachi et Sinclair, 2008 ; Ernst
et al, 2009), et I'Asie (Daet al, 2008 ; Fristachi et Sinclair, 2008 ; Zhagigal, 2009). En
revanche, les nodularines (notées NODs) n’ont étéctées que dans une zone plus restreinte

incluant la Nouvelle-Zélande, I'Australie et la nmitique (Sivonen et Jones, 1999).

Les MCs sont produites par un grand nombre de dautéries incluant, entre autres,
les genresMicrocystis Oscillatoria, Nosto¢ Anabaenaet AnabaenopsigKaebernick et
Neilan, 2001). Par contre, les NODs semblent pteduiniqguement par le genkmdularia
La synthese de ces toxines est un procédé complefkeencé par les conditions
environnementales et variant suivant les souchemidm-organismes présentes dans l'eau.
Les avanceées technologiques des derniéres annéededdomaine de la biologie ont permis
de mieux comprendre la production des MCs en révé&lae la synthese de ces composés
était contr6lée par I'expression de certains geRas.exemple, le groupe de genes mcyA-J
code pour un complexe multi-enzyme incluant degigep synthétases et des polycétides
synthases permettant 'assemblage des composarstdeine de maniére non ribosomale
(Kaebernick et Neilan, 2001 ; Dittmann et Wiega2006). Il est alors supposé que la

synthese des NODs suit un processus similaire.
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2.1.2. Structure et caractéristiques

Les MCs et les NODs représentent deux groupes aeotyxines dont les structures

générales sont illustrées sur les figures 10 et 11.

Iso-glutamic acid Methyl-dehydro-alanine

(Glu) (Mdha)
3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl- \
10-phenyl-4,6-dienoic acid /
(ADDA) COOH R o Alanine

| , (Ala)

\ ~ LN I

HaC HN . - NH /
o CHs
HaC” 0
R X
E N \
COOH Varlable
amino acid
Variable )
amino acid
@) I
Methyl aspartic acid
(MeAsp)
Figure 10 : Structure générale des MCs
Iso-glutamic acid
(Ghn) Methyl-dehydro-
J-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl- butyrine
10-phenyl-4,6-dienoic acid (Mdhb)
(ADDA)
COOH THS j

Variable
amino acid

Z)

Methyl aspartic acid
(MeAsp)

Figure 11 : Structure générale des NODs
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Les MCs et les NODs sont respectivement des hegptidps et pentapeptides
cycliques incluant un acide aminé peu commun : A@llade 3-amino-9-méthoxy-2,6,8-
triméthyle-10-phényle-4,6diénoique). Le diéne cguogide ce dernier semble étre a l'origine
de la toxicité de ces deux familles de composésutke plus loin (An et Carmichael, 1994 ;
Tsuji et al, 1997 ; Dawson, 1998). D’autre part, les acidamés dits variables (X et Z pour
les MCs, et seulement Z pour les NODs) ont égalémmes importance toute particuliere. En
effet, leurs différentes combinaisons permettent diféérencier plus de 70 MCs déja
observées (Sivonen et Jones, 1999 ; Westrick, 20@3Figueiredcet al, 2004 ; Codckt al,
2005a ; Codcet al, 2005b ; Dietrich et Hoeger, 2005 ; Sangolkaral, 2006) et 9 NODs
(Coddet al, 2005a). Chaque variant de toxine est alorsestant identifié grace aux initiales
de ses acides variables X et Z. Par exemple, ldaMilus fréquente (illustrée sur la figure 12)
qui comporte la leucine (initiale L) en positioneX I'arginine (initiale R) en position Z est
identifiee comme la MC-LR. De la méme maniére, @MNayant I'arginine en position Z est

identifié¢e comme la NOD-R.

: I , Methyl-dehydro-alanine
so-glutamic aci
(Glu) (Mdha)

3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl- COOH \ _
10-phenyl-4,6-dienoic acid Lell_lcme
(Adda) (Leu)
/ ’I‘IH Methyl aspartic
- C acid
Arginine N SNH, (MeAsp)
(Arg)

Figure 12 : Structure de la MC-LR
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Les MCs et les NODs sont des composés solubles ldmset dotés d’'une grande
stabilité chimique en raison de leur structure iqpd. En effet, ces molécules sont connues
pour leur résistance a I'ébullition, a I'hydrolyskimique et a I'oxydation a pH proche de la
neutralité. Par exemple, dans les eaux naturetles lobscurité, les MCs restent stables
pendant plusieurs mois ou années (Sivonen et J&868). Cependant, ces toxines peuvent
étre dégradées en quelques dizaines de minutasmpdrradiation aux rayons UV de I'ordre
de 500 pW/cm? (Tsupt al, 1995 ; Gajdelet al, 2004), et en quelques secondes par une dose
de 'ordre du mg/L d’oxydants puissants tels qeedne (Hoegeet al, 2002 ; Brookest al,

2006 ; Onstaet al, 2007) ou le chlore (Nicholsaat al, 1994 ; Tsujet al, 1997 ; Kullet al,
2004 ; Acercet al, 2005).

2.1.3. Données toxicologiques

Les MCs et NODs sont des hépatotoxines. Une fasnéges par I'organisme, elles
sont rapidement et majoritairement concentréesiaan du foie (Fischeet al, 2000) ou
elles se fixent sur la protéine phosphatase erligfabt des liaisons covalentes (Dawson,
1998 ; Kuiper-Goodmaest al, 1999). En conséquence, I'action de la protém@sphatase est
inhibée et les protéines phosphorylées s’accumutiamis les cellules hépatiques qui se
nécrosent. Chez la souris, une intoxication aiguidait alors a la mort en quelques heures
par le biais d'une hémorragie hépatique massiveckMaoshet al, 1990 ; Dawson, 1998 ;
Kuiper-Goodmanet al, 1999 ; Gupteet al, 2003). En revanche, en plus des dommages
hépatiques, une intoxication chronique par les MQgrait induire des atteintes pulmonaires
et rénales (Falconer, 1991 ; Milutinowt al, 2003). De plus les MCs ont également montré
un pouvoir promoteur de cancer (Falconer, 1991shMiaki-Matsushimaet al, 1992 ;
Kuiper-Goodmanet al, 1999). Elles sont ainsi classées parmi les agpossiblement
cancérogenes pour 'lhomme (groupe 2b) par I'’Agdnternational pour la Recherche sur le
Cancer (IARC).

La toxicité d'un échantillon dépend du variant dxite présent dans le milieu
(Sivonen et Jones, 1999). Cependant, la MC-LR éN@D-R (les plus souvent détectées)
semblent généralement servir de référence pouMIEs et les NODs. Lorsqu’elles sont
administrées par injection intrapéritonéale (i.fe¥ doses létales 50 (R de la MC-LR et
de la NOD-R varient respectivement de 25 a 150 gugtkde 50 a 150 pg/kg (Kuiper-
Goodmaret al, 1999).
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2.2. La Cylindrospermopsine

2.2.1. Synthese et occurrence

JOREIR P4

tropicale (Rickeet al, 2007) car on I'a retrouvée principalement entfale (Sakeret al,
1999 ; Shavet al, 1999 ; Griffiths et Saker, 2003 ; Fristachi eictir, 2008 ; Stewartt al,
2008), Nouvelle-Zélande (Stirling et Quilliam, 2Q00Thailande (Carmichaek al, 2001 ; Li

et al, 2001) ou dans le sud des USA (Burns, 2008). Méars, depuis quelques années, la
CYL a été détectée dans des pays tempérés telAtjamagne (Fastneet al, 2003; Fastner
et al, 2007; Ruckeet al, 2007; Wiedneet al, 2008) et la France (Bernaet al, 2003;
Brientet al, 2009), mais eégalement dans un environnemenabooéhme en Finlande (Spoof
et al, 2006).

La CYL est principalement synthétisée @iindrospermopsis raciborskimais elle
a également été associée a d’autres cyanobactélies queAphanizomenon ovalisporym
Raphidiopsis curvat@t Umezakia natangBankeret al, 1997 ; Fristachi et Sinclair, 2008).
Cependant, il peut également exister des souchesonamues de ces mémes cyanobactéries
(Schembriet al, 2001). Tout comme pour les MCs, la synthese e §emble régulée par
I'expression de genes codant pour des polykétigethases impliquées notamment dans la
condensation de 5 acétates sur une unité de goeawhtate (Schembet al, 2001 ; Shalev-
Alon et al, 2002).

2.2.2. Structure et caractéristiques

La CYL (figure 13) est un alcaloide de 415 Da démtstructure zwitterionique
comprend une unité guanidine tricyclique ainsi gu'groupement uracile qui serait
responsable de la toxicité de la molécule (Bamkexr., 2001). A ce jour, deux autres variants
de cette toxine ont été identifiés. Le premier, edpp7-epicylindrospermopsine differe
simplement par 'orientation de la fonction hydrxyoisine du groupement uracile (Banker
et al, 2000 ; Briancket al, 2003). Le second, appelé déoxycylindrospermepsiemble étre
non toxique (Briandet al, 2003) et est caractérisé par I'absence de l'ataoxygene
formant la fonction hydroxyle proche du groupemeracile sur la figure 13 (Norrist al,
1999 ; Liet al, 2001).
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Figure 13 : Structure de la CYL

La CYL est un composeé tres polaire rendu tres $eldbns I'eau par sa structure
zwitterionique (Chiswelet al, 1999). Contrairement aux autres cyanotoxine€¥Yha semble
étre présente en phase aqueuse avant la phaselied#s blooms de cyanobactéries. Elle
présente alors une certaine stabilité dans le idae Wormeeet al (2008) indiquent qu’elle
n'est pas dégradée par la population bactérienteelaone sur une période de 40 jours. De
plus, la CYL semble également résister a la dégmdalue au changement de pH et de
température (Chiswedlt al, 1999).

2.2.3. Données toxicologiques

Des essais sur souris ont montrés que la CYL poatffacter les reins, les poumons et
I'intestin, mais elle attaque principalement leefat figure donc parmi les hépatotoxines
(Bernardet al, 2003). Cependant, contrairement aux MCs, la @it selon un mécanisme
encore mal connu d’inhibition irréversible de laahese protéique aboutissant a la mort des
cellules exposées (Frosoab al, 2003 ; Metcalfet al, 2004 ; Frosciet al, 2008). D’autre
part, I'induction de micronoyaux, de perte de chosome (Humpaget al, 2000), l'initiation
tumorale (Falconer et Humpage, 2001) et la toxici#éale (Rogerst al, 2007) sont d’autres

effets connus de la CYL.

Chez la souris, 24 heures apreés l'injection de @\itifiée par voie i.p., la Dig a été
estimée a 2100 pg/kg. Une administration oraleadéoxine pendant 11 semaines a alors
permis d’établir une dose maximale sans effet olabde (NOAEL) de 30 pg/kg/jour
(Humpage et Falconer, 2003).
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2.3. Autres cyanotoxines
2.3.1. Les anatoxines

Les anatoxines (notées ANTXs) regroupent deux tgeemolécules qui difféerent dans
leur structure et toxicodynamique : I'anatoxineratée ANTX-a) et I'anatoxine-a(s) (notée
ANTX-a(s)) présentées sur la figure 14.

ANTX-a ANTX-a(s)
CH3
o CH, n{
+ CH3
NH N ‘
2 H \\\v,, N\o
\ E + L/O—CH3
NH
+2 "0/ \o

Figure 14 : Structure de 'ANTX-a et de TANTX-a(s)

L’ANTX-a est principalement produite par des cyaaci@ries du genrdnabaena
Aphanizomenomu Planktothrix (Osswaldet al, 2007 ; Van Apeldoormt al, 2007), mais
elle peut aussi étre synthétisée par des cyanolesctenthiques du genf@hormidium
(Guggeret al, 2005). Sa présence dans des plans d’eau a t@iEte#e aussi bien aux USA
gu’en Afrique (Krienitzet al, 2003; Ballotet al, 2003), en Asie (Par&t al, 1993; Parlet
al., 1998; Namikoshet al, 2003) et en Europe (Jamesal, 1997; Frommeet al, 2000;
Viaggiu et al, 2004; Guggeet al, 2005; Carrascet al, 2007). En revanche, 'ANTX-a(s)
n'est associée qu’au genfmabaena(Sivonen et Jones, 19968) n'a été détectée que dans
une zone plus restreinte incluant 'Ecosse, le Daark, le Brésil et les USA (Onodeea al,
1997; Sivonen et Jones, 1999; Moletaal, 2005).

L’ANTX-a est un alcaloide tres polaire de 165 Dantdon connait un autre variant,
appelé homoanatoxine-a, qui differe par la méthytatde I'atome de carbone situé a
I'extrémité de la fonction cétone (Van Apeldo@tal, 2007). Quant a TANTX-a(s), il s'agit
d’'un ester de phosphate de 252 Da. Ces molécuttsiérées par la chaleur et un pH alcalin
(Carmichaekt al, 1997).
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Les ANTXs sont des neurotoxines agissant selon@mgmes différents. D’une part,
'ANTX-a stimule les récepteurs de [lacétylcholinet n'est pas dégradée par
I'acétylcholinestérase (Osswalt al, 2007). D’autre part, 'ANTX-a(s) inhibe I'actiode
I'acétylcholinestérase. L’acétylcholine fixée swssrécepteurs spécifiques n’est donc plus
dégradée (Molicat al, 2005). Dans les deux cas, les muscles (dont iceplkgués dans la

respiration) sont surstimulés et paralysés, cequiaine la mort par arrét respiratoire.

2.3.2. Les saxitoxines

Les saxitoxines (notées STXs) sont principalemeodyites parAnabaena circinalis
Aphanizomenon flos-aquad.yngbya Wolleiou encore Cylindrospermopsis raciborskii
(Carmichaelet al, 1997, Kuiper-Goodmaat al, 1999, Molicaet al, 2002). Leur présence
dans les plans d’eau est majoritairement signaié&ustralie, aux USA et au Brésil (Kuiper-
Goodmaret al, 1999, Molicaet al, 2005).

Les STXs présentées sur la figure 15 sont une liamd molécules tricycliques dont
les 20 variants identifiés varient entre 241 et Bl Selon une étude récente de Kellmann
al. (2008), leur biosynthese est associée a un cldstgene de plus de 35 kb. Tandis qu’un
nouveau type de polykétide synthase initie la pectidn de toxine en réalisant la méthylation
d’acétate ainsi qu'une condensation de Claiseregmtrpionate et arginine, d’autres enzymes
catalysant 3 hétérocyclisations et diverses réasttmmplémentaires permettraient d’aboutir
aux différents variants de STXs connus aujourd’@@s composés solubles et stables dans
'eau peuvent alors persister dans le milieu pengars de 90 jours (Jones et Negri, 1997).
Cependant, I'ébullition transforme certains vaanie STXs en une forme plus toxique
(Sivonen et Jones, 1999).

H . R,=HorOH
\ R, =Hor 080,
/ R.=Hor 0SS0,
u R, =H, CONH, CONHSO, or COCH,
,, o R. = H or OH
Rs
‘R,

Figure 15 : Structure générale des STXs
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Les STXs sont des neurotoxines provoquant une ysiealet la mort par arrét
respiratoire en cas d’intoxication aigué. Ellestsmyalement connues sous le terme de toxines
paralysantes des coquillages (PSP). Chez la samiés injection par voie i.p., le variant le

plus toxique présente une Rlde 10 pg/kg (Kuiper-Goodmaat al, 1999).

2.3.3. Les molécules a effets irritants

Les molécules a effets irritants sont probablententyanotoxines les moins connues.
La figure 16 présente la structure des 3 compadéstifies a ce jour : I'aplysiatoxine, la
debromoaplysiatoxine et la lyngbyatoxine-a (Myndatal, 1977 ; Cardellinat al, 1979).
Cependant, ces métabolites de cyanobactéries néigiégence en eau de mer ne semblent pas
avoir fait I'objet d’étude en eau douce et leurserice dans ce type de milieu reste a

démontrer.

OH OH

Figure 16 : Structure de la lynbyatoxine-a (A), dd’aplysiatoxine (B) et de la debromoaplysiatoxine (L

D’autre part, on integre également les LPS parsinmlécules a effets irritants. En
effet, lors de la mort des cyanobactéries, ces @iénconstitutifs de la paroi cellulaire se
retrouvent sous une forme libre dans I'eau et peta®rs provoquer des irritations cutanées.
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2.4. Identification et quantification des hépatotomes

2.4.1. Préparation des échantillons

L’identification et la quantification des cyanotoes inclus nécessairement une phase
de préparation des échantillons se déroulant eagge illustrées sur la figure 17. La premiére
étape consiste a filtrer I'échantillon afin de reteles matiéres en suspension, dont les
cyanobactéries. Il est alors possible de dosenégant les toxines extracellulaires (dans le

perméat) et les toxines intracellulaires (dansyemobactéries retenues sur le filtre).

La seconde étape consiste a extraire les toxirtescallulaires (s'il y a lieu de les
guantifier). Pour cela, les cellules doivent éyseks, soit par congélation/décongélation, soit
par ajout de méthanol (Utkilen et Gjglme, 1994 rddaet al, 1996). Les toxines sont alors

récupérées en phase aqueuse lors du rincagerdu filt

Wi
Filtration de I‘échantillon\

Conservation du Conservation du
retentat sur le filtre filtrat

| l

Congélation a —20°C puis Conservation au
décongélation avant frais et & I'obscurité
extraction

N

Purification

|

Analyse
(LC-MS, bio-essais)

Figure 17 : Synoptique du traitement des échantilles pour I'analyse des cyanotoxines (Haradet al., 1999)

La troisieme étape consiste a purifier et concetietoxines. Pour ce faire, au moins
500 mL d’échantillon sont déposés sur un suppeérgégalement en phase inverse greffg C
Les toxines adsorbées sur ce support sont enduéesta l'aide de 2,5 mL d’'un mélange a
90% de méthanol et 10% d’eau. Le milieu est aloepéré jusqu’a sec a 40°C sous un jet

d’azote puis repris avec 0,5 mL d’'un mélange a &éau et 20% de méthanol. De cette
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maniére, un facteur de concentration des toxinek0tpeut étre obtenu. Néanmoins, celui-Ci

peut encore étre augmenté en fonction du volumehdiillon initialement déposé sur le

support Gg.

Enfin, 'analyse des toxines peut étre réaliséersdivers procédés :
* les bio-essais

* les méthodes chromatographiques

2.4.2. Analyse des toxines par bio-essais
2.4.2.1. Les tests sur souris

Ce test consiste a injecter le milieu a analysewpg i.p. @ au moins 3 souris puis a
procéder a leur nécropsie au bout de 24 heuresdff@et al, 1993). L'observation des
symptomes permet alors de déterminer la familleoines (hépatotoxines, neurotoxines)
présente dans le milieu. Par exemple, les MCs jgusat une augmentation du poids et du
volume du foie ainsi qu’'une altération des cellutépatiques visible lors de I'examen au

microscope (Falconat al, 1993).

Les résultats donnent une réponse qualitativeasprdsence de toxine dans le milieu
analysé mais le variant en cause ne peut pasétaniné. Cependant, bien que peu sensible,
le test sur souris peut aussi étre utilisé comméhodeé semi-quantitative en comparant
I'étendue des lésions a celles d’autres animauxitayacu diverses doses de toxine.
Aujourd’hui, cette méthode n’est plus utilisée can plus des raisons éthiques dues a
I'expérimentation animale, d’autres techniques gipécifiques, plus sensibles et plus rapides
ont été développées. Les tests sur souris soisamirlimités a la recherche.

2.4.2.2. Les tests biochimiques

Les MCs peuvent étre détectées par des tests impghés car elles sont connues pour
leur pouvoir inhibiteur de la protéine phosphat@deresztyn et Nicholson, 2001 ; Bouaicha
et al, 2002 ; Rapal&t al, 2002 ; Orteeet al, 2004 ; Almeidaet al, 2006). Dans ce cas,
'enzyme est mise en présence de son substrat etildeu a analyser pendant un temps
défini. La lecture de I'absorbance du mélange alongueur d’onde spécifique permet de

suivre la consommation du substrat et donc de dbendactivité enzymatique. La
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concentration de MCs est alors inversement prapuordlle a la quantité de substrat

transformé.

Ce test réalisable en quelques heures sur une &ge d'échantillons permet de
guantifier des concentrations en MC-LR minimaled'alelre de 0,1 pug/L a 0,5 pg/L selon la
méthode utilisée (Heresztyn et Nicholson, 2001 ydohaet al, 2002 ; Rapalat al, 2002),
avec une limite de détection pouvant atteindre QL (Almeidaet al, 2006). Cependant, il
ne peut étre exclu que d'autres composés présents ld milieu puissent aussi inhiber la

protéine phosphatase.

2.4.2.3. Les tests immunologiques

Ces tests sont basés sur la reconnaissance dessad de certains de leurs motifs
par des anti-corps. Plusieurs tests ELISA (Enzyimmédd ImmunoSorbent Assay) sont ainsi
commercialisés pour la détection des MCs dans €aummichael et An, 1999 ; Rapatal,
2002 ; Lindnert al, 2004 ; Hilborret al, 2005). Leur domaine de linéarité est généralémen
compris entre 0,5 et 5 pug/L de toxine pour un sdaildétection situé a 0,2 pg/L (OMS,
2004).

Cependant, méme si le test est fonctionnel powrdivariants de MCs, il ne permet

pas de les distinguer. Les résultats sont alorsragg en équivalent de MC-LR.

2.4.2.4. Les tests sur des cellules de mammiferes

Ces tests sont principalement utilisés dans le dwmmde la recherche mais pas pour
des analyses en routine. La quantité de toxineseptés dans I'échantillon est déterminée par
I'observation des atteintes cellulaires (principaémt sur des cultures d’hépatocytes) et les
résultats sont exprimés en équivalent du compoaétaervi au calibrage du test (Aune et
Berg, 1986 ; Heinze, 1996 ; Puedbal, 2008).

2.4.3. Analyse des toxines par méthodes chromatogitaques

Les méthodes chromatographiques sont de plus enuplisées car elles permettent
de détecter plusieurs familles de toxines au cdiuse méme analyse et d’identifier avec

précision les différents variants présents dangamantillon.
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2.4.3.1. Le couplage HPLC-UV

L’étape de chromatographie liquide (HPLC) permeségarer les différents composés
présents dans le milieu et donc de distinguerilkersks toxines ainsi que leurs variants. Pour
ce faire, on adopte généralement des colonnes jpmamse greffées {g tandis que I'éluent
est le plus souvent un mélange acétonitrile/eaermore méthanol/eau. Dans les deux cas,
I'éluent est Iégérement acidifié par 0,1 a 0,5%cidla trifluoroacétique ou d’acide formique
(Haradeet al, 1999).

La détection des composés est ensuite assurégp@eiragphotométrie UV selon la
norme ISO 20179. Si cette méthode permet de vemrdies différents variants d’'une toxine,
elle ne suffit pas nécessairement a les identiflar.exemple, les spectres UV tres similaires
des MCs (figure 18) ne permettent pas l'identifmatprécise de chacune d’entre elles. Dans
ce cas, seule la comparaison du temps de rétedtiocomposé avec une toxine standard
permet d’identifier le variant en question. Cependaeuls 7 standards sont actuellement
disponibles et pour un codt élevé (plusieurs captaid’euros par mg), contre plus de 70

variants de MCs.

0.00 10.00 20,00 30,00
Minutes

Figure 18 : Détection de plusieurs variants de MCpar HPLC-UV (Harada et al., 1999)
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2.4.3.2. Le couplage HPLC-MS

La détection par spectrométrie de masse remplgoerdthui la spectrophotométrie
UV (Lawton et Edwards, 2008) car elle offre uneagdie d’identification des toxines et de
leurs variants. En effet, en sortie de colonne miatographique, les composés sont ionisés
(généralement en captant un protot) et détectés en fonction de leur rapport massegeha
(m/z). Dans ce cas, les standards ne sont plusseices pour l'identification des toxines déja
caractérisées par leurs m/z spécifiques. De passyariants pour lesquels aucun standard
n'est disponible peuvent également étre quantifiess résultats sont alors exprimés en
équivalent de MC-LR.

D’autre part, la spectrométrie de masse offre égafe une trés bonne sensibilité. Par
exemple, en ce qui concerne la MC-LR, lorsque Fkfipation/concentration de la toxine est
réalisée sur un volume d’au moins 500 mL d’échimmtjlles seuils de quantification sont de
I'ordre de 0,1 a 0,2 pg/L (Haraéaal, 1999).

2.5. Epidémiologie des cyanotoxines
2.5.1. Voies d’exposition
On distingue deux principaux contextes d’expositiamaine aux cyanotoxines :
» la baignade dans une eau récréative contaminée

* J'alimentation

2.5.1.1. Exposition dans les eaux récréatives

Dans le cadre de la baignade dans des eaux r@eadntaminées, I'exposition
humaine aux cyanotoxines se fait majoritairement paie dermique car une surface
corporelle importante peut étre au contact des alyartéries et de leurs métabolites.
Cependant, les voies orale et pulmonaire sont égaile a considérer car la natation peut

entrainer I'inhalation ou l'ingestion d’eau.

Par conséquent, en cas de bloom, les plans d’aaage récréatif doivent faire I'objet
d’'une étroite surveillance. En France, celle-cffe&ue selon un organigramme présenté sur
la figure 19 et rendu officiel par la circulaire B&D 7 A n° 2003-270 du 4 juin 2003

relative aux modalités d'évaluation et de gesties risques sanitaires face a des situations de
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prolifération de micro-algues (cyanobactéries) ddas eaux de zones de baignade et de
loisirs nautiques. Selon les résultats des analgffestuées, les mesures de protection des
usagers peuvent aller d’'une simple information f@leeture du lieu.

Surveillance visuelle de toutes les zones de bdeeade loisirs nautiques

Surveillance renforcéeles sites sensibles a I'eutrophisation
(transparence, variations importantes de pH, coulgu

* Critéres: historique de proliférations, usages duige et niveau de fréquentation
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Dénombrements hebdomadaires et suivi des condensatn toxines au moins bimensuel jusqu’au redolarnormale,
méme apres disparition des signes d’efflorescenobtention de dénombrements < 20 000 cellules/&0%

Figure 19 : Organigramme pour la surveillance desaux récréatives en cas de prolifération de
cyanobactéries en France

2.5.1.2. Exposition par I'alimentation

L’homme est également susceptible d’étre exposé ayanotoxines par la
consommation d’aliments potentiellement contamieégjue le poisson et les fruits de mer
ou par l'intermédiaire de compléments alimentaidebase de cyanobactéries (Dietrich et
Hoeger, 2005 ; Ibelings et Chorus, 2007). Cependdganisation Mondiale de la Santé
(OMS) considere que 80 % de I'exposition aux cyaxioes est due a la consommation d’eau

potable produite a partir d’'une ressource subissantbloom d’algues bleu-vert. Par

conséquent, afin de protéger la santé du consomm#@MS indique que la concentration
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maximale en MC-LR (la toxine la plus fréquemmerntedtee) ne devrait pas dépasser le seull

de 1pg/L dans I'eau destinée a I'alimentation (ON/E98).

Cette valeur guide de 'OMS provient des donnéetestcalculs suivants :

Données: NOAEL : 40 pg/kg/jour (Fawekt al, 1999)
Facteur d’incertitude : 1000
Poids moyen d’un individu : 60 kg
Quantité d’eau ingérée chaque jour : 2 L
Fraction journaliére de toxine apportée par I'e@0 %

Calculs : Dose Journaliere Admissible = 40/1000 = 0,04 p/fg/kg
Concentration Limite en toxine = (0,04*60*0,83%¥2,96 pg/L
Valeur limite proposée : 1ug/L

En France, cette valeur limite a été rendue offecipar le décret n°2001-1220 du 20
décembre 2001 relatif aux eaux destinées a la aumstion humaine et inscrite & I'annexe
13.1 du code de la santé publique. Cependant, slépdil janvier 2007, le seuil de 1ug/L se
référe désormais a la somme de toutes les MCstéégeet quantifiées.

2.5.2. Episodes d’intoxication rapportés

Depuis le premier cas de bloom toxique rapportésdame revue scientifique par
Francis (1878), les cyanobactéries ont été assoééde nombreux épisodes d’intoxication
animale et humaine dont certains sont recensésldaableau 3. Un certain nombre de ces
antécédents sont liés a la présence de MCs ou tled@is I'eau de distribution. La majorité
de ces intoxications ne se traduisent généralemeat par des gastro-entérites (Kuiper-
Goodmanet al, 1999), mais plusieurs décés ont également €gnsés (Azevedet al,
2002 ; Yuaret al, 2006).

Le principal empoisonnement attribué aux MCs ai@wén 1996 au centre de dialyse
de Caruaru au Brésil (Jochimsehal, 1998 ; Pourriaet al, 1998 ; Azevedet al, 2002 ;
Yuanet al, 2006). Les toxines présentes dans I'eau utilmée le traitement médical ont été
rapidement acheminées jusqu’au foie par la cirmrasanguine, causant le décés de 60

patients ainsi que des insuffisances hépatiguesd’hatres malades.
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Tableau 3 : Exemples d'intoxications associées auyanobactéries toxiques recensees dans la littératir

Occurrence de
cyanobactéries

Incidents rapportés

toxiques Année, Pays Description Références
(Svrcek et Smith 2004
Asie 1995 Mprt d olSeéaux associee a un bloom de Matsunagaet al, 1999
Microcystis aeruginos@roduisant des
9 pays Japon ) ; Stewartet al, 2008
microcystines
1960-1965 | Gastro-entérites attribuées aun bloom de .
. . ; . Zilberg, 1966
Afrique Zimbabwe Microcystis
3 pays - ibué
pay 2001-2002 Mort_ de flamants ro‘:se,s attrlbyee auX|  rienitz et al, 2003
Kenya microcystines et a I'anataxine-a
1989 Mort qe chiens et de _mouton_s attribuée Done et Bain, 1993
Royaume-Un a un bloom déicrocystis
1992 In’toxmatl_on de chiens par Coddet al, 1992
Royaume-Un I'anatoxine-a en Ecosse
Europe 1993-1994 | Morts d’'oiseaux associees a un bloom de Onodereet al, 1997
16 pays Danemark | d’A.lemmermaniet a I'anatoxine-a(s) | Henrikseret al, 1997
1970'-1995 Mor:[ d’'animaux de bétail apres |ng,e§t|c N Vezet al, 1997
Suisse d’eau contenant des cyanobactéries
2003 Mort de chien aprés ingestion d'eau Guggeret al, 2005
France contenant de I'anatoxine-a Stewartet al, 2008
1931 Gastro-entérites attribuées a une
Virginie- contamination de I'eau potable, Veldee, 1931
. Occidentale conséquence d'un bloom de Tisdale 1931
Amérique du Nord . L .
i X (USA) cyanobactéries sur la riviere Ohio
Canada: 5 Provinces Gastro-entérites suivant |'utilisation
USA: 27 Btats 1975 d’algicide pour le traitement d’'un bloom de
Pennsylvanie 9 P u Lippy et Erb, 1976

cyanobactéries dans la ressource en €

al

(USA) potable
1979 Gastro-entérites avec symptdomes Byth, 1980
Australie hépatiques attribuées a la présence de Bourkeet al, 1983
cylindrospermopsine dans I'eau potable Griffiths et Saker, 2003
Gastro-entérites et atteintes hépatiques
1981 suivant l'utilisation d’algicide pour le
Australie traitement d’un bloom de cyanobactéries Falconeret al, 1983
Océanie dans la res_source en eau_ potablg d’Arm dale
2 pays 1997 Mort d’animaux de bétail aprées ingestign
Australie | d’eau contenant de la cylindrospermopsine Sakeret al, 1999
2001. Mort d’'animaux de betal! apres mgestlcn Stewartet al, 2008
Australie | d’eau contenant de la cylindrospermopsine
2005 Mort de chiens aprées ingestion de
Nouvelle- cellules de cyanobactéries contenant de Woodet al, 2007
Zélande I'anatoxine-a et de ’homoanatoxine-a|
Gastro-entérites et déces de 88 personnes
1988 attribués a un bloom Ahabaeneet de -
o : . Teixeiraet al, 1993
Brésil Microcystisdans la ressource en
Amérique du Sud eau potable d'ltaparica Dam
3 pays Décés de 60 patients au centre Jochimseret al, 1998
1996 d’hémodialyse de Caruaru attribué a Pouriaet al, 1998
Brésil la présence de microcystine dans Azevedoet al, 2002

I'eau utilisée pour le traitement

Yuanet al, 2006
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La CYL est également responsable d’une intoxicati@jeure a travers I'eau potable
connue sous le nom de « Palm Island Mystery dised8yth et al, 1980 ; Bourkeet al,
1983 ; Griffiths et Saker, 2003). En 1979, un &iént algicide est appliqué dans la ressource
en eau potable de Palm Island (Queensland, Awstraliin d’éliminer un bloom de
cyanobactéries tres dense. Or, la destruction @dlsles provoque la libération de la
cylindrospermopsine dans I'eau suivie quelquessjqius tard par I'admission a I'hopital
local d’une centaine de personnes souffrant de@astérites attribuées a la consommation

d’eau contaminée.

La présence de cyanobactéries et de cyanotoxines lda eaux de surface utilisées
pour la production d’eau destinée a la consommadtionaine pose donc un réel probleme de
santé publique. Afin de protéger le consommateutrditement de I'eau doit alors permettre
une élimination efficace des cyanobactéries ma@eégent de leurs métabolites. Pour se

faire, I'effet de chaque procédé mis en ceuvreé&todt considéré.
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3. CYANOBACTERIES, CYANOTOXINES ET PRODUCTION
D’EAU ALIMENTAIRE

Au-dela des perturbations engendrées au sein dessude production d’eau potable,
I'apparition de blooms de cyanobactéries dans Iteaie représente également un probléme
de santé publique car certaines especes sont tgmérda associées a la synthése de toxines.
En effet, la présence de celles-ci dans I'eau desbo pourrait étre a I'origine de multiples
intoxications. La protection du consommateur pasdsec par une gestion appropriée du
risque lié aux cyanobactéries et a leurs toxinegsraont mais aussi au sein des filieres de

production d’eau destinée a I'alimentation.

3.1. Gestion des cyanobactéries en amont du traitemt

En amont de la production d’eau potable, la gestionisque lié aux cyanobactéries et
a leurs toxines consiste a limiter le nombre déules susceptibles de pénétrer dans la filiere
de traitement. Cela passe, en premier lieu, pgesiion du point de pompage de I'eau brute

mais également par I'application d’algicide daneek&nue.

3.1.1. La gestion du point de captage

La localisation du point de captage joue un rélepdemiére importance dans la
restriction du pompage des cyanobactéries (Hredey, 1999). Par exemple, la prise d’eau
ne doit pas se trouver dans une baie abritée ol musteptibles de s'amonceler les
cyanobactéries. Cependant, il est toujours posdibistaller une barriere physique destinée a
empécher I'accumulation des cellules autour deoleezde pompage. En effet, la pose de
barrages flottants tels que ceux utilisés en cgmtetion aquatique a donné de bons résultats
en Australie et en Amérique du Nord (Hrudstyal, 1999). Néanmoins, de telles mesures ne
sont applicables que pour des blooms se développalg surface de l'eau. Or, les
cyanobactéries peuvent également se former a phgsienétres de profondeur. Par
conséquent, la profondeur de pompage de l'eau lleneait étre ajustable en fonction du

profil vertical de la concentration en cellules.
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Cependant, une gestion optimale du point de captegerévient en aucun cas le
pompage des cyanotoxines fatalement libérées temslbrs du déclin d’un bloom toxique.

3.1.2. Application de traitements algicides

Le sulfate de cuivre est un agent algicide trésley@pour éliminer les blooms de
cyanobactéries dans les eaux de surface (Hredal, 1999 ; Brienkt al, 2001b). En effet,
ces micro-organismes font partie des espéces lssvplnérables a I'ion Gliqui affecte le
transport des électrons dans le photosystemeativité de certaines enzymes fondamentales
(Hrudeyet al, 1999 ; Le Jeunet al, 2006).

Cependant, l'usage d’algicide conduit a la lyse ckdhkiles et donc a la libération des
toxines dans l'eau (Jones et Orr, 1994 ; Peteetoal, 1995 ; Drikaset al, 2001a). Par
exemple, en exposant une souchéiiterocystis aeruginospendant 24 heures a une dose de
cuivre total de 650 pg/L, Kenefickt al (1993) observent que les cellules décantent en
donnant aux échantillons une coloration bleue typide la libération de pigments tels que la
phycocyanine. Comme présentée sur la figure 20pbservation des cellules au microscope
montre alors une forte altération de la membrarklage corrélée a une augmentation

progressive de la concentration en MC-LR extrataghe.

Figure 20 : Cellules deMicrocystis aeruginosa avant (A et B) et aprés 24 heures (C et D) d’expogih au
sulfate de cuivre (Keneficket al., 1993)
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Par conséquent, les traitements algicides sonuedifaui déconseillés et leur recours
doit étre restreint a un stade précoce d’appariion bloom afin de minimiser le risque de
libération de toxines.

3.2. Comportement des cyanobactéries et cyanotoxinkess des traitements

3.2.1. Description générale de la production d’eaalimentaire

L'organisation des techniques mises en oeuvre au dane usine de production
d’eau potable varie fortement suivant la qualitél'dau brute mais également suivant les
pays. Néanmoins, une filiere de traitement classidieau de surface est constituée d'une

succession de procédés unitaires répartis en garae :

» Les procédés basés sur la rétention de la matiélesamicropolluants :
» la clarification (commune a la majorité des insttdins)
» ladsorption sur charbon actif
* lafiltration membranaire

» Les procédés aboutissant a la transformation @s non) des micropolluants :
* la biodégradation
e [irradiation UV
* I'ozonation

» la chloration (commune a toutes les installations)

Le recours a I'ensemble de ces procédés unitaiess pas systématique. Par exemple,
une installation destinée a traiter une eau bratbahne qualité se limitera généralement a la
clarification suivie d’'une étape de désinfectiondnliore. Cette derniére est obligatoire en
France pour assurer un pouvoir désinfectant réntakenfonction de la charge organique et
en micropolluants de la ressource, ce traitemerbbag® peut étre complété par la mise en

ceuvre d’autres techniques selon une architecturable.

Dans le cas d’'une eau de surface présentant umbdeocyanobactéries, I'objectif de
la filiere de production d’eau potable est doulide. effet, I'ensemble des traitements doit
permettre, d'une part, d’éliminer les cellules sarsvoquer leur lyse afin déviter la
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libération des toxines intracellulaires, et d’aupart, de retenir ou dégrader les toxines

extracellulaires. Par conséquent, chaque procétiétde examiné selon ces deux aspects.

3.2.2. La clarification

La clarification a pour but de retenir la matieoi@idale afin d’abaisser la turbidité de
I'eau. Pour ce faire, un coagulent (généralemengairde fer ou d’aluminium) neutralise les
charges négatives a la surface des particulespiceugpprime le phénoméne de répulsion
électrostatique et permet aux particules de s’ag@ter. Les structures de taille plus

importante (flocs) ainsi formées sont alors élimm@ar sédimentation.

Comme le montre la figure 21, en présence d'unrblaans I'eau brute, un tel
procédé est inefficace pour la rétention des cyminés en phase aqueuse (Hoffman, 1976 ;
Mouchet et Bonnélye, 1998). Tout I'enjeu de la iflzation est donc de retenir les

cyanobactéries (et les toxines intracellulairessgaorter atteinte a l'intégrité de la membrane

cellulaire.
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Figure 21 : Effet de la coagulation au sulfate d'alminium sur la concentration en MC-LR intra et
extracellulaire (Hall et al., 2000)

Mouchet et Bonnélye (1998) rapportent un rendentkéglimination des algues de
50 % a 60 % lors de la clarification. Cependamptimisation des conditions de traitement
doit permettre d’atteindre une valeur de 90 %, cenuiest le cas avec une culture de
Microcystis (Hall et al, 2000). En effet, la dose de coagulent doit &daptée a la
concentration de cellules dans I'eau a traiter f&leberet al, 1995 ; Briley et Knappe, 2002)
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car plus il y a de cyanobactéries et plus le nonderecharges de surface a neutraliser est
important. Par exemple, en appliquant 4,8 mg/ludate d’aluminium (exprimé en Al) a une
concentration initiale &nabaena. circinalisde 10 et 5*10 cellule/mL, Velzeboeet al

(1995) obtiennent respectivement un rendement épreale 81% et 57%.

Néanmoins, I'élimination des cyanobactéries parifcdation varie également selon
I'age des cellules (Konno, 1993 ; Pieterse et Cld897). En effet, en période de croissance,
la cellule produit des mucopolysaccharydes quicsiamlent sur la membrane externe et la
rendent plus électronégative. De plus, Pietersglait (1997) soulignent que la présence de
pilii et de vacuole a gaz chez certaines cyanobastpourrait leur permettre de s’extraire des

flocs ou de perturber la sédimentation.

D’autre part, la clarification ne semble pas pravagla lyse des cyanobactéries. En
effet, lors de leur étude mentionnée auparavangzeeeret al. (1995) ne constatent pas de
variation significative de la viabilité des cellsl¢déterminée par un test de coloration au
diacétate de florescéine et a l'iodure de propidiminde libération de géosmine (composé
malodorant révélateur de lyse cellulaire) au calustraitement. Ces résultats sont ensuite
confortés par des travaux ultérieurs (Chatval, 1999). De plus, lors de la clarification d’'une
culture deMicrocystisa l'aide de sulfate d’aluminium Haét al (2000) montrent que la

concentration en toxine extracellulaire ne varie (iigure 21).

De la méme maniére, les travaux menés par Dekas (2001a et 2001b) confirment
les résultats précédents mais indiquent qu’unedtimn importante de MC-LR a lieu dans les
boues de traitement. En effet, aprés 24 heuresersent 10 % des cellules sont toujours
intactes. Par conséquent, la clarification est natédé efficace pour la rétention des cellules

et des toxines intracellulaires mais les boueseafti@tre extraites régulierement.

3.2.3. L’adsorption sur charbon actif

by

L’adsorption est un procédé destiné a la rétentims micropolluants et, par
conséquent, particulierement adapté a I'éliminatites cyanotoxines extracellulaires. En
production d’eau de consommation, le support les pgpandu est le charbon actif que I'on

retrouve sous deux formes :
»  En poudre (CAP), pour une adsorption couplée &aléication ou en lit fluidisé

»  Engrain (CAG), dans des unités d’adsorption an desquelles I'eau percole
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Que se soit en poudre ou en grain, l'efficacitél'ddsorption des toxines dépend
principalement de la nature du charbon actif (Dostatl, 1994 ; Drikaset al, 2001a ;
Duguet, 2001 ; Newcombe et Nicholson, 2004 ; Hustngl, 2007). En effet, Donagt al
(1994) ont étudié I'adsorption de la MC-LR sur ®paorts caractérisés par des volumes de
pores différents et concluent a la plus grandecatfté des charbons actifs mésoporeux.

Cependant, il n’existe que trés peu de donnéesecoaut les autres cyanotoxines.

D’autre part, la qualité de l'eau est également faateur déterminant dans le
rendement d'adsorption des cyanotoxines (Doeatal, 1994 ; Bernazeaet al, 1995 ;
Drikas et al, 2001a ; Duguet, 2001 ; Huaeg al, 2007). Afin d’illustrer ce phénomene de
compétition avec la matiére organique, Lambettal (1996) ont tracé 3 isothermes
d’adsorption de la MC-LR :

» Dans une eau ultra pure avec un charbon actifeierg

« Dans une eau ultra pure avec un charbon actif gdskshent utilisé pendant 5

mois en production d’eau potable

« Dans une eau prélevée sur une installation de ptiodu d'eau de
consommation (en amont d’un lit de charbon acti§eain) avec un adsorbant

vierge

En comparant ces isothermes illustrées sur la dig@®2, on remarque une nette
diminution de la capacité d’adsorption lorsque Upport est préalablement charge, ainsi
gu’en cas de compétition avec la matiere organigumsuite, lors de la présence de matiére
organique dans le milieu ou sur I'adsorbant, lethisrmes présentent une cassure. Landtert
al. (1996) n'expliquent pas cette observation maischeent que traiter des eaux contenant
moins de 0,15 pg/L de MC-LR demandera une quamtipbrtante d’adsorbant. En effet, en
dessous de cette valeur, la quantité de toxinerbésgar unité de masse de charbon actif

diminue fortement.
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Figure 22 : Isotherme d'adsorption de la MC-LR en ea ultra pure sur du charbon actif vierge (a), en ea
ultra pure sur du charbon actif préchargé (b), en ompétition avec la matiére organique sur du charbon
actif vierge (c) (Lambertet al., 1996)

Sous réserve d'un support adapté et non satudsoalption sur charbon actif offre
donc la possibilité de retenir une partie des teiaxtracellulaires. Néanmoins, en raison de
la difficulté a retenir des quantités inférieure8,85 ug/L, ce type de traitement ne peut étre
considéré comme une alternative suffisante. Cepgnidiérouve parfaitement sa place au sein

d’'une approche multibarrieres incluant par exemiple étape de filtration membranaire.

3.2.4. La filtration membranaire

Selon le type de membrane utilisée, la filtrati@suae aussi bien la rétention des

cyanobactéries que de leurs toxines.

Du point de vue de la rétention des cellules, lardfiltration et 'ultrafiltration sont
des traitements trés efficaces car elles sont caspeent adaptées aux particules comprises
entre 0,1-10um et 0,01-0,1um. Par exemple, powwteade ces membranes, une étude de

Chow et al (1997) met en évidence la rétention de plus de%®8des cellules de

76



M. aeruginosaUne étude de Drikast al (2001a) aboutit également a des résultats shedai
guelque soit le mode de filtration (frontale ougentielle). Cependant, I'inconvénient majeur
de ce type de procédé réside dans le phénomerdrdatage car celui-ci pourrait engendrer
la lyse des cyanobactéries. Toutefois, les dommegjagaires semblent limités. En effet, lors
du rétrolavage des membranes, Drikasl (2001a) ne constatent pas de mortalité cellulaire
et moins de 5 % des cellules e aeruginosasont endommageées. De plus, dans chacune des
études, aucune toxine n'a été détectée dans leéperf@howet al, 1997 ; Drikaset al,
2001a).

Du point de vue de la rétention des toxines, keftité des traitements membranaires
dépend largement du type de membrane et de I'eneon@mt stérique de la molécule
(Duguet, 2001). En effet, seules les membranesld®uil de coupure est inférieur & 200 Da
semblent adaptées (Hitzfedd al, 2000). La nanofiltration et 'osmose inversdichiant des
rendements de 96 % a 99 % pour la rétention de@alLM®, sont donc les techniques les plus
appropriées (Hrudegt al, 1999 ; Lawtoret al, 1999b ; Duguet, 2001 ; Teixeira et Rosa,
2005 ; Teixeira et Rosa, 2006). En pratique, leiseran ceuvre est relativement lourde et leur

fort pouvoir rétenteur peut demander une remingatibn ultérieure de I'eau.

Bien que peu de données soient disponibles, laatfdh membranaire semble
représenter une technique de choix pour I'élimgraties cyanobactéries et de leurs toxines.
Cependant, méme si les premieres études semblentante contraire, la crainte principale

reste la libération de toxines lors du colmatagerdembranes.

3.2.5. La biodégradation

La biodégradation peut étre un procédé maitriséege un support sur lequel se
développe un micro-organisme spécifiguement sélecé pour sa capacité a dégrader un
polluant précis. Dans le cas des cyanotoxinesiodélgradation est généralement associée a
I'adsorption sur charbon actif ou a la filtrationr ssable (Newcombe et Nicholson, 2004 ;
Bourneet al, 2006 ; Heet al, 2006b ; Heet al, 2007 ; Katcet al, 2007 ; Wangpt al, 2007).

En effet, aprés une période de latence et d’actdition, le CAG et le filtre & sable
peuvent servir de support au développement dediadsse autochtone. Dans certains cas,
celle-ci se réveéle alors capable de dégrader les.@@r exemple, en faisant percoler une eau
dopée a 16ug/L d'un mélange de MC-LR et MC-LA surctiarbon actif en usage depuis 6

mois sur une installation de production d’eau pletaiNewcombe et Nicholson (2004)
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n'observent la présence de toxines dans le perquatpendant les 16 premiers jours. La
toxine est ensuite totalement transformée duranjpidfs. Lorsque le CAG est stérilisé, la
biodégradation cesse et la toxine est a nouveagtdétdans le perméat.

De la méme maniere, Miller et Fallowfield (2001)tomis en évidence la
biodégradation des MCs sur un sol sableux en dépd€amL de MC-LR et de MC-LA a
0,75 mg/L sur 2 échantillons contenant 53 % et 8de%sable. En effet, respectivement aprés
16 et 10 jours d’incubation a 20°C et a I'obscyriégé MCs sont totalement transformées.

Avec l'isolation de micro-organismes responsablesadtransformation des MCs (Ho
et al, 2007), la biodégradation représente une peligpeabvatrice pour I'élimination des
cyanotoxines. Cependant, il n’est pas certain guglection biologique permette a de telles
especes de se développer sur chaque filtre de ehaspallation. De plus, la biodégradation
ne semble pas avoir été mise en évidence pouryde®ioxines autres que les MCs, et les
sous-produits générés sont encore peu connus. deéquent, un tel procédé ne doit
représenter qu’'un maillon d'une approche multigaes privilégiant la rétention des

micropolluants a leur dégradation.

3.2.6. L'irradiation UV

Dans la filiere de production d’eau alimentair@rddiation UV est utilisée en raison
de ces propriétés désinfectantes car I'énergieaglannement déstabilise I'ADN et inactive
les virus et autres micro-organismes pathogenegpr@medé physique étant placé en fin de
traitement des eaux, son effet sur les cellulesydaobactéries n’a pas été étudié car celles-ci
ont déja été retenues lors des étapes précéd€dpendant, l'irradiation UV a également
pour effet d’'induire la dégradation de certainsnopolluants tels que les cyanotoxines.

Selon Tsujiet al. (1995), en raison de leur maximum d’absorpti@#@ nm, les MCs
devraient étre sensibles aux rayonnements des $ardpke émettant généralement a une
longueur d’onde voisine. En effet, lors d’une exgdce réalisée sur 40 pug/L de MC-LR dans
I'eau ultra pure, Rositano et Nicholson (1994) ment qu'apres 5 minutes et 20 minutes
d’'une irradiation de 1200 uW/éa 254 nm, la toxine est respectivement transforing@ %
et 90 %.

Tsuji et al (1995), obtiennent alors des résultats similagrdaide d’'une solution de
MC-LR a 10 mg/L dans I'eau ultra pure. Néanmoilssmontrent que la transformation de la

toxine est fonction de l'intensité de lirradiatiooomme Tlillustre la figure 23. En effet, le
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taux de transformation de la MC-LR passe de 60 98Gminutes a 100 % en 10 minutes

lorsque l'intensité de I'irradiation augmente d& 14W/cnf & 2550 pW/crh
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Figure 23 : Transformation de la MC-LR par irradiat ion UV (Tsuiji et al., 1995)

Les composeés resultant de lirradiation de la MC-E&aient principalement des
isomeéres de la toxine formés par la modificationlaleonformation du groupement Adda
(Tsuji et al 1995). De plus, ceux-ci se révélent non toxidoes de la mise en ceuvre du test
d’inhibition de la protéine phosphatase. Par come@q l'irradiation UV (encore peu utilisée
en France) semble étre un procédé prometteur. @aptren raison du temps d’irradiation
nécessaire et du manque de données concernanffebeue les métabolites autres que les
MCs, en |'état actuel des connaissances ce traiteakli seul ne peut garantir une protection

suffisante contre les cyanotoxines.

3.2.7. L'ozonation

L'ozone est parfois utilisé en production d’eaurantaire afin de réaliser une pré-
oxydation de la matiére organique ou comme agesinfi&tant. Dans le premier cas,
'ozonation conduit a la lyse des cyanobactériesdenc a la libération des toxines
intracellulaires (Haret al, 1997). Cependant, afin de transformer les taxmesi libérées,
une dose d’oxydant supérieure a 1 mg/L est nécesgositano et Nicholson, 1994 ; Hatt
al., 1997). Or, en raison de la forte demande en®rontéte de traitement, la transformation

efficace des toxines ne peut étre garantie.
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Dans le cas d'une désinfection de I'eau par I'ozdaedemande en oxydant est
nettement plus faible en raison de la charge ogg@nréduite de I'eau. L'ozonation assure
alors une transformation efficace des cyanotox{h&sholsonet al, 1993 ; Rositano 1996 ;
Nicholson et Rositano, 1997). Par exemple, en gpalit 0,071 mg/L d’ozone a 155 pg/L de
MC-LR, Rosinato et Nicholson (1994) observent Igrdéation de 99 % de la toxine en 15
secondes. Une publication récente de Rodrigateal (2007c) met alors en évidence la
constante cinétique apparente de 3 cyanotoxineslagu ultra pure & pH 8 : 4,1 x°11 s
pour la MC-LR ; 3,4 x 10M™s™ pour la CYL et 6,4 x TOM™s* pour 'ANTX-a. D’autre
part, Rositano et Nicholson (1994) montrent que diase d'ozone nécessaire a la
transformation des cyanotoxines augmente avec IB @fais concluent qu'un résiduel de
0,05 mg/L d’oxydant garantit 'absence de ces naigds toxiques dans I'eau traitée.

Les produits d’ozonation des toxines demeurentrinas, mais une consommation de
8 moles d’oxydant par mole de MC-LR dans l'eauvaufiure (Shawwa et Smith, 2001) laisse
supposer des réactions complexes. Selon Lawtorokér®on (1999b), I'ozone agirait sur
une des doubles liaisons du groupement Adda dadaaystine selon le mécanisme illustré
sur la figure 24. De leur coté, Haragkaal (1996) rapportent la formation d’acide 2-méthyle-
3-méthoxy-4-phénylbutyrique (noté MMPB) comme prdéesur la figure 25.
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Figure 24 : Action de I'ozone sur le diene conjuguées MCs (Lawton et Robertson, 1999b)
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Figure 25 : Formation de I'acide 3-méthoxy-2méthylelphénylbutirique (Harada et al., 1996)
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Enfin, I'ozonation des MCs semble associée a umaindition de la toxicité
(Nicholson et Rositano, 1997 ; Hitzfedd al, 2000 ; Duguet, 2001). Par exemple, des souris
exposées par voie i.p. a un échantillon contendnis3a dose Iétale de MC-LR meurent dans
un délai de 2 heures, mais aucune mortalité animast constatée avec les échantillons
ozonés (Brookest al, 2006). De plus, des résultats similaires som¢rls avec la mise en
ceuvre du test d’inhibition de la protéine phosptat®ar conséquent, bien que relativement
peu employée, la désinfection a 'ozone sembleésspter une protection efficace contre le

risque lié aux cyanotoxines dans I'eau.

3.2.8. La chloration

En production d’eau potable, le chlore peut étrgpley@ afin de réaliser une pré-
oxydation de la matiere organique en téte de tretd. Cependant, ce procédé n’est pas
recommandé lors de la présence d’'un bloom dans beate car il aboutit a la lyse des
cyanobactéries et a la libération des toxines éethalaires (Dalyet al, 2007). De plus, la
préchloration induit la formation de nombreux spugduits toxiques tels que les
trihalométhanes (THMs) et tend a disparaitre. Hatefes contraintes réglementaires liées
aux THMs (maximum fixé a 100 pg/L directive europée 98/83/CE du 3 novembre 1998)
interdisent de fait cette pratique.

En revanche, le recours au chlore pour la désiofeale I'eau de distribution est
systématique en France. De plus, ce procédé trpandé a pour conséquence la
transformation des micropolluants. Pour cette rgis® chloration des cyanotoxines est donc
le théme central de cette thése. L'état de l'athilé a ce sujet sera alors développé de

maniere spécifique au sein de la section suivante.
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4. COMPORTEMENT DES CYANOTOXINES VIS-A-VIS DU
CHLORE

Le chlore ou ses dérivés sont fréquemment utiléggés d’assurer la désinfection de
'eau potable. Malgré la production de sous-praduie désinfection (SPDs) tels que les
THMSs, la chloration représente un progres majensda traitement de I'eau et la protection
de la santé publique. En effet, le chlore assumekiruction ou I'inactivation de nombreux
micro-organismes pathogénes. De plus, sa rémararele réseau de distribution prévient
I'apparition de maladies d'origine hydrique (Gatabrchev, 1996). En raison de la forte
réactivité du chlore, Il'utilisation de ce réactibrome désinfectant induit également la
transformation d’'un certain nombre de micropollsanels que les pesticides ou les
cyanotoxines. Les SPDs généreés et leur toxiciténtiglle doivent donc étre examinés avec

attention.

En France, la chloration de I'eau alimentaire éstégalement réalisée par addition de
chlore gazeux (G) ou d’hypochlorite de sodium (NaOCI). Cependaatiains pays préeferent
recourir a d'autres formes d’oxydants tels que lexybe de chlore (Clg ou la
monochloramine (NLCI) afin de limiter la formation de SPDs indésietlcomme les
THMs. En pratique, la substitution électrophile kg fonctions amine est la réaction la plus
attendue avec le chlore, mais celui-ci réagit égatg avec les composés organiques selon

d’autres mécanismes (Deborde et Von Gunten, 2008).

4.1. Propriétés et reactivité du chlore en solutioagueuse
4.1.1. Propriétés du chlore en solution agueuse @éfinitions

Lorsque le chlore gazeux (flest introduit dans l'eau, il se dismute pour demde
I'acide hypochloreux (HOCI) et de I'acide chlorhigire (Saunier et Selleck, 1979). L'acide
hypochloreux ainsi obtenu est un acide faible guilissocie alors en hypochlorite (QICEN
fonction du pH, le chlore en solution aqueuse estcdoujours un équilibre entre les formes
Cl,, HOCI et CIO.
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En raison de sa plus grande capacité a altéreelgses vitaux vulnérables des micro-
organismes, HOCI est le composé le plus actif peoutésinfection des eaux. C’est pourquoi
on le nomme également « chlore libre actif ». Qu@aluf, I'ion hypochlorite est moins réactif
et octroie au chlore une certaine rémanence. Endidce a I'équilibre établi entre Cl@t
HOCI, les ions hypochlorite en solution compenséat consommation de l'acide
hypochloreux. Pour cette raison, Iion hypochloriet également appelé « chlore libre
potentiel ». Le « chlore libre » est alors défioimeme la somme du « chlore libre actif » et du

« chlore libre potentiel ».

Apres réaction avec certains composés présents ldanslieu, le chlore peut se
combiner a des structures minérales ou organiguasfraction de chlore pouvant étre
déplacée par I'iodure Jla pH 4 est appelée « chlore combiné ». On dédinits le « chlore

total » comme la somme du « chlore libre » et dhlere combiné ».

4.1.2. Réactivité du chlore en solution aqueuse

En solution aqueuse, le chlore est un composé piilsiee de réagir avec de
nombreuses fonctions et selon divers mécanismesmi@ns les réactions les plus attendues

sont les susbtitutions sur des fonctions azotées.

4.1.2.1. Réactivité sur les fonctions azotées

Le chlore réagit avec les amines minérales partisutisn des atomes d’hydrogene
des chloramines. Le nombre des substitutions augmemec le ratio molaire R =
[HOCI]J/[NH 3] pour former respectivement la mono, di et tricatoine (Jafvert et Valentine,
1992). En présence d’'un exces de chlore, les ahioes minérales sont progressivement

transformées en diazote et en ions chlorure.

De la méme maniere, le chlore libre réagit suraesnes organiques pour former la
mono ou dichloramine organique. Cependant, dasadales acides aminés, la dichloramine
obtenue subit alors une décarboxylation donnantdida formation d’'une imine (Hureilet
al., 1994). Selon le mécanisme illustré sur la figRée celle-ci est ensuite transformée en
aldéhyde ou en nitrile.

Les acides aminés assemblés en peptide semblens mézctifs que lorsqu’ils sont
sous forme individuelle (Hureilat al, 1994). En effet, 'union de deux acides amingésyme

liaison peptidique altere la fonction amine de ldientre eux, inhibant ainsi le mécanisme
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classique de réaction avec le chlore présentéladigure 26. Toutefois, méme si la liaison
peptidique résiste a la chloration (Nightingateal, 2000), les peptides réagissent avec le
chlore par l'intermédiaire de la chaine carbonéeatides aminés qui les composent (Hureiki
et al, 1994).
I\IIHz
R-CH-COOH
2 HOCI

2 H20

I}IC!:
R-CH-COOH

02, HCl1

Ii\lICI
R-CH

H2Q Zwo
NH2Cl HCl
NH2Cl
i
R-(? H R~-CN

Figure 26 : Mécanisme classique de réaction du chiavec les acides aminés (Hureilet al., 1994)

4.1.2.2. Réactivité sur les composés organiquebatiques

D’un point de vue mécanistique, des réactions dtemdde chlore peuvent avoir lieu
sur les liaisons insaturées C=C via le transferhdon CI suivi d’'une hydroxylation (Morris,
1978). Cependant, en raison des faibles constdeteéaction, ce phénomene ne devrait pas
étre observé dans des conditions classiques dentet d’eau, a moins que la double liaison

ne soit activée par un groupement donneur d’élestro

Selon Deborde et Von Gunten (2008), la réactivite cthlore avec les fonctions
oxygeéneées est généralement limitée. Tout d’abesdatides se révelent en effet d’'une grande
stabilité vis-a-vis du chlore. Puis, dans le cas aldéhydes et des cétones, la chloration se
traduit par une réaction de substitution sur lebcae eno du groupement carbonyle
conduisant a la formation d’acétate et de chloror(Roberts et Caserio, 1968 ; Morris,
1978 ; Doré, 1989). Enfin, la réaction du chloreales alcools est trés lente mais ceux-ci
peuvent néanmoins étre oxydés en composés carBpigsdéalcools primaires et secondaires
formant respectivement des aldéhydes et des cé{Boéegrts et Caserio, 1968).
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4.1.2.3. Réactivité sur les composés organiquesatigues

Le chlore réagit principalement sur les cycles atnoes par substitution électrophile
en positionortho ou para d’'un substituant R (Roberts et Caserio, 1968 ;dbed et Von
Gunten, 2008). La nature de ce dernier influencesal vitesse de réaction. En effet, un
groupement R donneur d’électrons augmente la demdt charge du cycle aromatique

conduisant a une réaction de substitution plusieapi

En revanche, dans le cas de composés aromatiqlyey@imjues, les liaisons C-C ne
posseédent pas toutes une densité d’électron identldne réaction avec le chlore au travers
de mécanismes de substitution ou d’addition poumés des liaisons C-OH, C=0 et C-ClI

devra alors étre envisagéee (Oydemal, 1983).

Enfin, en raison d’'une structure électronique mim&culaire plus complexe, I'action
du chlore sur les composés hétérocycliques est giffisile a estimer et des réactions de

substitution, d’addition ou d’oxydation sont propes (Doré, 1989 ; Lin et Carlson, 1984).

4.2. Réaction du chlore avec les cyanotoxines
4.2.1. Réaction avec les microcystines et les noalihes

Bien que les MCs et les NODs soient deux famillesyhnotoxines dégradables par le
chlore, les travaux de recherche portent majoeitaént sur la premiére et en particulier sur la
MC-LR.

4.2.1.1. Réactivité avec les toxines

Plusieurs études rapportent que l'efficacité dedgradation des MCs et des NODs
par le chlore dépend largement des conditions éwrpétales (Nicholsoret al, 1994 ;
Newcombe et Nicholson, 2004 ; Xagoraraki al, 2006). Ainsi, Hitzfeldet al (2000)
indiquent que la nature du composé chloré emplayé pffecter la transformation de ces
toxines. Par exemple, en traitant un extraiierocystispendant 30 minutes avec une dose
de chlore de 5 mg/L, Nicholsoet al (1994) observent que la concentration en toxines
diminue de 95 % avec le chlore gazeux et 'hypadtdale calcium mais seulement de 80 %
avec I'hypochlorite de sodium. Cependant, ces t@sutlevraient plutot étre attribués a I'effet
du pH car les solutions de NaOCI sont trés alcalii@uant a elle, la monochloramine ne

montre aucun effet significatif sur les MCs mémeeapplusieurs heures de contact, ce qui
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peut étre expliqué par son pouvoir oxydant plubléague celui des composés chlorés déja
mentionnés (Nicholsoat al, 1994 ; Acercet al, 2005). De la méme maniére, le dioxyde de
chlore réagit avec la MC-LR mais sa faible con&taacinétique le rend inapproprié a
I’élimination des cyanotoxines en production d’edimentaire (Kullet al, 2004 ; Rodriguez

et al, 2007c¢).

Afin d’étre efficace, la chloration des MCs doitetréalisée a un pH inférieur & 8
(Nicholsonet al, 1994 ; Acercet al, 2005 ; Xagoraraket al, 2006). En effet, la vitesse de
transformation de la MC-LR diminue trés fortemanrstjue le pH augmente de 4 a 9, comme
le montre la figure 27 (Aceret al, 2005). Cela s’explique en partie par la spémmtiu
chlore car 'augmentation du pH induit la transfatimn de HOCI en CIQune espéce moins
réactive.

1000
< 1004 TR
Tm ED
=
g
m
= 10 \u
1 : : : : :
4 5 & 7 8 g 10

pH
Figure 27 : Influence du pH sur la cinétique de réetion de la MC-LR avec le chlore (Acercet al., 2005)

La dose de chlore est également un parametre igiu la transformation des MCs.
En effet, lors de la chloration de la MC-LR la ciamte cinétique de pseudo premier ordre k
déterminée selon I'équation 1 augmente avec le matilaire [chlore]/[toxine] R (Aceret al,
2005 ; Xagorarakiet al, 2006). Par exemple, k augmente de 3,530 & 16,2*10° s’
lorsque R passe de 21 a 89. De plus, ktilal (2006) indiquent gu’afin de transformer
efficacement les toxines, la dose de chlore ap@égen traitement d’eau doit permettre de
satisfaire la consommation de réactif associée @rdaence des autres matieres organiques
naturelles (MON) dans I'échantillon. Pour cettesoa, il est généralement admis que la
concentration en MCs est efficacement réduite giHeest maintenu en dessous de 8 et
gu’'une concentration résiduelle en chlore libreOj® mg/L est assurée aprés 30 minutes
(Nicholsonet al, 1994 ; Hitzfeldet al, 2000 ; Newcombe et Nicholson, 2004).
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toxin
LnlOXNG: _ (1)
[toxind,
Ou [toxine], [toxine], k et t représentent respectivement la conceoira&tn toxine au temps t
(exprimée en M), la concentration initiale en texiexprimée en M), la constante cinétique

de pseudo premier ordre (exprimée éh,de temps de contact (exprimé en s).

D’autre part, Heet al (2006a) ont mis en évidence que les 4 variantd@s les plus
fréquents possedent une réactivité différente : YRC> MC-RR > MC-LR > MC-LA. Ces
résultats impliquent donc que les MCs réagisseat d& chlore selon la réactivité de leurs
acides aminés variables. Par conséquent, certainants encore non étudiés pourraient

s’avérer potentiellement résistants a la chloration

4.2.1.2. Identification des sous-produits formés

La chloration transformant efficacement les MC&NE&Ds, l'identification des sous-
produits formés est d’une grande importance afincdetribuer a I'estimation du danger
résiduel pour le consommateur d’eau. Cependant|s@as de la MC-LR semble avoir été

étudié et deux sous-produits ont été identifiés.

Le premier sous-produit a été caractérisé commeligdroxy-microcystine. En
chlorant la MC-LR avec un ratio molaire [chlorejfine] R égale a 2 et en analysant les
échantillons par chromatographie liquide couplée spectrométrie de masse (LC-MS), Tsuji
et al (1997) observent 4 isoméres associés au rappassercharge (m/z) 1029, comme
illustré sur la figure 28. La différence de 34 ésitle masse atomique (u.m.a.) par rapport a la
MC-LR (m/z 995) est cohérente avec un composé dauie CgH7eN100:14. Celui-ci serait
alors formé par addition de chlore sur la douldéstin du diéne conjugué de la toxine suivi
d’'une hydrolyse. De plus, considérant que le diéojugué est a I'origine du maximum
d’absorbance a 240 nm de la MC-LR, son altératemnlg mécanisme présenté sur la figure
29 est cohérente avec l'absence du méme maximutsatance pour la dihydroxy-

microcystine (Tsujet al, 1997).

Le second sous-produit a été observé pour un rapparde 1047 en placant la MC-
LR au contact du dioxyde de chlore (Ketlal, 2004). Considérant alors une différence de 18
u.m.a. par rapport au sous-produit précédent, &ul (2004) identifient ce composé comme

la forme hydratée de la dihydroxy-microcystine.
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Figure 28 : Observation de 4 isoméres associés azh029 aprés chloration de la MC-LR (Tsujiet al., 1997)
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4.2.2. Réaction avec la cylindrospermopsine
4.2.2.1. Réactivité avec la toxine

Plusieurs études ont établi la vulnérabilité d€WL vis-a-vis du chlore (Senogles
al., 2000 ; Bankeet al, 2001 ; Newcombe et Nicholson, 2004 ; Rodrigaeal, 2007b).
Une diminution significative de la concentrationterine a en effet été rapportée, mais divers

facteurs influencent la réaction.

Afin d’augmenter l'efficacité de la chloration, laource de chlore doit étre
soigneusement choisie car des meécanismes réadsomiiféerents induisent de fortes
disparités dans la cinétique de dégradation dexia¢. Par exemple, la demi-vie de la CYL
est de 1,7 minute en présence d’acide hypochlarenite plus de 14 heures avec le dioxyde
de chlore (Rodrigueet al, 2007c). De la méme maniére, méme si la moncaimiore réagit
avec la CYL (Bankeet al, 2001), la constante cinétique de la réaction2d80 fois plus
faible qu’avec HOCI dans les mémes conditions (Ruehzet al, 2007b).

Le pH et la température sont également des facéeprendre en considération afin de
garantir une transformation optimale de la CYL. égpravoir chloré un extrait de
C. raciborskii Senogle®t al (2000) concluent que la dégradation de la CYLréduite a pH
inférieur a 6. Cependant, d’autres études conclgeatle pH doit étre maintenu a 7 car des
valeurs supérieures diminueraient la transformadi®a toxine, comme illustré sur la figure
30 (Rodriguezt al, 2007b et 2007c). De plus, Rodrigetal (2007b) rapportent également

gue la cinétique de réaction double lorsque la &ratpre augmente de 10°C a 30°C.

10000

1000

100 4

Kappr M7

3 4 b= B 2] g 0
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Figure 30 : Influence du pH sur la cinétique de réetion de la CYL avec le chlore (Rodriguezt al., 2007b)

D’autre part, la dose d’oxydant doit également &jtestée de maniére a satisfaire la
demande en chlore de la MON autre que la CYL (Rupedet al, 2007b et 2007c).
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4.2.2.2. Identification des sous-produits formés

Les recherches menées sur la CYL ont conduit artification de 2 sous-produits de
chloration : la 5-chloro-cylindrospermopsine etite cylindrospermopsique (Banker al,
2001 ; Senogles-Derhaet al, 2003 ; Rodrigueet al, 2007c).

La 5-chloro-cylindrospermopsine est principalemebservée pour un ratio molaire
[chlore]/[CYL] R égal & 1. Comme le montre la figu8l, ce composé de 449 Da est formé
par la substitution d’'un atome d’hydrogene par tama de chlore sur le groupement uracile.
Bankeret al (2001) ont également établi que le spectre U\ta@gremier sous-produit se
caractérise par deux maxima d’'absorbance a 196 &g respectivement associés a des

coefficients d’extinction molaire de 11600 et 4406hol/cm.

0,80
Cylindrospermopsine

H,C

"0,50

5-chloro-
cylindrospermopsine

"0,50

Acide cylindrospermopsique

H,C

Figure 31 : Formation des sous-produits de chloratin de la CYL (Bankeret al., 2001 ; Merelet al., 2010)
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L'acide cylindrospermopsique, quant a lui, a égnidié pour un ratio molaire R égal
a 2 (Bankeet al, 2001). Comme le présente la figure 31, ce sesond-produit de 349 Da
est probablement formé par fragmentation du gro@memracile lors de la chloration de la 5-
chloro-cylindrospermopsine évoquée précédemment. s€eond sous-produit est alors
caractérisé par un maximum d’absorbance a 195 rmmoc@sa un coefficient d’extinction
molaire de 10500 L/mol/cm (Banket al, 2001).

Cependant, de nouvelles recherches semblent né&essafin d’explorer les sous-
produits formés avec un ratio molaire R plus imgoatrt En effet, en production d’eau potable,
la concentration en CYL dans I'eau brute varie glelment entre 1 et 10 pg/L (Falconer et
Humpage, 2006) et la chloration laisse généralememésiduel de 0,5 mg/L de chlore libre,
donc un ratio molaire [chlore]/[[CYL] d’au moins 298eut étre attendu. De plus, il est
envisageable que les sous-produits de la CYL ifiéatprécédemment puissent encore étre

transformés par le chlore au travers de réactiersubstitution sur leurs liaisons N-H.

4.2.3. Réaction avec les autres cyanotoxines

Nicholsonet al (2003) ont étudié la chloration de quelques vdsiade STXs et
concluent a leur transformation efficace sous owta conditions de pH. En effet, la
transformation des toxines augmente de 20 % a 988que le pH passe de 4 a 9, mais la
réactivité des STXs varie également selon le vagardié. Cependant, les sous-produits issus

de la réaction n’ont pas été recherchés.

Rodriguezet al (2007b et 2007c) ont montré une faible réactigdgd’ ANTX-a vis-a-
vis du chlore, ce qui a probablement découragélae amples recherches sur cette toxine.
Quant a elle, la chloration de 'ANTX-a(s) ne seephs avoir été étudiée. En conséquence,

aucun sous-produit de chloration n’a été rappaoté fa famille des ANTXs.

Enfin, le comportement des autres cyanotoxinelestejue les dermatotoxines, vis-a-

vis de chlore ne semble pas avoir fait I'objet dk.

4.3. Toxicité du milieu aprés chloration des cyanokines

La transformation d’'un composé toxique a travershi@ration ou tout autre procédé
n’implique pas nécessairement la perte totale otigia de la toxicité du milieu. En effet, si

la transformation n’intervient pas sur la partielaanolécule responsable de la toxicité, les
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sous-produits peuvent étre tout aussi nocifs queoteposé initial. Par conséquent, afin de
vérifier que la transformation des cyanotoxines lpachloration ne provoque pas d’effets

néfastes pour le consommateur d’eau, des testsxibité doivent étre entrepris sur le milieu

chloré.

4.3.1. Cas des microcystines et des nodularines

La toxicité des MCs chlorées a fait I'objet de phuss études (Tableau 4) dont une
incorporant les NODs (Nicholsoet al, 1994). Tandis que les études les plus anciennes

examinent le taux de mortalité et les lésions hgpas chez la souris, les études les plus

récentes se basent sur le test enzymatique d'tidrilde la protéine phosphatase.

Tableau 4 : Synthése des travaux relatifs a la toxié des cyanotoxines chlorées (Meret al., 2010)

Toxines

Conditions de chloration

Tests de toxicitéemployés

Toxicité post-chloration

Références

Microcystines

Extrait deM. aeruginosa

molaires [chlore]/[toxine]

traité avec différents ratios

Essais sur souris
(injection i.p.)

D

Hépatotoxicité plus faible,
corrélée avec la MC-LR

résiduelle

Nicholsonet al,
1994

Ratio molaire
[chlore]/[toxine] = 2
dans de I'eau ultra pure

Test d’inhibition de la

protéine phosphatase

(réalisé sur des sous-
produits isolés)

Toxicité 100 fois plus

faible qu'avec la MC-LR

initiale

Tsuji et al, 1997

Essais sur souris
(injection i.p. de sous-
produits isolés)

Pas d'effet toxique
observable

Tsuji et al, 1997

Ratio molaire

dans de 'eau ultra pure

[CIO)/[toxine] = 340 ; 680

Test d'inhibition de la
protéine phosphatase
(réalisé sur le mélange d
sous-produits)

e

Toxicité plus faible,

corrélée avec la MC-LR

résiduelle

Kull et al., 2004

Ratio molaire

[chlore]/[toxine] proche de

Test d'inhibition de la
protéine phosphatase

Toxicité plus faible,

corrélée avec la MC-LR

Rodriguezt al,

Cylindrospermopsin

2 dans de I'eau ultra purg

produits isolés)

25 dans de I'eau ultra pure (réalisé sur le mélange de . 2008
, ; résiduelle
et de I'eau de surface sous-produits)
[chlorg/a[ltté?(ir:g]li::gche de (injEeifi?)ﬁ ¥ ; 'dosous. | Pasdeffettoxique | Bankeretal,
N observable 2001

Chloration de toxine
Epurifiée et d’'un extrait d€.
raciborskii
(ratio molaire
[chlore]/[toxine] non
spécifié)

Essais sur souris

contenant le mélange de
sous-produits pendant 9
et 170 jours)

Pas d'incidence sur le tal
de cancer, mais plus dg
(administration orale d'eau  40% des souris méales

souffrent d'atteintes

D hépatiques aprés ingesti

de I'extrait cellulaire
chloré

Senogles-Derhan

et al, 2003
n

Saxitoxines

Chloration d’un extrait dA.
circinalis contenant de la
STX et ses dérivés
(ratio molaire
[chlore]/[toxine] non

spécifié)

Essais sur souris
(injection i.p. du mélangs
de sous-produits)

Pas de toxicité aigué
observable

Nicholsonet al,
2003

=]
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La transformation des MCs et des NODs par la chitorvasemble induire une
diminution de la toxicité du milieu. En effet, Nmlsonet al (1994) rapportent que, apres
chloration, les extraits d®l. aeruginosaet deN. spumigenaontenant respectivement des
MCs et des NODs (variants non précisés) ne monphkrst de signe d’hépatotoxicité. Par
exemple, 6 heures apres l'injection du milieu ollpar voie i.p., les souris ne souffrent pas
de l'augmentation du volume du foie caractéristigiene intoxication par ces toxines. De
plus, la chloration semble également réduire laacié$ du milieu a inhiber la protéine
phosphatase (Rodriguetal., 2008). Enfin, des résultats similaires ont diteous a partir du
dioxyde de chlore (Kulkt al, 2004).

Les résultats présentés dans le tableau 4 sontresubéavec I'altération du
groupement adda, considéré comme étant a l'origgnka toxicité (An et Carmichael, 1994 ;
Tsuji et al, 1997 ; Dawson, 1998). Cependant, si les cyammsxchlorées ne sont plus
hépatotoxiques, elles pourraient néanmoins agir lsurautre organe cible et selon un
mécanisme différent. Par conséquent, afin d'apgrééé danger potentiel pour le
consommateur d’eau, il semble nécessaire d’entndpegede nouveaux tests permettant

d’appréhender la toxicité du milieu chloré de memi@oins spécifique.

4.3.2. Cas de la cylindrospermopsine

Tout comme pour les MCs et les NODs, la chloratienla CYL semble réduire la
toxicité du milieu. Bankeet al (2001) indiquent que la 5-chloro-cylindrospermiopset
I'acide cylindrospermopsique ne sont pas toxigieseffet, la Dlgo de ces produits estimée 5
jours aprés injection par voie i.p. sur des sosiwére supérieure a 10 mg/kg contre 200
png/kg pour la toxine initiale. Cependant, Senof@eshamet al (2003) rapportent une
augmentation du poids des souris males ainsi geidééd®ns hépatiques apres ingestion d’un

extrait deC. raciborskiichloré.

La diminution de la toxicité observée par Ban&ernl (2001) est cohérente avec une
altération du groupement uracile considéré commet &t I'origine du potentiel toxique de la
CYL. Cependant, les lésions hépatiques révéléebapdire étude nécessitent la réalisation de
tests complémentaires afin de mieux connaitre lgelapotentiel pour le consommateur

d'eau.
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4.3.3. Cas des autres cyanotoxines

Selon plusieurs travaux, la chloration des STXskdeméduire la toxicité du milieu
(Newcombe et Nicholson, 2002 ; Nicholsenal, 2003 ; Westrick, 2008). Nicholsaat al
(2003) rapportent en effet qu'une eau naturelleédopn toxines et chlorée pendant 30
minutes n’induit pas de toxicité aigué apres inggctpar voie i.p. sur des souris de 20
grammes. En effet, alors que les échantillons mborés causent la mort des souris en 8 a 16
heures, aucune mortalité de souris n'a été obseapéss chloration. Cependant, les données
disponibles ne prennent en considération que latalitér animale aprés une période
relativement courte. Or, les sous-produits de etilon des STXs pourraient agir selon une
toxicodynamique différente et plus lente. Par cqoeét, d’autres études devraient étre
envisagées afin de mieux caractériser le dangeukéSTXs chlorées pour le consommateur

d’eau.

D’autre part, TANTX-a ayant montré une faible réaité avec le chlore, la toxicité du
milieu apres la réaction n'a pas été prise en dénation. De la méme maniére, aucune

donnée n’est disponible pour les autres cyanotextae leur chloration n’a pas été étudiée.
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5. SYNTHESE ET OBJECTIFS DE LA THESE

L’étude bibliographique de la problématique desnojmactéries et de leurs toxines
dans l'eau indique clairement que de nombreux travastent a entreprendre, par exemple
sur la répartition géographique des efflorescerier®ffet, la majorité des études a été menée
dans les pays dits industrialisés mais le climatAénque ou en Amérique latine est
€galement propice a la formation de blooms potkenient toxiques. De plus, le probleme de
santé publiqgue causé par les cyanotoxines est @é@ckans ces zones ou les traitements
d’affinage de I'eau potable permettant de rédwredncentration en métabolites toxiques ne

sont pas tres développés.

L’identification et la caractérisation de la sturet des cyanotoxines restent des
champs d’investigation importants car il est prdbafu’un certain nombre de composés
potentiellement toxiques produits par les cyanopbgcdemeure inconnu. En effet, avec les
progres technologiques tels que la spectrométrimasse qui devient plus sensible et plus
précise, il est a prévoir que la liste des cyanotx identifiées continue de croitre. Par
exemple, un depsipeptide cyclique nommé hoiamideieht récemment d’étre identifié
comme une nouvelle molécule toxique produite paicomsortium de deux cyanobactéries
(Pereiraet al, 2009). De plus, le mécanisme de synthése eblke des cyanotoxines

requiérent également de nouvelles études.

Cependant, du point de vue de la santé publigirdedfogation majeure concernant
les cyanotoxines reste leur comportement au seidadgliere de production d’'eau de
consommation et en particulier face a la chloratiBn effet, comme décrit auparavant,
plusieurs cyanotoxines ou groupes de cyanotoxirmd sulnérables au chlore. Leur
transformation peut alors permettre de satisfair@glementation en vigueur selon les pays et
de ne pas dépasser la limite de 1 pg/L pour la NRCygréconisée par 'OMS, mais
I'incertitude demeure quant a la structure et Igicit® des sous-produits générés. Peu
d’études ont examiné la question et les résidustifitss aujourd’hui ne permettent pas une
réelle compréhension des mécanismes mis en jewpli3e il est difficile d’aboutir a une
estimation précise du danger pour le consommateéeaudcar les tests de toxicité
généralement mis en oeuvre se focalisent sur Vig&tdu composé initial sans envisager

I'hnypothése d’'une activité toxique différente apia@shloration.
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Les travaux de thése présentés dans ce mémoipoonbut de contribuer a protéger
le consommateur d’eau vis-a-vis du risque lié présence de cyanobactéries et de leurs
toxines dans I'eau brute. Devant I'impossibilité admsidérer 'ensemble des cyanotoxines,
'examen de différents criteres a permis de foealitétude sur deux hépatotoxines : la
microcystine-LR et la cylindrospermopsine. En eféets deux molécules font partie des rares
cyanotoxines pour lesquelles un standard est disigorDe plus, la microcystine-LR est le
métabolite de cyanobactérie le plus répandu danedax de surface et elle sert de base a de
nombreuses études ainsi qu'aux recommandations '@MSI D’autre part, la
cylindrospermopsine est une toxine émergente erodeuret suscite une préoccupation

croissante.

En considérant I'état des connaissances et lesinsesm terme de recherche, les

travaux de cette these se fixent trois objectifs :

> Caractériser les réactions de la microcystine-LBeeta cylindrospermopsine
avec le chlore par I'évolution de la concentratiles réactifs et celle du spectre

UV du milieu réactionnel.

> Identifier les sous-produits issus de la chloratiences deux toxines afin de
mieux comprendre les réactions mises en jeu etodeaitre les substances

auxquelles le consommateur d’eau est exposé.

> Estimer la toxicité du milieu chloré selon diveests moins spécifiques du
mode d’action de la toxine initiale que ceux misceavre au cours d’études

antérieures.

De plus, les diverses observations réalisées ats abel ces travaux de recherche
pourront étre utilisées afin d’améliorer le suiangaire des eaux alimentaires pour le

parametre cyanotoxine.
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1. MATERIELS

La section « matériels » s’articule autour de dearties présentant respectivement les
réactifs utilisés pour les expérimentations et laténiel employé pour l'analyse des

échantillons prélevés a divers états d’avancemeid dhloration des toxines.

1.1. Réactifs

1.1.1. Préparation des solutions meres de toxines

La MC-LR (N° CAS 101043-37-2) utilisée pour les éxmentations réalisées au
cours de cette thése est un composé standard asplértir d’'un bloom deMicrocystis
aeruginosafourni par la société Alexis Biochemicals. La M®@-Lcertifiée pure a plus de
98 % se présente alors sous forme d’'un film satml@enant 1 mg de toxine inséré dans un
flacon en verre. Afin de limiter la manipulation droduit, la solution mere de MC-LR a 250
mg/L (soit 250 pM) est préparée en solubilisariblane dans 4 mL de méthanol (la limite de
solubilité étant de 2 mg/mL) ajoutés directemenisdée flacon commercial. Celle-ci est
ensuite stockée a I'obscurité, a 4°C pour unesatiibn sous 48 heures ou a -20°C pour une
conservation a long terme. Toute manipulation idtée de la toxine est alors réalisée
exclusivement a l'aide de seringues et de récipiemt verre afin d'éviter les pertes par
adsorption de la MC-LR sur du plastique (Hyenstrainal, 2001a et 2001b).

De la méme maniére, la CYL (N° CAS 143545-90-8)is#té au cours de cette these
est un standard isolé a partir @glindrospermopsis raciborskét certifié pur a plus de 95 %
par la société Alexis Biochemicals. Une solutiorrenée CYL a 25 mg/L (soit 60 uM) est
alors préparée directement dans le flacon commiexgiaolubilisant un film solide contenant
100 pg de toxine dans 4 mL d’eau ultra pure. Avh@tre stockée a -20°C et a I'obscurité, la
solution de CYL est préalablement répartie en alisjgde 500 pL, afin de limiter les cycles de
congélation/décongélation susceptibles d’'altérdoine. De plus, avant toute manipulation
ultérieure de la CYL, la solution mére est placéerapérature ambiante pendant 2 heures

afin d’éviter une décongélation trop rapide.
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1.1.2. Préparation de la solution mére de chlore

Le composé chloré utilisé au cours de cette thésel'lgypochlorite de sodium
(NaOCI). La solution mére de chlore d’environ 1 ¢éxprimé en G) est préparée par une
simple dilution au 1/50 d’'une solution commercidleau de javel. Le pH est ensuite ajusté a
7 par I'ajout d’acide chlorhydrique (fourni par VWR 0,01 M puis le mélange est stocké a
4°C et a I'obscurité pour une durée maximale deurs. De cette maniere, au début de la
réaction du chlore sur la MC-LR et la CYL le pH éghl a 7. La concentration précise de la
solution mere de chlore n’est déterminée que geslgquinutes avant chaque expérimentation

selon la méthode de titration au thiosulfate dewuod

1.1.3. Réactifs pour le suivi analytique de la chtation

Le nitrite de sodium (NaN£) utilisé pour stopper la réaction de chloratioavient de
la société Merck. Une solution mére a 1,4 g/L éstsgoréparée par solubilisation du produit
en poudre dans de I'eau ultra pure puis stocké®&Caed a I'obscurité. Sa concentration est
contrdlée avant chaque expérimentation en vériartapacité a réduire le chlore libre en ion

chlorure dans des proportions stoechiométriques.

La N,N-diéthyle-p-phénylenediamine (DPD) utiliséaup le suivi de la concentration
en chlore au cours de la chloration des toxinesdesdtibuée par la société Permachem
Reagents. Le réactif en poudre se présente saug i@ sachet « DPD free chlorine reagent »
et « DPD total chlorine reagent » respectivemenirde dosage du chlore libre et total.

Chaque sachet permet alors de traiter un échamtillo

L’acétonitrile de qualité HPLC et l'acide formiquBune pureté supérieure a 98 %
employés pour la chromatographie liquide proviemnmespectivement des sociétés SDS et
J.T. Baker. Enfin, les cristaux d’acétate d’ammani(pureté supérieure a 98 %) mise en
solution dans I'eau ultra pure pour la séparatieriadcylindrospermopsine est quant a elle

distribuée par la société Merck.

1.1.4. Réactifs pour les tests de toxicité
1.1.4.1. Le test Microtox

Les cellules deVibrio fischeri NRRL B 11177 utilisées pour le test Microtox sont

fournies sous forme lyophilisée par R-Biopharmatservées a -20°C. Leur réhydratation est
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réalisée dans une solution nommée « solution dmstitution » commercialisée par Strategic
Diagnostics Inc. Les cellules ainsi réhydratéesvprualors étre stockées a 4°C durant un
maximum de 4 heures ou étre diluées et exploitdesediatement. La dilution des bactéries
s’effectue a I'aide d’'une solution appelée SDBRtenant : 20 g/L de NaCl; 2,035 g/L de
MgCl,, 6H,0 ; et 0,3 g/L de KCI. Afin d’ajuster la pressiosnaotique du milieu, une solution
OAS a 22 % de NacCl est préparée au laboratoire @oeirajoutée aux échantillons avant leur
mise en contact avadbrio fischeri Enfin, les témoins positifs de & & 50 mg/L et de ZAi

a 4 mg/L sont obtenus a I'aide de poudre g€, et de ZnSQ 7H,O distribuées par VWR.

1.1.4.2. Les tests MTT et rouge neutre
» Culture cellulaire

Les cellules Caco-2 utilisées pour les tests MTrorflure de méthylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium) et rouge neutre ne sont pas des héygato(cibles privilégiées de la MC-LR et
de la CYL) mais des cellules adhérentes de carenden colon humain plus rarement
étudiées bien qu’également exposées aux cyanomiing de l'ingestion d’eau contaminée.
Elles ont été fournies par le laboratoire LGC Prohean (ATCC-HTB-37) et sont conservées
dans l'azote liquide a -180° C.

Les cellules Caco-2 sont cultivées en flasques Slem? dans du milieu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) avec sels darl& et du GlutaMAX" | (Gibco-
Invitrogen), supplémenté avec de la pénicilline O(20l/mL), de la streptomycine (100
ng/mL) (Gibco-Invitrogen) et 20 % de Sérum de Vdamtal (SVF - Invitrogen) ajouté
extemporanément. Les cultures sont maintenuesutaimsubateur a 5 % de G@t a 37° C.

Tous les 3-5 jours, les cellules sont repiquéesloelles atteignent au moins 80 % de
confluence. Le tapis cellulaire est rincé avec 8$RX puis recouvert de trypsine — EDTA
(0,05 % - Gibco-Invitrogen) pendant 4-5 minutes.rég décollement, les cellules sont
remises en suspension avec du milieu complet canter20 % de SVF ajouté
extemporanément. Les cellules sont centrifugée86aglpendant 5 minutes, comptées puis
ensemencées a raison de 10 R déllules/cm? dans 25 mL de milieu complet dans une
nouvelle flasque de 75 cmz2.
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» Réactifs du test MTT

La poudre de MTT est reconstituée dans du PBSsfittate Buffer Saline, sans Ca et sans
Mg fourni par Gibco-Invitrogen) pour obtenir unelwgmn de MTT a 0,5 mg/mL. Elle est
ensuite diluée dans du milieu de culture pour abteme solution contenant 10 % de MTT.
La solution pour la solubilisation des cristauxfdenazan issus de la métabolisation du MTT
par les cellules Caco-2 est composée d'un mélaeg@3dvolumes d’isopropanol et d'un
volume de HCI 1N.

» Réactifs du test rouge neutre

La solution de rouge neutre a 0,4 % est prépanesghabilisation de gH;7CIN4 dans
I'eau ultra pure. Elle est ensuite diluée au 978@ans du milieu de culture puis filtrée sur
0,22 um. La solution de fixation des cellules eésenue par dilution de 10 mL de Ca@l
0,9M dans 89 mL d'eau ultra pure et 1 mL de forrdhidle a 4 %. La solution de
solubilisation du rouge neutre est composée deldme d’acide acétique glacial dans 99

volumes d’éthanol a 50 %.

1.2. Chromatographie liquide et spectrométrie de mas

Au cours de cette these, deux équipements ontiés€sl afin de réaliser les analyses
par couplage HPLC-MS, (i) un systéme HPLC Finnigarveyor couplé a un spectrometre de
masse LTQ-Orbitrap de Thermo Electron Corporation(i® un systtme HPLC Waters

alliance 2695 couplé a un spectrométre de masser$dicromass ZQ.

1.2.1. Conditions chromatographiques
1.2.1.1. Chloration de la microcystine-LR

Lors de I'analyse de la MC-LR ou de ses résidusrél| la chromatographie liquide a
été réalisée sur un volume d’échantillon varian@de 50 pL suivant le nombre de composés
recherchés. Les conditions opératoires ont été téeapde méthodes communément
employées pour la détection des MCs dans 'eaudienal, 1992 ; Haradat al, 1999). La

phase solide consiste en une colonne de type jpihasse greffée C18 (Phenomenex Synergi
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4u Hydro-RP 80A) a une température de 35°C. Laglmasbile est alors constituée d’'un

gradient d’acétonitrile et d’eau illustré par lblau 5 et acidifié & 0,1% d’acide formique.

Tableau 5 : Composition de la phase mobile pour I'aadyse de la MC-LR sur colonne greffée C18

Temps (min) Eau Acetonitrile | Débit (uL/min)
0 70 % 30 % 500
10 60 % 40 % 500
17 30 % 70 % 500
29 30 % 70 % 500
30 70 % 30 % 500
34 70 % 30 % 500

D’autre part, afin de séparer les composés lesgalares issus de la chloration de la
MC-LR, quelques expérimentations ont égalementgées a I'aide d’'une colonne de type
HILIC (PolyHYDROXYETHYL A 200 x 4,6 mm 5um). Le gdéent de phase mobile

appliqué est alors présenté dans le tableau 6.

Tableau 6 : Composition de la phase mobile pour I'aalyse de la MC-LR sur colonne HILIC

Temps (min) Eau Acetonitrile | Débit (UL/min)
0 10 % 90 % 500
10 10 % 90 % 500
20 20 % 80 % 500
40 20 % 80 % 500
47 10 % 90 % 500
50 50 % 90 % 500

1.2.1.2. Chloration de la cylindrospermopsine

Lors de l'analyse de la CYL ou de ses sous-prodiaitséparation chromatographique
a été réalisée sur 50 pL d’échantillon selon lagype d’'interaction hydrophile (Kovalowt
al., 2009), une méthode adaptée a la séparation mpases tres polaires. La phase solide
consiste donc en une colonne MODULO-CART QK STRANE&HILIC SI 250 X 2 mm
de la société Interchrom. Alors que la tempéraasgtefixée a 40°C, I'élution est réalisée a
l'aide de 0,2 mL/min d’'un mélange isocratique diaodrile (80 %) et deau a 10 mM

d’acétate d’'ammonium (20 %).

103



CHAPITRE Il : Matériels et Méthodes

1.2.2. Spectrométre de masse LTQ-Orbitrap

Le spectrométre de masse LTQ-Orbitrap illustré kurfigure 32 est un outil
particulierement adapté a I'identification de cos® inconnus (Peterman et Duczak, 2006),
notamment grace a une résolutiomim/de 60 000 pour une masse m = 400. Le paramétrage
de l'appareil et le traitement des données obtesaas alors réalisés par l'intermédiaire du

logiciel Xcalibur.

AFP1 Ion source Linear Ion Trap C trap

=
o |
|| A

Accurate mass
High resolution

Figure 32 : Représentation du dispositif LTQ-Orbitrap
(http://mvww.amcham.dk/dl/events/ESACPresentation8.pf)

L’ionisation par électrospray permet généralememt @mposés de capter un proton
tout en limitant leur fragmentation afin de formmmjoritairement les ions [m + H]La
trappe d’ion linéaire permet ensuite d’éliminer leas non désirés. Les autres sont alors
accumulés dans la C-trap avant d’étre envoyés smarnent dans I'Orbitrap. Leur rotation
autour de I'électrode centrale est ainsi enregisp@is convertie en spectre de masse par
I'intermédiaire de la transformée de Fourier. Defaig, le LTQ-Orbitrap permet donc de

scanner un grand nombre de rapports m/z sansgegensibilité.

D’autre part, ce dispositif offre également la fploitige de réaliser de la spectrométrie
de masse en tandem (MS?) par Collision Induceddoiason (CID). La collision avec des
atomes d’hélium provoque la fragmentation des jpaents sélectionnés, puis les ions fils

obtenus sont détectés au niveau de la trappernéai
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Dans le cadre de cette these, le LTQ-Orbitrap & @vé utilisé pour détecter les sous-
produits de chloration des toxines en recherchemtilanément un ensemble d’ions, puis

pour confirmer leur identité par le recours a la2MS

1.2.3. Spectrométre de masse Waters Micromass ZQ

Le Waters Micromass ZQ est un spectrométre de massmple quadrupole
(ionisation également réalisée par électrospralptépia travers le logiciel Masslynx. Cette
appareil a été utilisé pour suivre et quantifiabbndance des toxines et de leurs sous-produits
en fonction du temps de réaction. Afin de limitar perte de sensibilité, seuls les ions
moléculaires [m + H] ont été recherchés pour les toxines et leursugsida quantification
des composés est alors basée sur l'aire de laeegsipiomatographiques.

1.3. Spectrophotomeétrie UV-visible

La spectrométrie UV-visible a été employée danscdmdres différents : le suivi du
spectre UV du milieu réactionnel et le dosage dorehpar la méthode DPD. Dans chacun
des cas, les échantillons ont été analysés supectrephotometre Lambda 20 de Perkin
Elmer a l'aide d'une cellule en quartz de 10 mmtidget optique. Le chlore n’étant pas
neutralisé lors du suivi du spectre UV de milieactéonnel, le temps d’acquisition doit étre le
plus faible possible. Par conséquent la vitessbali@yage entre 200 et 400 nm est fixée a
1920 nm/min.

1.4. Etude de la toxicité post-chloration

D'une part, le test Microtox a été réalisé a l'aidain analyseur Microtox 500
comprenant 30 cuves pour I'exposition des bacté@ipscomposés testés et un luminometre
thermostaté a 15°C (figure 33). D’autre part, lbsasbances pour les tests MTT et rouge
neutre sont enregistrées a l'aide d’'un lecteur $taroOptima, puis traitées sur le logiciel
Mars (BMG Labtech).
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Cuves d'exposition des
bactéries au milieu &
tester

Luminamatre thermostaté
a15°C

Lecture de la luminosité

Figure 33 : Dispositif Microtox 500
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2. METHODES

L’étude de la chloration de la MC-LR et de la CYhplique la mise en ceuvre de
multiples méthodes s’articulant comme l'indiquesyamoptique de la figure 34. Le suivi de la
concentration en chlore a constitué la premieres@lie I'étude, afin de calculer la dose de
nitrite nécessaire a stopper la réaction et dermé@ter la durée du monitoring. La seconde
phase a ensuite permis de connaitre I'évolutiopmhictre UV du milieu réactionnel. Enfin, la
troisieme phase constituant le cceur de I'étudevegeden 2 étapes : I'identification et le suivi

des sous-produits par analyse LC-MS, puis I'exadeeleur toxicité a travers divers tests.

Toxine
(dans l'eau ultra pure)

Chloration
(R=20 pour MC-LR et R=10 pour CYL)

Suivi de la concentration Suivi du spectre UV
en chlore libre et total du milieu réactionnel

v

Arrét de la chloration
(ajout de NaN@10 % en exces)

Analyse en LC-MS Test de toxicité
Identification des  Suivi de la toxine Test Test Test
sous-produits et des sot-produits Microtox MTT RN

Figure 34 : Synoptique des expérimentations pourdtude de la chloration des toxines
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2.1. Préparation du milieu réactionnel

2.1.1. Préparation d’eau et de verrerie sans demaecn chlore

Les divers composés contenus dans I'eau ou a facsude la verrerie peuvent étre a
I'origine d’'une certaine consommation de chlore. @@&nomeéne doit alors étre évité afin
d’étudier la chloration des toxines avec la pluange précision possible. Par conséquent, la
demande en chlore de l'eau et de la verrerie @élipour les expérimentations doit étre

préalablement satisfaite.

L'eau sans demande en chlore est alors préparadiagune eau ultra purmilli-Q
185 pluschlorée a 5 mg/L pendant 24 heures. Ensuite, dactdation de I'eau sous une
lampe UV (modéle 30/3S UV Water Purifier, 37 Watl¥, Systems LTD) pendant 48 heures
permet de réduire le chlore résiduel en ion chiaridEnfin, 'absence de chlore libre est

vérifiée a I'aide d’un dosage a la DPD.

Quant a elle, la verrerie sans demande en chlorebésnue en exposant le matériel a
une solution de chlore a 10 mg/L pendant 1 he8® (I393-2). Le chlore résiduel est ensuite

éliminé par 3 rincages successifs a I'eau sans niéenan chlore.

2.1.2. Apport de toxine

L’eau sans demande en chlore est dopée a envirqnvR@de toxine par ajout d’'un
aliguot de solution mere de MC-LR ou de CYL. Cemaridla concentration initiale en toxine
est doublée dans les échantillons destinés aux destoxicité MTT et rouge neutre, afin de
palier & la dilution du milieu réactionnel dansridieu de culture cellulaire. Dans chacun des
cas, la concentration en toxine avant chloratidrvésfiée par spectrophotométrie UV selon
I'équation 2. En effet, comme le présente la figB&e la CYL et la MC-LR possédent
respectivement un maximum d’absorbance a 262 et rii0associé a un coefficient
d’extinction molaire connu (Saret al, 2008 ; ISO 20179).

—_ AYnax ELOB
eld

Ou p, Amax € et d représentent respectivement la concentratiotoxine (exprimée en pM),

)

I'absorbance au maximum, le coefficient d’extinotimolaire (9 800 L/mole/cm pour la CYL

et 39 800 L/mole/cm pour la MC-LR) et le trajetigpe de la cuve (exprimé en cm).
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Figure 35 : Spectres UV de la CYL (dans I'eau) etalla MC-LR (dans un mélange méthanol/eau)

2.1.3. Dosage de la solution mére de chlore

La concentration de la solution meéere de chlore diterminée par titration au
thiosulfate de sodium, une méthode adaptée poucaesentrations de l'ordre du g/L. En
milieu acétique, I'acide hypochloreux oxyde lI'iodutte potassium selon la réaction 1. L'iode
libéré est ensuite titré par une solution de thHfaseide sodium 0,1N (réaction 2).

HOCI+H" +2KI - CI™ +1,+H,0+2K" (2)

|, +2S,02 - 21~ +S,0F )

2.1.4. Chloration des toxines

La chloration est réalisée a 20°C et a I'obscypaié ajout d’'un aliquot de solution
mere de chlore préalablement titrée. Quelles qismsles concentrations initiales en toxines,
la dose de chlore est définie de maniere a assareatio molaire [chlore]/[toxine] R de 20
pour la MC-LR et de 10 pour la CYL. La réaction ekirs suivie pendant 60 minutes par
diverses approches déja présentées sur le syneptla figure 34. Lorsque la réaction doit

étre stoppée a un instant précis pour diverseysewlle chlore résiduel est réduit en ions
chlorure par I'ajout de nitrite de sodium 10 % &nés.
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2.2. Suivi du chlore et du spectre UV du milieu
2.2.1. Suivi du chlore libre et total

Lors du suivi de la chloration des cyanotoxineschéore est dosé par la DPD, une
méthode adaptée pour des concentrations allant de50mg/L. A un pH voisin de la
neutralité, la DPD réagit avec le chlore libre parmer un composé donnant a I'échantillon
une coloration rose. La concentration en chloreeligst alors directement proportionnelle a

I'intensité de la coloration obtenue par la mesomamédiate de I'absorbance a 510 nm.

Le chlore total est mesuré suivant le méme prindjependant, I'adjonction d’iodure
de potassium est nécessaire au déplacement de caotbiné qui ne peut réagir directement
avec la DPD. Dans ce cas, I'absorbance a 510 ndoib@&tre mesurée qu’apres un délai de 2

minutes suivant I'ajout des réactifs.

En pratique, les échantillons a analyser sont inatéchent dilués afin que la
concentration en chlore soit comprise entre 0 etgdL puis traités par un sachet de DPD
« free chlorine reagent » ou «total chlorine reagecontenant la quantité nécessaire de KI.

L'absorbance mesurée a 510 nm est ensuite reprtéme droite d’étalonnage.

2.2.2. Suivi du spectre UV du milieu

Afin de suivre la chloration des toxines, le spe¢i/ du milieu entre 200 et 400 nm a
été enregistré a de multiples reprises jusqu’a 6lutes aprés le début de la réaction. Les
spectres obtenus ont alors été superposés afisal\sdr a la fois : la disparition attendue du
maximum d’absorbance associé a la toxine et l'appar éventuelle de nouveaux
épaulements attribuables aux sous-produits. De, pdusuperposition des enregistrements
permet également d’observer de potentiels poirdbeistiques définis par l'intersection de
plusieurs spectres en un méme point. De tels paidigueraient alors la présence dans le
milieu de divers composés dont les concentratiammd §ées de maniére a garantir une
conservation de la masse. Plus précisément, iteexige relation fixe et linéaire entre les

concentrations explicitée par I'équation 3 (Thorea€erda, 2007).

Ya*C =1 (3

Ou C est la concentration du composé i et a esbafficient indépendant du milieu.
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Cependant, certains points isobestiques appelésitspoisobestiques cachés
n'apparaissent pas sur les spectres bruts (Row@éf 2004 ; Thomas et Cerda, 2007). Afin de
les mettre en évidence, les divers spectres UV dieuront été affectés d’'un coefficient
multiplicateur permettant de normaliser 'aire deacun d’entre eux a 100 unités d’aire. La
présence d'un point isobestique caché ne permeti@aonclure a une conservation de la
masse lors de la réaction, mais elle atteste deoteervation qualitative du milieu. En
d’autres termes, la présence d'un point isobest@pohé indique que le milieu contient les
mémes composés au cours de la réaction mais dangrajgortions variables (Pouét al,
2004 ; Thomas et Cerda, 2007).

2.3. ldentification et suivi des sous-produits dehtoration

2.3.1. Recherche et identification des sous-prodsit

Afin de détecter le maximum de composés résultaihtddune addition de chlore sur
la toxine soit de la fragmentation de celle-cil.1&Q-Orbitrap a été paramétré pour rechercher
I'ensemble des ions de m/z compris dans la gamr@el%B0 pour la MC-LR et 60-650 pour

la CYL. Les résultats obtenus ont ensuite été agéalpar fenétres de 10 m/z successives.

Pour chaque composé observé, une formule brutattestuée sur la base du rapport
m/z précis fourni par le LTQ-Orbitrap. Cette hypEgh est ensuite soumise a un calcul
d’incertitude suivant I'équation 4. Afin que la pasition soit validée, I'incertitude doit alors

se révélée inférieure a 5 ppm (Makasi\al, 2006).

mlqhéorique - mlzexpérimental

*10° (4)
m/Zhéorique

Incertitude( ppm) =

Afin d’étayer les hypothéses sur l'identité desssptoduits, la MS? a été réalisée sur
leur ion moléculaire [m + H]a l'aide d’'une énergie de collision de 22 % suclielle
normalisée 0-400. Pour chague composé, la cohémmioe la formule brute proposée et les

ions fils obtenus est alors examinée.
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2.3.2. Examen du massif isotopique
2.3.2.1. Définition du massif isotopique

En spectrométrie de masse, chague composé peudb&eevé par I'intermédiaire de
son ion [m + H]. Cependant, en fonction des isotopes des élérgants constituent chaque
composé forme également les ions [m + H ¥ ddns des proportions spécifiques. Sur le
spectre de masse, I'ensemble de ces ions formentassif au voisinage de l'ion [m + H]
appelé massif isotopique. La comparaison des nsagsodtopiques expérimentaux et
théoriques constitue donc un autre moyen d’étdidentité des sous-produits de chloration
de la MC-LR et de la CYL.

2.3.2.2. Calcul du massif isotopique théorique

Le calcul du massif isotopique d’'un composé estig&aen diverses étapes. La
premiére consiste a établir quels sont les isot@oesant étre incorporés a la structure du
produit afin d’obtenir les ions [m + H + ]Par exemple, dans le cas de la MC-LR de
formule brute GoH7aN10O12, afin de former lion [m + H + T]la toxine doit inclure un des

isotopes suivants'®C, ?H, N, *'O.

La seconde étape consiste a calculer 'abondanahalgue composé de masse m+n
selon I'équation 5. L'abondance de lion [m + H ¥ rest alors égale a la somme des

abondances des composés de masse m+n.

Abondance= |_| A*A, *C) (5)

Avec A I'abondance de I'isotope i,iA I'abondance de l'isotope i+n, € le nombre

de combinaisons de x isotopes i+n parmi z atomes.

Enfin la troisieme étape consiste a normer I'abosdade I'ilon majoritaire afin de
comparer les massifs isotopiques théoriques etriexpitaux. Dans ce travail, 'abondance

de I'ion majoritaire correspond toujours a 100 %.
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2.3.3. Suivi des toxines et de leurs sous-produits

Le suivi des toxines et de leurs sous-produiteaddlisé a I'aide du spectrometre de
masse Micromass ZQ, comme indiqué auparavant avedamsion de cone fixée a 60 V et
40 V respectivement pour la MC-LR et pour la CYlorégque plusieurs isomeres d’'un méme
produit sont détectés, les aires de leurs picsnchtographiques sont sommées puis traitées

comme un composé unique.

Cependant, considérant I'absence de standard psigous-produits de la chloration,
ces derniers ne peuvent étre quantifiés de manaigselue. Par conséquent, une approche
semi-quantitative est réalisée en formulant 'hygése d’'une réponse identique du détecteur
pour les toxines et leurs sous-produits. Afin deurivisualiser I'évolution temporelle de
chaque composé, les résultats sont exprimés eregation relative : le pourcentage de

I'aire maximale du pic chromatographique atteintecaurs de la chloration.

2.4. Examen de la toxicité du milieu réactionnel

Les premiéres études portant sur la réaction dorefdvec la MC-LR et la CYL ne
prennent en considération que les effets de laratidm sur I'hépatotoxicité du milieu en
examinant l'inhibition de la protéine phosphatase l@altération du foie chez la souris
(Nicholsonet al, 1994 ; Tsujiet al, 1997 ; Kullet al, 2004, Bankeet al, 2001). Or, si les
sous-produits de la réaction ne sont plus hépatpiex comme I'étaient les toxines initiales,
cela n'impligue pas nécessairement qu’'ils soiemt-toxiques. En effet, I'hypothése selon

laquelle ils pourraient affecter d’autres organas Ig foie ne peut étre exclue.

En conséquence, lors de cette étude, la toxicaétaet aprés chloration de la MC-LR
et de la CYL est estimée a travers la mise en cale/f@ tests difféerents (Microtox, MTT et
rouge neutre) et non spécifigues aux modes d’actemtoxines initiales. D’une part, le test
microtox a été envisagé car il est frequemment eniseuvre au LERES et représente un
moyen simple et rapide (environ 2 heures) d'obtemie premiere approche de la toxicité
d’'une solution. De plus, Microtox a déja été appiica la problématique « cyanobactéries,
cyanotoxines et eau alimentaire » lors d'une étymmtant sur ['élimination des
cyanobactéries par un procédé d'ozoflottation (Béglta et al, 1995). D’autre part, les tests
MTT et rouge neutre ont été envisageés et réaliaés te cadre d’'un accord avec l'unité de
toxicologie de 'AFSSA de Fougéres qui bénéficieshwoir-faire et du matériel nécessaire.

De la méme maniére que pour Microtox, ces deus tstréalisation relativement aisée ne
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sont pas spécifiques aux modes d’action de la MQALRe la CYL et permettent d’obtenir

des résultats en 48 heures. De plus, leur miseeemr® sur des cellules Caco-2 (cellules
intestinales humaines) permet d'étudier la toxiaié milieu, non pas sur des cellules
hépatiques, mais sur d’autres cellules humainesngietlement exposées aux cyanotoxines

chlorées lors de l'ingestion d’eau alimentaire (fRuet al, 2008).

2.4.1. Le test Microtox
2.4.1.1. Principe

La bioluminescence bactérienne est attribuableyateme luciférine-luciférase codé
par un groupe de genes appelé opéron Lux. Chezadtédie Vibrio fischeri 5 génes
(LuxCDABB sont directement impliqués dans I'’émission deiduenvisible et deux autres
(LuxR) sont impliqués dans la régulation de I'opéron .LuXu sein de la cellule, la
luminescence est produite par le biais des réacBoet 4. La flavine mononucléotide (FMN)
est réduite en FMNHen présence de NADPH et de flavin reductase. Esepce de
luciféerase, d’oxygeéne et d’aldéhyde, I'oxydationldd=MNH, en FMN s’accompagne d’une

eémission de lumiere a une longueur d’onde de 49QRarvezt al, 2006).

NADPH + H + FMN 00 FRfeTPdeRfe., NADP+ FMNH,, (3)

FMNH, + 0, + R-CHO O Ff9'%3°_, FMN + H,0 + RCOOH+ hv (490 nm) 4)

Néanmoins, che¥ibrio fischerila luminescence ne peut étre observée qu’'a partir
d’'une certaine taille de population car la transtwn des genes impliqués est induite par
« corum sensing » (Dunlap, 1999). De plus, de®tastexternes peuvent également modifier
I'intensité de la luminescence. Par exemple, I'aissement de I'osmolarité ou de la teneur en
aldéhyde (substrat de la luciférase) augmentefankescence de la bactérie (Stadtbal,
2004).

Lorsqu'une substance interfere avec les réactior&taloliques conduisant a
I'émission de lumiére ou en altére la régulaticea, liminescence d¥ibrio fischeri est
modifiée. Par conséquent, aprés un certain tempui@ct avec la bactériee calcul d’'un
facteur d’inhibition de la luminescence permet datapprécier le potentiel toxique d'un
composeé ou d’'une solution (ISO 11348-3).
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2.4.1.2. Mise en ceuvre

La mise en oeuvre du test Microtox est illustrée ksufigure 36. En raison de
'important volume d’échantillon nécessaire (2500,1le test Microtox a éte réalisé a l'aide
d’'une solution de toxine a 20 uM diluée au 1/10aetelation dose-réponse n'a pas été
étudiée. De plus, le chlore montrant une forte vaétitoxique surV. fischerj chaque
échantillon de toxine chlorée a donc été traitdignite de sodium. Puis 250 pL de solution
OAS, nécessaire pour assurer une pression osmatoqupatible avec I'activité métabolique

des bactéries utilisées pour le test, ont été @égout

En paralléle, des cellules dk fischerifraichement réhydratées et diluées au 1/10 sont
réparties dans diverses cuves Microtox. La mesurelad luminescence avant et aprées
exposition des bactéries ainsi qu'un témoin nongtox (solution de dilution des bactéries

réhydratées, SDBR) permettent alors de calculdacteur d’inhibition H reflétant la toxicité

du milieu.
Toxine (20uM) pure et chlorée Réhydratation d¥. fischeri
(60 min avec [Chlore]/[toxine] = 20) (dans solution de reconstitutic
Diluer au 1/10 Diluer au 1/10 les cellules dé fischeri
(dans I'eau ultra pur (dans la solution SDBF
Placer 2500uL de solution a tester Répartir 100 pL dV. Fischer

dans des cuv

} }

Ajouter 250 pL de solution OAS Attendre 15 minutes puis |
puis éliminer 750 pL

| |

Prélever 900uL —— Mettre en contact bactéries et échantillons

|

Lire la luminescenced et kg
apres 15 et 30 minutes d’exposit

}

Calculer le facteur d’inhibition de la

! Solution d’Ajustement de la Pression Osmotique luminescence
2 Solution de Dilution des Bactéries Réhydratées Hq: et k3¢ correspondal

Figure 36 : Synoptique de mise en oeuvre du test btbtox
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2.4.1.3. Calcul du facteur d’inhibition de la luregcence

Préalablement au calcul du facteur d’inhibitiontamps t (K), un facteur correctif
(f) doit étre déterminé afin de prendre en comptatation naturelle de luminescence dans
I'échantillon témoin non toxique (solution SDBR).onsque I'on nomme ol et k
respectivement l'intensité lumineuse initiale etéspun temps d’exposition t, les factew et

H; peuvent alors étre obtenus grace aux équatiohg.6 e

fke = It témoin / b témoin (6)

H: = [(lo échantillon * {;) — |, échantillon] / (§ échantillon * ;) (7)

Lors de chaque test Microtox, un triplicat est isgalpour tous les échantillons. De
plus, des solutions de controle Z@a 4 mg/L et Cr VI & 50mg/L) dont le facteur d'ibhion
est connu (60% pour I'ion Zh et 80% pour le Cr VI aprés 30 minutes de contaet ¥.
fischer) sont également analysées, afin de garantir ldlifeades manipulations (ISO 11348-
3). Enfin, chaque expérimentation est répétées3 foi

24.2. Letest MTT
2.4.2.1. Principe

La mitochondrie étant impliquée dans la respirat@llulaire et la production
d’énergie nécessaire au fonctionnement de la eeflil le cycle de Kreps et la production
d’ATP), l'activité mitochondriale est donc révéiatr de la viabilité cellulaire. En mesurant
I'activité mitochondriale de cellules exposées & mmolécule donnée, le test MTT permet
alors de déterminer la cytotoxicité de celle-ci. Effet, la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules vivantes permet ladi@mation du MTT de couleur jaune en
cristaux de formazan violet. L’'absorbance du milee670 nm est alors proportionnelle a la

guantité de formazan formé et donc au nombre delesliables.

2.4.2.2. Mise en ceuvre

La mise en ceuvre du test MTT est illustrée surigaré 37. Comme mentionné

auparavant, le test MTT est réalisé sur la baseedaolution de toxine a 40 uM. Une dilution
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dans le milieu de culture cellulaire permet alcgdabter la cytotoxicité d’'un mélange a 5, 10,
15 et 20 uM de toxine pure ou chlorée durant 60utes (tableau 7). De plus, différents

echantillons témoins sont également testés afsodstraire la toxicité de la matrice.

Culture cellulaire Toxine chlorée
(Caco-2 indifférenciées) (dans I'eau ultra pure)
Ensemencement des Dilution dans du milieu de culture cellulaire
microplaques 96 puits pour obtenir
(10 000 cellules/puits) 5; 10; 15 et 20 uM de toxine
Incubation

24 heures a 37°C

\

Exposition des cellules au milieu a tester
(100 pL par puits)

|

Incubation 48 heures a 37°C
puis éliminer le milieu

4/\

Test d’activité mitochondriale Test d’'activité des lysosomes
(test MTT) (test au rouge neutre)
Ajout de 100 pL de milieu Ajout de 100 pL de milieu
a10% de MTT a 1/80 de rouge neutre
Incubation 2 heures a 37°C Incubation 2 heures a 37°C
puis élimination du milieu puis élimination du milieu

!

Ajout de 100 pL de solution de fixation
durant 1 minute. puis élimination du mil

| |

Ajout de 100 puL d'isopropanol acidifié Ajout de 100 L de solution de solubilisatign

pour dissoudre les cristaux de formazan, du rouge neutre,
puis agitation a I'obscurité (10 minutes) puis agitation (15 minutes)
Mesure de I'absorbance a 570 nm Mesure de I'absorbance a 540 nm
Calcul de la viabilité cellulaire Calcul la viabilité cellulaire

Figure 37 : Synoptique de mise en oeuvre des te8f3 T et rouge neutre
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Tableau 7 : Echantillons soumis aux tests MTT et rougineutre

Témoins Toxines
Négatif Effet matrice MC-LR (40 pM) CYL (40 pM)

Concentration | Milieu de| Mélangé Mélangé Avant Apres Avant Apres
en toxine testéd culture | Eau/Méthanol Chlore/Nitrite | chloration| chloration| chloration| chloration

5 UM Dilution Dilution Dilution Dilution | Dilution | Dilution | Dilution

H N.A. au 1/8 au 1/8 au 1/8 au 1/8 au 1/8 au 1/8

10 UM Dilution Dilution Dilution Dilution | Dilution | Dilution | Dilution

H N.A. au 1/4 au 1/4 au 1/4 au 1/4 au 1/4 au 1/4

15 uM Dilution Dilution Dilution Dilution | Dilution | Dilution | Dilution

H N.A. au 3/8 au 3/8 au 3/8 au 3/8 au 3/8 au 3/8

20 UM Dilution Dilution Dilution Dilution | Dilution | Dilution | Dilution

H N.A. au 1/2 au 1/2 au 1/2 au 1/2 au 1/2 au 1/2

! dans les mémes proportions que pour la solutidi@e.R & 40 pM
2 dans les mémes proportions que pour les solutierisxines & 40 pM chlorées

Des microplaques de 96 puits sont ensemencéesdegecellules Caco-2 (10 000
cellules/puits) puis placées dans l'incubateur% 8e CQ et a 37°C pendant 24 heures. Les
cellules sont ensuite exposées a 100 puL de miliest@r puis replacées dans l'incubateur
pendant 48 heures. Apres avoir vidé les puitscédisiles Caco-2 sont alors mises au contact
du MTT pendant 2 heures a 37°C. Les cristaux dadaan formés sont ensuite dissous et la
mesure de I'absorbance a 570 nm permet de calleulgabilité cellulaire (équation 8). Les
résultats sont alors des données relatives obtesruesnsidérant une viabilité cellulaire de

100 % dans le témoin négatif (milieu de culturdutaire).

Viabilité cellulaire (%) = [Absorbance échantilléAbsorbance témoin négatif] * 100 (8)

En formulant I'hypothése d’additivité des effetgitpues de la matrice et du mélange
des autres composeés présents dans le milieu les$é possible d’estimer la toxicité propre a
la MC-LR, a la CYL et a leurs sous-produits. Pohiaque échantillon, il suffit alors de
retrancher la toxicité de la matrice. Aprés chioratcette méthode ne refléte que la toxicité
du mélange de sous-produits et non pas leur téxiedividuelle. Néanmoins, I'objectif de ce
travail n’est pas de détailler la toxicité de chagqomposé mais bien la toxicité du mélange

auquel le consommateur d’eau alimentaire sera €xpos

Enfin, de méme que pour le test Microtox, au callteie expérimentation chaque

échantillon est analysé trois fois. De plus, teipériences indépendantes ont été réalisées.
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2.4.3. Le test rouge neutre
2.4.3.1. Principe

Les lysosomes étant impliqués dans I'éliminatiors akchets produits lors du
fonctionnement de la cellule, I'activité lysosomaks révélatrice de la viabilité cellulaire. De
ce fait, en mesurant I'activité lysosomale de defitexposées a une molécule donnée, le test
rouge neutre permet de déterminer la cytotoxio#téekte derniere. En effet, le rouge neutre
est un colorant lipophile pouvant traverser libramé& membrane cellulaire pour étre
accumulé et piégé dans les lysosomes. Le degrgateoh du marqueur dépend alors du pH
du lysosome et de l'efficacité de sa pompe a psi@egien, 1983). Afin de connaitre la
guantité de rouge neutre fixé et donc la viabit&lulaire, les cellules sont lysées et la
coloration du milieu (proportionnelle au nombre dellules viables) est mesurée par

I'intermédiaire de I'absorbance a 540 nm.

2.4.3.2. Mise en ceuvre

La mise en ceuvre du test rouge neutre est illugtugela figure 37. Apres une
préparation des microplaques et du milieu a tedestique au test MTT, les cellules Caco-2
sont exposées aux toxines et a leurs sous-produlits uL de milieu par puits) pendant 48
heures a 37°C. Aprés avoir vidé les puits, lesutadl sont mises au contact de 100 pL de
milieu de culture a 1/80 de rouge neutre penddmuzes a 37°C puis 100 pL de solution de
fixation pendant 1 minute. Elles sont ensuite lgsgar la solution de solubilisation du rouge
neutre. La viabilité cellulaire est alors déduite Ithbsorbance a 540 nm selon la méme

équation que pour le test MTT.
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CHAPITRE Il

Chloration de la Microcystine-LR



La chloration de la MC-LR a été abordée a travers succession d’étapes : suivi des
réactifs et du spectre UV du milieu réactionnelkacterisation des sous-produits, étude de
I'effet de la dose de chlore sur la réaction, exarde la toxicité résiduelle. Ce chapitre

détaille chronologiquement chacune d’elles.

Une partie des résultats présentés dans ce chapitaé I'objet d’une publication
(Annexe II) intitulée « MS identification of micrgstin-LR chlorination by-products » parue

dans la revu€hemosphere

Les résultats portant sur la toxicité de la MC-LRde la CYL chlorées seront

valorisés conjointement dans une publication aldmednt en cours de rédaction.
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1. SUIVI DES REACTIFS ET DU SPECTRE UV

Le suivi des réactifs et du spectre UV du milienstdue la premiére phase de I'étude
de la chloration de la MC-LR. Chacun de ces poipessmet de mieux cerner le
développement des réactions mises en jeu, par déxegrace au calcul de constantes

cinétiques.

1.1. Suivi des réactifs

1.1.1. Suivi des différentes formes de chlore

Le suivi du chlore a deux objectifs principauxtiraer I'échelle de temps sur laquelle
se déroule la réaction avec la MC-LR pour un memtpoptimal de la toxine et des sous-
produits par LC-MS, et déterminer la quantité déorh consommé pour une meilleure

compréhension des réactions mises en jeu.

Dans un premier temps, un simple suivi du chldoeeliréalisé sur 6 heures permet
d’établir un intervalle optimal pour le suivi détaidu chlore libre et total (rappelons qu’au
pH de la réaction le chlore libre englobe HOCI &QGandis que le chlore total comprend
également le chlore engagé sur diverses structues déplacable par le KI). Comme le
présente la figure 38, la concentration en chlime Idiminue fortement durant la premiére
heure et passe de 410 uM a 190 puM. La concentratiostante de 'agent oxydant au-dela de
ce délai indique que la réaction peut étre coné@léomme achevée. Par conséquent, lors de
la suite des expérimentations le monitoring de Hboration de la MC-LR ne sera réalisé

gu’entre 0 et 60 minutes aprés la mise en conegtéactifs.

500

40049

3004

=

=

2004 Py °

Chlore libre

1004

Temps (heures)

Figure 38 : Suivi du chlore libre entre 0 et 6 hewss lors de la chloration de la MC-LR
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La consommation du chlore par la MC-LR peut étrééree directement par
I'évolution des concentrations en chlore libre @hlt mesurées tout au long de la réaction.
Cependant, afin de faciliter la lecture et I'inteffation des données, on préfére généralement
exprimer les résultats sous forme de demande enecht d’évolution du chlore combiné. La
demande en chlore exprimée en mole/mole représdote le nombre de moles de chlore
consommeées par une mole de toxine en fonction mpgeQuant au chlore combiné (chlore
engageé sur des structures organiques ou minérales daplacable par le Kl), il peut étre

calculé par la différence entre le chlore libréeathlore total.

Dans les conditions expérimentales précisées apitohgrécédent, la MC-LR se
caractérise par une demande en chlore de 12,6 muaéekatisfaite en 30 minutes. Comme le
présente la figure 39a, le chlore libre est prial@ment consommé lors des 15 premiéres
minutes de la réaction. En effet, a ce moment chagole de toxine a réagit avec environ 10
moles d’agent désinfectant. La consommation derehlibre ralentit alors fortement puis

s’annule apres 30 minutes.

La chloration de la MC-LR induit également la fotroa de chlore combiné, comme
le montre la figure 39b. La concentration de cellaugmente immédiatement aprés le début
de la réaction puis atteint un maximum a 53 uM eut lole 10 minutes. La quantité de chlore
combiné dans le milieu diminue ensuite progressemrusqu’a ce qu'il soit mis fin au suivi

de la réaction, 60 minutes apres la mise en cod&sctéactifs.

Demande en chlore
(mole/mole)

Chlore combiné
(UM)

0 T T
0 20 40 60

Temps (minutes)
Figure 39 : Demande en chlore de la MC-LR (A), et @lution du chlore combiné (B)
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1.1.2. Suivi de la microcystine-LR

Comme le montre la figure 40, en spectrométrie desm, le suivi de la MC-LR a été
réalisé grace au signal du rapport m/z 995,5. Gaietecorrespond a l'ion moléculaire
[m + H]" de la toxine.

1760 _
ag; 4194897

0

AL IR I L LN DL DL BLELEL L DL I

1000 1280 18500 1750 0 2000 0 2250 0 25.00
1762 _

ag; 1832109

0

L LU UL L IR LU LU L L L
10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22,580 25.00

17684 _
agi 303576

I B o e L B o B S s e L s

10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50 25.00

1764 _
ggi 3080

I:I |||-|nl_‘l_r‘||||IT;‘TI|||||||||||||||rrl||||||||||||||||||||||||||||||||||

10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50 25.00

Figure 40 : Chromatogrammes de m/z 995,5 et aire dgignal de la MC-LR aprés 0, 1, 2 et 5 minutes de
chloration (respectivement de haut en bas)

La concentration en MC-LR dans le milieu réactidndieninue trés fortement dés
I'ajout du chlore, comme le montre la figure 41. &fet, I'aire du signal chromatographique
de la toxine (4194897 unités d’aire avant chlorgtio’est plus que de 303576 et de 9080
unités d’aire au bout de 2 et 5 minutes aprés leutdéle la réaction, ce qui traduit
respectivement une quantité de MC-LR résiduellseldement 7% et 0,2%. Enfin, aprés 30
minutes, lorsque la demande en chlore de la solégi satisfaite, la transformation de la

toxine est supérieure a 99,9 %.
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Figure 41 : Evolution de la concentration résidue# en MC-LR

D’autre part, apres 5 minutes de réaction, desasigrproches du bruit de fond
apparaissent en plus de I'ion moléculaire de la IMCHigure 40). Cela laisse alors entrevoir
I'existence de sous-produits de la toxine pouvam én partie fragmentés en ions de rapport
m/z 995,5.

1.1.3. Cinétique de la réaction

Le chlore étant en large excés par rapport a lalRCFhypothése peut étre faite que
la réaction suit une cinétique de premier ordre rpgport a la toxine, telle que I'exprime

I’équation 1 rappelée ci-dessous.

toxin
LnloXNg: _ 1)
[toxind,
Ou [toxine], [toxine], k et t représentent respectivement la conceotra&tn toxine au temps t
(exprimée en M), la concentration initiale en taxifexprimée en M), la constante cinétique

de premier ordre (exprimée ef)s le temps de contact (exprimé en s).

La représentation de I'équation 1 sur la figureséaraduit par un ensemble de points
alignés sur une droite de pente -0,016. Par coeségthypothése d’'une cinétique de premier
ordre par rapport a la MC-LR est vérifiee et lesditions expérimentales explicitées au

chapitre précédent peuvent étre associées a usantmcinétique de 1,6 x 6™
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Figure 42 : Représentation de I'équation de cinétige de premier ordre pour la transformation de la MGLR

1.1.4. Discussion

Conformément aux études antérieures (Nicholsbnal, 1994 ; Newcombe et
Nicholson, 2004), la MC-LR est efficacement transfée lors de la chloration et sa
concentration dans le milieu diminue rapidementamMgoins, il est important de noter qu’un
délai de 30 minutes est nécessaire afin de sa#skaidemande en chlore de la toxine et
d’achever la réaction. De plus, la consommationxytiant bien aprés la transformation totale
de la toxine initiale et la demande en chlore é&e{d@ mole/mole) semblent indiquer que la
transformation de la MC-LR suit un schéma complkaxglobant de multiples réactions.

Tout d’abord, la demande en chlore expérimentalendion 12 mole/mole est
cohérente avec la valeur théoriqgue déterminée dalométhode explicitée par Hureigt al
(1994). En effet, la demande en chlore d'un peppidat étre estimée selon une méthode
simple comportant 2 étapes. La premiére étape stenaiadditionner la demande en chlore
individuelle de chaque acide aminé composant ldigepLa seconde étape consiste alors a
retrancher 2 pour chaque liaison peptidique de (Eécule étudiée car celles-ci sont
résistantes a la chloration (Huredial, 1994 ; Nightingalet al, 2000). En appliquant cette
méthode (les demandes en chlore des acides andméauns ont été établies par Hureski
al. (1994)) et en considérant que I'acide aminé Adidayit avec 4 moles de chlore (en raison
du diéne conjugué), la MC-LR aurait une demandetdare théorique de 14 mole/mole.
Cette cohérence entre les valeurs théorique etriexpdtale suggére que les liaisons
peptidiques de la MC-LR ne seraient pas vulnéradleshlore. Par conséquent, celles-ci ne
peuvent étre envisagées comme des sites propiceee Ppotentielle fragmentation de la

toxine.
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L'arginine peut étre considéré comme le princip gactif de la MC-LR. En effet,
sous forme individuelle, cet acide aminé possededemande en chlore de 8 mole/mole, soit
6 mole/mole lorsqu’il est incorporé dans un peptile d’'autres termes, I'arginine pourrait
étre a l'origine de la moitié de la demande enrehtte la MC-LR car les nombreuses liaisons

N-H et doubles liaisons qu’il renferme sont tresctéves.

D’autre part, la cinétique de premier ordre visisee la transformation de la MC-LR
est en accord avec 'étude d’Acexbal (2005). Cependant, la constante cinétique ragport
ici est environ 5 fois supérieure a celle rappopa@eAceroet al. (2005) dans des conditions
similaires de pH, température et de ratio molairgcitore]/[toxine]. Cette différence peut
s’expliquer en ne considérant non plus le ratio &snta concentration en chlore environ 10

fois plus élevée dans notre étude.

Enfin, la probabilité d’'un fractionnement de la M®- étant réduite en raison de la
stabilité des liaisons peptidiques, les sous-piedie chloration envisagés consisteraient donc
davantage en une fixation de chlore sur la toxim#@ale qu'en sa fragmentation. Cette
hypothése semble alors étayée par la formationhiteec combiné et par la détection de
signaux autres que celui de la MC-LR pour un rati@ 995,5 (figure 40). Ces derniers
seraient en effet attribuables a des ions minoegassus de la fragmentation (dans la chaine
analytiqgue) des ions moléculaires [m +"H]e sous-produits de chloration d’une masse

supérieure a celle de la toxine.

1.2. Suivi du spectre UV du milieu reactionnel
1.2.1. Examen des spectres UV bruts

L’évolution de la forme du spectre UV du milieu ¢céannel au cours du temps est un
élément susceptible d’apporter des informationesitbour mieux appréhender les réactions
chimiques entre divers composés. En particuliedisparition ou I'apparition des maxima
d’absorbance a certaines longueurs d’onde rensgigfiicacement quant a la consommation
des réactifs et a la formation des sous-produitssulivi de I'absorbance a ces longueurs

d’onde constitue alors un outil efficace pour lenitaring de la réaction.

Comme le présente la figure 43a, la chloration aléVIC-LR induit la disparition
rapide du maximum d’absorbance a 240 nm, mais a@edre maximum n’apparait en

contrepartie. Par conséquent, si la formation des-produits de chloration ne peut étre mise
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en évidence directement a travers le spectre Umitlau réactionnel, 'absorbance a 240 nm
est un bon indicateur de la transformation de Jant En effet, I'évolution de la MC-LR
résiduelle calculée a partir de I'absorbance argaQ(figure 44) a un profil similaire a celui
obtenu par LC-MS. Dans chacun des cas, la majeantee e la toxine réagit durant les 5
premiéres minutes et les constantes cinétiqueseataigr ordre sont similaires. Néanmoins,
I'absorbance & 240 nm ne s’annule pas mais seliséabi 0,13 unité d’absorbance, ce qui
implique une surestimation du reliquat de toxinesdie milieu. A I'issue de la transformation
de la MC-LR, I'absorbance résiduelle doit aloreé&ittribuée a la présence d’'un mélange de

sous-produits dans le milieu réactionnel.

15
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Figure 43 : Spectres UV bruts (A) et normés (B) dmilieu réactionnel durant la chloration de la MC-LR
(décroissance chronologique du maximum a 240 nm)
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Figure 44 : Evolution de I'absorbance a 240 nm etalla quantité de MC-LR résiduelle équivalente

1.2.2. Recherche des points isobestiques

La superposition des spectres UV bruts ne permst gracisément I'observation
directe de points isobestiques. Par conséquent’edt pas possible d’affirmer que la
chloration de la MC-LR implique une conservationaenasse dans I'échantillon. Cependant,
deux zones particulieres peuvent étre distinguéesasfigure 43a. En effet, 'ensemble des
spectres acquis tout au long de la réaction coewnergux environs de 215 nm et 270 nm sans
toutefois s’intercepter (hormis avec le spectrdadtoxine initiale autour de 215 nm). Cette

observation laisse donc entrevoir I'existence datpasobestiques cachés.

Comme le montre la figure 43b, la normalisation slesctres (aire égale a 100 unités
d’aire) met en évidence I'existence de 2 pointbéstiques cachés : le premier a 222 nm et le
second a 262 nm. On remarque que ces deux poiptsjirant bien I'ensemble des spectres
enregistrés au cours de la réaction, y comprisi cedua MC-LR initiale. Par conséquent,
I'hypothese de la conservation qualitative du mailiers de la chloration de la toxine est
validée (Pouéet al, 2004 ; Thomast al, 2007).

1.2.3. Discussion

L’examen des spectres UV bruts ne donne a priaiia@lément sur la formation des
sous-produits de chloration de la MC-LR car aucuaeation autre que la disparition du
maximum a 240 nm n’est observable. Cependant,sigadtion du maximum en elle méme

apporte une premiere information quant a la natle®e résidus de la toxine. En effet, ce
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maximum et ses 3 épaulements sont caractéristiques diene conjugué (Forbest al,
1964 ; Denney et Sinclair, 1987 ; Sal&élal, 2001). La diminution rapide de I'absorbance a
240 nm indique donc que le seul diéne conjugu@addC-LR, situé sur I'acide aminé Adda,
semble une cible privilégiée pour I'action du ckloCette considération est alors cohérente
avec la formation de dihydroxy-microcystine évoquisms la bibliographie (Tsugt al,
1997).

De la méme maniere, la spectrophotométrie UV pdupermettre de veérifier si le
chlore altére également le cycle aromatique de GL\R. En effet, les cycles aromatiques
génerent un maximum d’absorbance aux environs deé @& mais leur coefficient
d’extinction molaire est nettement plus faible quedui des diénes conjugués. Dans ces
conditions, la quantitt de MC-LR nécessaire a Bobation du maximum lié au cycle

benzénique de la toxine est incompatible avecdéqre.
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2. ETUDE DES SOUS-PRODUITS DE CHLORATION

L’étude des sous-produits de chloration de la MCdeRdécompose en deux étapes,
I'examen des sous-produits déja identifies darigtéaature puis l'identification de nouveaux

COMpOoseés.

2.1. Examen des sous-produits identifiés dans ldt@rature

2.1.1. La dihydroxy-microcystine

Selon les masses atomiques publiées par Audi etsWa1995), la dihydroxy-
microcystine de formule brute,§H7¢N10014 identifiée par Tsujet al (1997) est caractérisée
par un ion moléculaire de rapport m/z théorique918@20694. Apres 2 minutes de réaction,
le chromatogramme du rapport m/z 1029,5 (figure @8} en évidence un ensemble de 8
signaux correspondant a autant d’isoméres de ce-moduit, ainsi que 3 autres signaux
examinés plus tard. Le spectre de masse en FTM&aeeres de dihydroxy-microcystine
(figure 46) présente deux rapports m/z majoritailesn/z 1029,560 correspondant a I'ion [m

+ H]" avec une erreur de 2 ppm, et le m/z 506,278 quoretant & I'ion [m + 2H — pD]*".

Dihydroxy-microcystine
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Figure 45 : Chromatogramme du rapport m/z 1029,5 ages 2 minutes de chloration (dihydroxy-microcysting

Les analyses en MS2 réalisées sur I'ion moléculaifz 1029,560 sont également en
accord avec la théorie de la dihydroxy-microcystige effet, le spectre MS2 présenté sur la
figure 47 met en évidence la formation de 2 iois:fm/z 1011,6 et m/z 993,6 (les autres
décimales ne sont pas considérées car il ne gagile FTMS) respectivement associés a la
perte d'une et deux molécules d'eau, et compatiblesc la présence de 2 groupements

hydroxyle sur I'acide aminé Adda.
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CHAPITRE Il : Chloration de la Microcystine-LR
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Figure 46 : Spectre de masse en FTMS de la dihydrosxyicrocystine
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expérimentaux (figure 48) tend également a confirmes les 8 composés observés sur le
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Figure 48 : Massif isotopique théorique (en vert) teexpérimental de la dihydroxy-microcystine

Enfin, la correspondance entre le massif isotopigéorique et les résultats

chromatogramme (figure 45) sont bien des isoméseditd/droxy-microcystine.

été formulée par Kulkkt al. (2004) apres avoir observé un signal correspdralarapport m/z
1047. Apres 2 minutes de chloration, le chromatogna du rapport m/z 1047 (figure 49) met

2.1.2. La dihydroxy-microcystine hydratée

L’hypothése de la dihydroxy-microcystine hydraté@efdrmule brute ¢sH7gN10015 a

en évidence 5 signaux clairement définis entret 14 eninutes de temps de rétention.
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Figure 49 : Chromatogramme du rapport m/z 1047 apre 2 minutes de chloration
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Le spectre de masse (figure 50) de ces sous-psodbtenu en FTMS indique
majoritairement la présence des ions moléculaiigsacgé et monochargé : [m + ZHpour
m/z 524,267 et [m + H]pour m/z 1047,526. Cependant, le calcul de I'erpar rapport au
m/z théorique 1047,572636 (Audi et Wapstra 199%neéoun résultat de 44 ppm. Or, comme
mentionné au chapitre matériels et méthodes, I'thgse de la dihydroxy-microcystine

hydratée est incompatible avec une telle erreulasorasse du composé.
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Figure 50 : Spectre de masse en FTMS de la monochiehydroxy-microcystine

Par conséquent, une nouvelle hypothese est propésdermation de monochloro-
hydroxy-microcystine de formule brutesd8l7sN1¢g013Cl et d’ion moléculaire [m + Hlm/z
1047,5281825. Avec une erreur de 2 ppm sur la masseomposé serait alors formé par la
perte d’une double liaison de la MC-LR (trés prdbatent sur I'acide aminé Adda) au profit
de la fixation d’un atome de chlore et d’un groupeirhydroxyle.
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CHAPITRE Il : Chloration de la Microcystine-LR
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Figure 51 : Spectre MS2 de la monochloro-hydroxy-nairocystine sur le rapport m/z 1047,560
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D’autre part, les analyses en MS2 réalisées sur hnoléculaire m/z 1047,526 tendent
a confirmer la théorie de la monochloro-hydroxy-m@ystine en corroborant la présence
d’'un atome de chlore et d’'un groupement hydroxulelss composés en question. En effet, le
spectre MS2 présenté sur la figure 51 met en éualenformation de 3 ions fils : m/z 1029,5
reflétant la perte d’'une molécule d’eau, m/z 10kgfeétant la perte d’'une molécule d’acide
chlorhydrique, et m/z 993,6 reflétant la perte covéb de HCI et bD. Enfin, la cohérence du
massif isotopique théorique avec les données exrpétales (figure 52) soutient également

I'hypothese de la monochloro-hydroxy-microcystine.

2.1.3. Discussion

En accord avec des travaux précédents (Eswgl, 1997), la chloration de la MC-LR
conduit a la formation rapide de dihydroxy-micraays, comme le confirme I'évolution du
spectre UV mais également les résultats de speétriemie masse a transformée de Fourier.
Cependant, 8 isomeres ont été détectés ici coatderaent 4 lors de I'étude de Tsafial
(1997). Néanmoins, cette difféerence peut s’expligpar des conditions expérimentales
distinctes. En effet, dans I'étude de Taijal (1997) le réactif limitant était le chlore, cei qu

n'est pas le cas pour les travaux réalisés au dmicette these (R = 20).

D’autre part, la spectrométrie de masse baséersappareil a simple quadrupole fait
€galement apparaitre un groupe de trois pics chomragphiques pour des temps de rétention
plus élevés que la dihydroxy-microcystine. Cepenhdanplus haute résolution sur la masse
obtenue grace au LTQ-Orbitrap permet de constatdrsjagit d’'une autre famille de sous-

produits identifiée plus tard comme la monochloricfotystine.

L’hypothese de la dihydroxy-microcystine hydratéenfulée par Kullet al (2004)
repose sur la spectrométrie de masse classiquenGapt, la plus haute résolution fournie
par le LTQ-Orbitrap ne corrobore pas la formatian a composé mais plutdt celle de la
monochloro-hydroxy-microcystine. De plus, 5 isonséde ce composé sont répertoriés dans
cette thése alors que I'étude de Katllal (2004) ne mentionnent pas I'existence de plusieur
pics chromatographiques pour le rapport m/z 104@pe@dant, si I'hypothése de la
dihydroxy-microcystine ne se vérifie pas lors dechdoration par I'acide hypochloreux et
I'ion hypochlorite, elle ne s’avere pas fausse pawtant dans le cas de la chloration par le
dioxyde de chlore lors de I'étude de Katl al (2004). En effet, les réactifs étant différents,

les sous-produits peuvent I'étre également.
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2.2. Identification de nouveaux sous-produits de dbration

2.2.1. La monochloro-microcystine

Les 3 isomeres de monochloro-microcystine asso@ésla formule brute
C49H73N10012Cl ne peuvent étre distingués de la dihydroxy-nugstine par la spectrométrie

de masse sans haute résolution, comme le morfigute 53.

Monochloro-microcystine
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Figure 53 : Chromatogramme du rapport m/z 1029,5 ages 2 minutes de chloration (monochloro-
microcystine)

La monochloro-microcystine serait formée par lassitiition d’un atome d’hydrogéne
par un atome de chlore, vraisemblablement sur esdigisons N-H de la MC-LR. Comme le
montre la figure 54, pour chacun des 3 isoméragdeurs au LTQ-Orbitrap permet de mettre
en évidence un ion moléculaire [m +"H] m/z 1029,516, soit une erreur sur la masse de 2
ppm par rapport au m/z théorique 1029,5176179 Ealdiaprés Audi et Wapstra (1995).
Néanmoins, l'ion majoritaire lors de la détectiom ETMS est I'ion moléculaire dichargé

[m + 2HF* correspondant au m/z 515,262.

Les analyses en MS? réalisées sur lion moléculame 1029,516 soutiennent
I'hypothese de la monochloro-microcystine en indigula présence d’'un atome de chlore sur
la molécule. En effet, le spectre MS2 présentdasfigure 55 met en évidence la formation de
2 ions fils : m/z 993,6 reflétant la perte d’'uneléoole de HCI, et m/z 859,6 reflétant la perte
de HCI combiné a un fragment bien connu de la MC(DRehneltet al, 2005 ; Conget al,
2006). De plus, de la méme maniére que pour les-gmduits précédents, la correspondance
entre le massif isotopique théorique et les donredgerimentales (figure 56) conforte

également l'identité de la monochloro-microcystine
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CHAPITRE Il : Chloration de la Microcystine-LR
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Figure 54 : Spectre de masse en FTMS de la monochdemicrocystine
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Figure 55 : Spectre MS2 de la monochloro-microcysie sur le rapport m/z 1029,516
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Figure 56 : Massif isotopique théorique (en vert)teexpérimental de la monochloro-microcystine

2.2.2. La monochloro-dihydroxy-microcystine

Comme le présente la figure 57, le chromatogrammeagport m/z 1063,5 met en
evidence de nombreux signaux identifiéess comme desiéres de monochloro-dihydroxy-
microcystine de formule brute§17sN10014Cl. En effet, le spectre de masse de ces sous-
produits obtenu en FTMS (figure 58) indique un maléculaire [m + H] correspondant au
m/z 1063,521, soit une erreur de 2 ppm par rapgonn/z théorique 1063,5230971 calculé
selon Audi et Wapstra (1995). Cependant, I'abondate ces composés est faible et, en
raison d’'un phénomeéne de co-élution, les specteesasse sont généralement dominés par

les ions moléculaires des produits précédemmentifibes.
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Figure 57 : Chromatogramme du rapport m/z 1063,5 ags 2 minutes de chloration
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La monochloro-dihydroxy-microcystine serait formgar la substitution d’un atome
d’hydrogene par un atome de chlore sur une desofiai N-H de la dihydroxy-microcystine
mentionnée auparavant. Les différentes combinaipmssibles pour la substitution d’'une
liaison N-H sur chaque isomere de dihydroxy-micstirye expliquent alors la faible intensité

et la multitude de signaux observés sur la figdre 5
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Figure 58 : Spectre de masse en FTMS de la monochtedihydroxy-microcystine

Les analyses en MS? réalisées sur lion moléculame 1063,521 supportent
I'nypothése de la monochloro-dihydroxy-microcyster confirmant la présence d’'un atome
de chlore et d’au moins un groupement hydroxylelaunolécule. En effet, le spectre MS?2
présenté sur la figure 59 révele la formation den3 fils : m/z 1045,6 reflétant la perte d’'une
molécule d’'eau, m/z 1027,7 reflétant la perte dd BIC de 2 molécules d’eau, puis m/z
1009,6 reflétant la perte combinée de HCI gDHENfin, de la méme maniére que pour les
sous-produits identifiés auparavant, la correspooel@ntre le massif isotopique théorique et
les données expérimentales (figure 60) coincidec alidentité de la  monochloro-

microcystine.
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Figure 60 : Massif isotopique théorique (en vert) teexpérimental de la monochloro-dihydroxy-microcysine
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2.2.3. La dichloro-dihydroxy-microcystine

Avec le spectrométre de masse Micromass ZQ, ldatiwtdihydroxy-microcystine et
ses 7 isomeres de formule brutghzsN10014Cl, sont observés pour un rapport m/z 1079
correspondant a l'ion [m + H —3]", comme le montre la figure 61. En effet, le spede
masse obtenu en FTMS (figure 62) met en avanbies fnoléculaires [m + 2] pour m/z
549,244 et [m + H]pour m/z 1097,481, soit une erreur de 3 ppm gavad au m/z théorique
1097,4841248 calculé selon Audi et Wapstra (1998).dichloro-dihydroxy-microcystine
serait alors formée par la substitution de 2 atodiegdrogene par 2 atomes de chlore sur la

dihydroxy-microcystine déja identifiée.
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Figure 61 : Chromatogramme du rapport m/z 1079 apré 30 minutes de chloration
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Figure 62 : Spectre de masse en FTMS de la dichlodihydroxy-microcystine
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Les analyses en MS2 réalisées sur I'ion molécuhai®e1097,481 sont cohérentes avec
I'hypothése de la dichloro-dihydroxy-microcystine enfirment la présence d’au moins 1
atome de chlore et 2 groupements hydroxyle surdi@cuale. En effet, le spectre MS? présenté
sur la figure 63 révele la formation de 3 ions film/z 1079,5 reflétant la perte d’'une
molécule d’eau, m/z 1061,6 reflétant la perte dd BIC de 2 molécules d’eau, puis m/z
1043,5 reflétant la perte combinée de HCI gDHENfin, la correspondance entre les massifs
isotopiques théoriques et expérimentaux (figure €a)tient également I'hypothése de la

dichloro-dihydroxy-microcystine.

2.2.4. La trichloro-hydroxy-microcystine

Le dernier sous-produit identifié ainsi que seeivisomeres illustrés sur la figure 65
correspond a la trichloro-hydroxy-microcystine denfule brute GgH;3N10013Cls. Le spectre
de masse obtenu en FTMS (figure 66) met en évidanden moléculaire [m + H]a m/z
1115,448, soit 2 ppm d’erreur par rapport au méotigque 1115,4502379 calculé selon Audi
et Wapstra (1995). Cependant, il ne peut étre tmmpte des autres ions présents sur le
spectre. En effet, ceux-ci font partie du bruitfdad mais ne semblent significatifs qu’en

raison de la faible abondance de I'ion m/z 1115,448

La trichloro-hydroxy-microcystine pourrait étre fio¢ par la substitution de 2 atomes
d’hydrogene par 2 atomes de chlore sur la monocHigdroxy-microcystine identifiée
précédemment. Néanmoins, en raison de la faibladswe des sous-produits, les analyses
en MS2 ne permettent pas de corroborer cette hgpethloutefois, la cohérence entre les
massifs isotopiques théoriques et expérimentaguri 67) confirme la présence de trois

atomes de chlore sur la molécule.
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Figure 65 : Chromatogramme du rapport m/z 1115 apre 15 minutes de chloration
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Figure 66 : Spectre de masse en FTMS de la trichlofimydroxy-microcystine
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2.2.5. Discussion

L’identification des sous-produits de chlorationigex a la fois un dispositif de
spectrométrie de masse a semi-haute résolution égailement une quantité importante de
MC-LR car la toxine initiale est transformée en umeltitude de sous-produits, chacun étant
peu abondant. De plus, I'étape classique de coratemt des échantillons a du étre supprimée
au cours de cette thése afin d'éviter tout risqeepdllution ou de perte de sous-produits.
Dans ces conditions, le colt élevé de la MC-LR (£6pour 1 mg) représente donc une
contrainte expérimentale non négligeable. La teldy® LTQ-Orbitrap s’avere alors étre
particulierement adaptée a l'identification de cosds inconnus et en faible quantité dans un

échantillon.

Les 4 sous-produits et leurs isoméres présentémticété caractérisés a l'aide d’un
faisceau de preuves (erreur sur la masse inféreelre@pm, cohérence des analyses en MS?,
similitude entre le massif isotopique expérimerdtlles données théoriques) et n'ont été
mentionnés dans aucune étude antérieure. Leurfidatibn permet alors de compléter les

données existantes afin de mieux comprendre laatida de la MC-LR.

Tout d’abord, les formules brutes de I'ensemble sl@ss-produits identifies, et en
particulier le nombre d’atomes de carbone identigda MC-LR, indiguent que ceux-ci ne
proviennent pas d'une fragmentation de la toxinéiale. Ainsi, cette observation étaye
I'hnypothése selon laquelle les liaisons peptidigsesaient résistantes a la chloration et peu
sujettes a permettre une ouverture du cycle pepidide la MC-LR. De plus, Iinclusion
d’atomes de chlore dans la formule brute de cesrtawus-produits est cohérente avec la

formation de chlore combiné mentionnée auparavant.

Les hypothéses émises quant aux mécanismes detifumrdas sous-produits observés
au cours de cette étude permettent de proposeraunelle voie de transformation de la MC-
LR par le chlore (figure 68). Apres sa mise en aontavec le chlore, la toxine serait
immédiatement transformée en trois intermédiaitasmonochloro-hydroxy-microcystine, la
dihydroxy-microcystine et la monochloro-microcystin La monochloro-hydroxy-
microcystine serait alors transformée en trichlloydroxy-microcystine par une double
réaction de substitution ou en dihydroxy-microaysta la suite d’'une hydroxylation. D’autre
part, l'action du chlore sur la dihydroxy-microdyst et la monochloro-microcystine
conduirait a la formation de monochloro-dihydroxjerocystine elle-méme transformée en

dichloro-dihydroxy-microcystine par une réaction siéstitution. Par ailleurs, on remarque
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également que ce dernier sous-produit pourraieégaht étre formé par une hydroxylation de

la trichloro-hydroxy-microcystine.

Microcystine-LR
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Figure 68 : Proposition de mécanisme de transformain de la MC-LR par le chlore (Merel et al., 2009)

D’autre part, les structures développées des smdhips identifiés au cours de cette
thése n'ont pu étre élucidées. En effet, pour adlagque composé devrait étre isolé par HPLC
préparative puis analysé par résonance magnétiggléaire (RMN). Or, pour chaque sous-
produit, la RMN demande une quantité de matiéreh@alu mg, ce qui n’est absolument pas
envisageable & partir d'une solution a 20 mg/L de-MR. De plus, la faible abondance des

sous-produits et le phénomene de coélution rentdragalement tres problématique la phase

d’isolation des composés.

Enfin, la faible abondance des sous-produits daitequ’ils n’expliquent pas a eux
seuls l'intégralité de la demande en chlore de IB-IMR semblent indiquer que d’autres
résidus de chloration demeurent encore inconnueftet, compte tenu de la forte demande
en chlore (12 mole/mole) de la toxine, la formattnsous-produits polysubstitués peut étre
envisagée. Cependant, la recherche de résidusla@tan sur le LTQ-Orbitrap n’a révelé
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aucun composé comportant plus de 3 atomes de chiles alors envisageable que d’autres
sous-produits de chloration ne soient pas dételztis les conditions analytiques utilisées au
cours de cette étude (colonne chromatographiqueteosion de cdne non adaptées).
Néanmoins, l'utilisation d’une colonne chromatodrgpie de type HILIC permettant la

rétention de composés trés polaires, de méme quariation de la tension de céne (15V,

30V, 45V et 60V) n'ont pas permis de mettre en énak de nouveaux résidus de chloration.

2.3. Suivi des sous-produits de chloration

Aprés lidentification des produits de la MC-LR aitle du LTQ-Orbitrap, leur
évolution en fonction du temps de chloration aetaminée avec le spectrométre de masse

Micromass ZQ. La figure 69 illustre les résultdigemus.
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Figure 69 : Evolution temporelle des sous-produitde chloration de la MC-LR (Merel et al., 2009)
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Lorsque I'on examine I'évolution des sous-proddischloration en fonction du temps
de réaction avec le chlore, on remarque que 4lprdiiférents peuvent étre identifiés. Le
premier inclus 3 composeés rapidement formés (ehtez 2 minutes aprés le début de la
réaction) puis progressivement transformés : laydiibxy-microcystine, la monochloro-
hydroxy-microcystine et la monochloro-microcystim®emme suggéré par le mécanisme de
transformation de la MC-LR proposé sur la figure b8 second profil est représenté par la
dicholo-dihydroxy-microcystine, progressivementniée durant les 30 premiéres minutes
suivant le début de la réaction, puis stable jés@@ minutes. La monochloro-dihydroxy-
microcystine formée immédiatement apres la misecentact des réactifs et dont la
concentration reste stable constitue le troisiemélpEnfin, le dernier profil correspond a la
trichloro-hydroxy-microcystine, progressivementri@e durant les 10 premiéres minutes de

réaction, puis transformée a son tour.

L'évolution temporelle des sous-produits confirmee d’autres résidus de MC-LR
restent a identifier. En effet, d’aprés I'hypothésson laquelle une unité d’aire de pic
chromatographique correspond a la méme quantittnateere pour la toxine et ses sous-
produits, alors la dihydroxy-microcystine, la mohlmzo-microcystine et la monochloro-
hydroxy-microcystine (les composés les plus abotsjlanleurs concentrations maximales ne
représentent que 15 %, 5 % et 5 % de la MC-LRaileitiDe la méme maniére, les autres
sous-produits représentent chacun environ 1% 84 R initiale. Considérant qu’une part
de ces composés n'est pas stable, aprés 60 mirdgeshloration l'aire des pics
chromatographiques de I'ensemble des sous-prodeiteprésente qu’environ 5 % de l'aire
de la MC-LR initiale.

La faible abondance des sous-produits identifi#&esap0 minutes peut s’expliquer de
3 manieres. Tout d’abord, le nitrite de sodiumis#ilpour stopper la chloration et introduit
10 % en excés pourrait également réduire une drackes sous-produits en ne laissant intacte
gue la partie observée dans cette étude. En effeigues analyses complémentaires ont
montré que l'ajout de nitrite de sodium induit uldgere diminution de la quantité des
composeés chlorés. La seconde explication résiddeais le fait que la fenétre de 10 m/z
utilisée pour lI'analyse des données du LTQ-Orbitsaft d’'une amplitude trop importante,
occultant ainsi I'existence de certains sous-pisdilitnfin, une troisieme explication serait
gue les conditions chromatographiques optimalesr pauMC-LR (colonne, condition
d’ionisation...) utilisées au cours de cette étuddensoient pas pour 'ensemble des sous-

produits. Par conséquent, une partie d’entre euxrpib ne pas étre observée.
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CHAPITRE Il : Chloration de la Microcystine-LR

D’autre part, I'évolution temporelle des sous-pritglumet en évidence lintérét
d’étudier la toxicité du milieu, non pas aprés tuwés (lorsque 99 % de la toxine est
transformée sans pour autant que la réaction sbévae) mais aprés 60 minutes. En effet, la
toxicité du milieu aprés 5 minutes prendrait ensidération une quantité importante de
composés intermédiaires et n'offrirait pas une nestion du risque pertinente pour le
consommateur d’eau potable. En pratique, en tes@anpte du temps de séjour de I'eau dans
le systeme de distribution, ces sous-produits nméeliaires seraient déja transformés avant de

parvenir au robinet du consommateur.

2.4. Examen de la chloration par I'intermédiaire de’ion m/z 135

L’ion de rapport m/z 135 présenté sur la figureeg0le résultat bien connu (Diehnelt
et al, 2005 ; Congpt al, 2006) de la fragmentation de la MC-LR (et deedbes MCs) au sein
du dispositif de spectrométrie de masse, lorsdé@ape d’'ionisation. Le monitoring de cet ion
au cours de la chloration permet, non seulemerguidge I'évolution de la MC-LR, mais
également d’observer les sous-produits se fragmeka la méme maniére au sein de la
chaine analytique. Pareillement, I'ion m/z 77 cspand a une fragmentation de la toxine
isolant le cycle aromatique. La figure 71 présemteexemple des chromatogrammes obtenus
pour les ions 135 et 77 en comparaison des chrgraatones des ions moléculaires des sous-

produits identifiés auparavant.

NH

HNZ" “NH,

Figure 70 : Fragmentation de la MC-LR pour former 'ion m/z 135
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Figure 71 : Chromatogrammes de divers ions aprés ffiérents temps de chloration

Comme le montre la figure 71, lors de la chloratienla MC-LR, les ions 135 et 77
permettent de visualiser de nombreux sous-prodB@sni eux se trouvent principalement la
monochloro-microcystine et la dihydroxy-microcystir(toutes deux observables sur le
chromatogramme m/z 1029,5). Cependant, par l'indeliaire de 2 pics chromatographiques
(temps de rétention 7,74 et 8,74 minutes) n'appsaait pas sur les autres chromatogrammes,

les ions 135 et 77 révelent 'existence de 2 ré&saiMC-LR non identifiés.
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Lors de la chloration, I'abondance de I'ion m/z 1dBinue rapidement (figure 72),
selon un profil similaire a I'évolution de l'absamce a 240 nm (figure 44). Cette forte
diminution du signal peut avoir deux origines. Umemiere hypothése consiste a dire que les
sous-produits de la chloration de la MC-LR sont mcsusceptibles de se fragmenter pour
donner I'ion m/z 135. Une seconde hypothése coreigae les sous-produits de la MC-LR
sont tout autant susceptibles de former I'ion n8% fjue la toxine initiale. Dans ce cas, seule
une altération de la masse du fragment m/z 135 [(pafixation de chlore ou une
hydroxylation) au cours de la chloration expliquergue celui-ci ne soit plus détecte.
Cependant, la premiere hypothése semble la plusaple. En effet, la forte augmentation
suivie de la diminution progressive de I'abondadeelion m/z 77 témoigne que les sous-

produits ne se fragmentent pas dans les mémesrpoozoque la MC-LR.
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Figure 72 : Evolution temporelle des ions m/z 133 en/z 77

Dans ces conditions, la détection d’'un sous-proplaitles ions m/z 135 et 77 atteste
de l'intégrité de son cycle aromatique. Cependingiminution du signal de ces ions au
cours du temps ne prouve pas que le cycle arongasigit une cible pour le chlore. Afin de
vérifier quelles fonctions de la toxine sont ale&éar la chloration, la réaction devrait étre
suivie par RMN. Or, la quantité initiale de toxinécessaire au suivi de la réaction par RMN
et la présence de multiples sous-produits dansilleunréactionnel rendraient difficile cette

manipulation et I'interprétation des résultats.
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3. EFFET DU RATIO MOLAIRE [CHLORE]/[TOXINE]

Aprés avoir étudié la réaction de la MC-LR avec dilore 20 fois en exces, les
travaux de cette thése ont examiné l'effet du ratiolaire [chlore]/[MC-LR] R sur la
demande en chlore, I'évolution du spectre UV, l@étique de réaction et la formation des

sous-produits.

3.1. Effet du ratio molaire sur la demande en chlar

Comme le montre la figure 73, lorsque le ratio Riefrieur a 20, la demande en
chlore est égale au chlore introduit. Dans ce ltagjdant est le réactif limitant et la réaction
s'arréte faute de réactif. Cependant, on remarquee ppur un trés large exces de chlore
(R = 100), la demande en chlore n'augmente queedmole/mole environ par rapport a
R = 20. Cela indique que pour de forts ratios R x@mple dans le cas de la désinfection de
I'eau potable) les réactions développées avec lallR@e seront donc pas significativement

différentes que celles observées au cours deédteide avec R = 20.
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Figure 73 : Effet du ratio molaire [chlore]/[MC-LR] R sur la demande en chlore de la MC-LR
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3.2. Effet du ratio molaire sur I'évolution du spetre UV

Les spectres UV du milieu réactionnel ont été astexs 0, 1, 2, 5 et 30 minutes apres
le début de la réaction pour un ratio molaire [oBMC-LR] R allant de 2 a 100. Les
spectres normés sont présentés sur la figure 74e@arque tout d’abord que, quel que soit
le ratio molaire, les deux points isobestiquesquodint la conservation qualitative du milieu

sont toujours observables.
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Figure 74 : Influence du ratio [chlore]/[MC-LR] R sur les spectres UV normés enregistrés 0, 1, 2, 538
minutes (dans I'ordre décroissant d’absorbance a 24nm) apres la mise en contact des réactifs
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On remarque ensuite qu’'un ajout de chlore tropldaiie permet pas d’assurer la
transformation complete de la MC-LR, comme c’est#és avec un ratio molaire R = 2.
D’autre part, on observe que plus la valeur de grante, plus la diminution du maximum
d’absorbance a 240 nm est rapide. On en dédus gloe 'augmentation du ratio molaire R
ne semble pas avoir d’influence sur le mécanismeadetion de la MC-LR mais plutét sur la

cinétique de transformation de la toxine.

3.3. Effet du ratio molaire sur la cinétique de transformation de la toxine

La cinétique de transformation de la MC-LR augmeatec la dose de chlore. En
effet, pour des valeurs croissantes de R, la reptéson de I'équation de cinétique de
premier ordre se traduit par des droites plus manffigure 75). Ainsi, lorsque R augmente de
2 & 20, la constante cinétique de premier ordrenaute de 9,68 x 10s* & 15,9 x 1§ s*. De
plus, pour des valeurs de R trés supérieures ka 2@nsformation de la toxine est trop rapide

pour qu'une constante cinétique puisse étre caculé
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Figure 75 : Représentation de I'équation de cinétige de premier ordre de transformation de la MC-LR
pour différents ratios [chlore]/[MC-LR] R

3.4. Effet du ratio molaire sur la formation des sas-produits

L’influence du ratio molaire sur la cinétique dersformation de la MC-LR se
retrouve également sur la formation des sous-predecomme l'illustre la figure 76. En effet,

un ratio molaire R = 2 ne permet la formation gas ttois premiers dérivés de la MC-LR : la
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dihydroxy-microcystine, la monochloro-microcystieela monochloro-hydroxy-microcystine
dont la concentration reste stable. Lorsque R rdtt® la dose de chlore permet alors
d’amorcer la transformation de la monochloro-migstime et de la monochloro-hydroxy-
microcystine pour former la monochloro-dihydroxyemaicystine, mais celle-ci ne peut étre
transformée davantage. Enfin, la dichloro-dihydroxigrocystine et la trichloro-hydroxy-

microcystine ne sont formées que pour des valezR supérieures a 5.

100 R=E

S

©

o

[

23 50

g R =10

c

(¢D)

(&)

[

(@]

o R =50

R =100

Cl ] ]
0 20 40 60

Temps (minutes)

Figure 76 : Influence du ratios [chlore]/[[MC-LR] R sur la formation de dihydroxy-microcystine

Comme en atteste I'évolution du spectre UV du milet la formation des sous-
produits, la dose de chlore n’'influence pas le miscae réactionnel mais elle définit le degré
d’avancement final de la réaction. Par conséquamtconsidérant 'ensemble des données
obtenues au cours de cette étude, un ratio matare20 semble étre le minimum nécessaire

pour une transformation optimale de la MC-LR.
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4. EFFET DE LA CHLORATION SUR LATOXICITE

Apres avoir vérifié I'efficacité de la chloratioropr transformer la MC-LR et avoir
caracteérisé la réaction a travers diverses appspbb® travaux menés au cours de cette étude
ont portés sur les conséquences de la transformaéida toxine pour le consommateur d’eau
potable. En effet, hormis lidentification des squreduits de MC-LR, un des objectifs de
cette thése est de contribuer a I'estimation depact de la chloration sur la toxicité du
milieu. Pour ce faire, 3 tests de toxicité ont@ié en oeuvre sur le milieu contenant la MC-

LR avant et apres chloration : le test Microtoxtdst MTT et le test rouge neutre.

4.1. Le test Microtox

Avec le test Microtox, la toxicité est exprimée parfacteur d’inhibition (Hg) de la
luminescence d¥. fischeriaprés 30 minutes de contact avec le milieu a aeal\Plus les
composeés du milieu interferent avec le métabolidmé bactérie, plus le facteur d’'inhibition
sera élevé. La figure 77 présente les résultatsdttie obtenus pour divers échantillons dont
la MC-LR et la MC-LR chlorée.
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Figure 77 : Estimation de la toxicité du milieu cotenant la MC-LR par Microtox (écarts-types calculésavec n = 3)
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Le facteur d’inhibition de 80 % pour I'échantilla® Cr VI sur la figure 77 témoigne
de la validité des tests car cette valeur corredfd@n aux attentes. La méme figure indique
egalement que la présence de méthanol (en propaitiglaire a la solution de MC-LR) dans
I'échantillon et que la neutralisation du chlorerd par le nitrite de sodium ne sont pas a
I'origine d’'une quelconque toxicité sW. fischericar le facteur d’inhibition négatif indique
gue la luminescence des bactéries est plus impgerggmés 30 minutes d’exposition. Avec un
facteur d’'inhibition de -10 %, on remarque que I€J/R initiale ne semble pas non plus
avoir d’effet toxique. Mais, aprés chloration, lariinescence est inhibée a hauteur de 15 %.

La chloration de la MC-LR semble donc avoir un ictpzégatif sul. fischeri

42. Letest MTT

Apres exposition des cellules Caco-2 aux diverdeoml, le test MTT permet de
déterminer la toxicité de ces derniers grace aidhilité cellulaire estimée par l'activité
mitochondriale. La figure 78 présente alors lesultéss obtenus pour différentes

concentrations de MC-LR avant et aprés chloration.
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Figure 78 : Résultats du test MTT pour la MC-LR chlorée et non chlorée (écarts-types calculés avec n)= 3
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Lorsque I'on retranche l'effet de la matrice, omeeque que la MC-LR ne semble pas
avoir d’'effet cytotoxique significatif a des contextions comprises entre 0 et 20 uM car la
viabilité cellulaire se maintient entre 95 % et 192 Contrairement aux tests réalisés sur
Microtox, les résultats ne montrent pas d’augmeoriatie la toxicité apres chloration de la
toxine. En fait, les résultats avant et aprés elhimn ne sont pas significativement différents,
comme le montre la figure 78. Par conséquent, tesées recueillies par le test MTT ne
permettent pas d’'observer une quelconque tendabh@egimentation ou a la diminution de la

cytotoxicité apres chloration de la MC-LR.

4.3. Le test rouge neutre

De la méme maniére que pour le test MTT, aprés stipo des cellules Caco-2 a
diverses solutions, le test rouge neutre permelétierminer la toxicité de ces derniéres grace
a la viabilité cellulaire estimée par I'activitédigsosomes. La figure 79 présente les résultats

obtenus pour différentes concentrations de MC-L&aet aprés chloration.
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Figure 79 : Résultats du test rouge neutre pour I&C-LR chlorée et non chlorée (écarts-types calculéssec n = 3)
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Aprés déduction de I'effet de la matrice, la MC-pRBre ne montre pas de signe de
cytotoxicité pour des concentrations allant jusg@@apuM car la viabilité des cellules varie
entre 96 % et 114 %. De la méme maniere que pdasleMTT, les résultats obtenus avant et
apres chloration ne montrent pas de différenceifgigtive, hormis pour la plus forte
concentration de MC-LR. En effet, pour 20 uM de MRa viabilité cellulaire diminue de
101 % & 66 % apres la transformation de la tox@&nmoins, ces résultats ne suffisent pas a
conclure quant a l'effet de la chloration de la MR-sur la toxicité du milieu. Aux
concentrations de toxines testées, la faible séitsidu modéle basé sur les cellules Caco-2

pourrait occulter une éventuelle diminution dedl&idité.

4.4. Discussion

Les résidus de chloration de la MC-LR semblentriater avec le métabolisme de
V. fischeria I'origine de sa luminescence. Le test Microtoggere donc une augmentation de
la toxicité aprés chloration de la MC-LR. En effegur chaque expérience, les résultats ont
une tendance similaire : pas d’effet inhibiteumsfigatif pour I'eau chlorée puis déchlorée,
une valeur de kj négative pour la MC-LR mais une valeur opposé@saphloration. Les
écarts types relativement importants observésastiglire 77 traduisent majoritairement la
variabilité des résultats entre 2 séries de maaiuls (en comparaison, la variabilité des
résultats entre les triplicatas réalisés au counsedméme expérience est négligeable). Cette
variabilité est alors attribuable aux bactéries. dffiet, a chaque expérience, une nouvelle
souche dé&/. fischeriest réhydratée et la variation de la luminescémitiale se répercute sur
le facteur d'inhibition.

D’autre part, le test Microtox n’est gu’'une manigegmi d’autres d’estimer la toxicité
d’'une solution. Les résultats obtenus doivent &tierprétés avec précaution car I'altération
du métabolisme d’'une bactérie n'implique pas né&ismment la méme chose chez 'lhomme,
et réciproquement. Par exemple, la MC-LR toxiquezcla souris ne présente aucun effet
délétére chew. fischeridans les conditions expérimentales de cette étNdanmoins, la
possible augmentation de toxicité apres chloratigvélée par Microtox justifie

d’entreprendre des travaux de recherche compléinesita

Contrairement au test Microtox, les tests MTT etig® neutre ne révelent pas
d’augmentation de la toxicité du milieu apres calmn. Néanmoins, aucune diminution de la

toxicité post-chloration ne peut étre mise en éwidecar la concentration de MC-LR utilisée
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n'est pas suffisante pour induire une cytotoxiaignificative sur les cellules Caco-2. Afin
d’aboutir & de plus fines conclusions, il seraitegsaire de réitérer I'expérience avec une
concentration de toxine dans la gamme 10-200 pkhnee le suggere I'étude de Puestaal
(2009). Cependant, pour de si fortes concentratiensatrice a elle seule pourrait induire

une mortalité excessive des cellules.

Enfin, les tests Microtox, MTT et rouge neutre nenstituent qu’une premiére
approche de la toxicité du milieu contenant la MR-au ses produits de chloration. En effet,
les résultats obtenus sur un étre unicellulairgtéline bactérie ne peuvent étre directement
extrapolés a 'lhomme et ceux observés sur unereuttellulaire ne refletent pas exactement
la toxicité d’un milieu sur un organisme vivant qaexe. Pour cela, I'étude de la toxicité de
la MC-LR chlorée devrait également étre menée sarsouris en examinant d’autres organes

gue le foie (organe cible de la MC-LR mais pas sgaeement de ses sous-produits).
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CHAPITRE IV

Chloration de la Cylindrospermopsine



Tout comme pour la MC-LR, la chloration de la CYLét étudiée a travers une
succession d'étapes détaillées dans ce chapitirei :des réactifs et du spectre UV du milieu
réactionnel, caractérisation des sous-produitsjeétie I'effet de la dose de chlore sur la

réaction, examen de la toxicité résiduelle.

Une partie des résultats présentés dans ce chapitaé I'objet d’une publication
(Annexe lll) intitulée « Identification of a new laydrospermopsin chlorination by-product »

soumise a la revugcience of the Total Environment

Les résultats portant sur la toxicité de la CYLdet la MC-LR chlorées seront

valorisés conjointement dans une publication aldmant en cours de rédaction.
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1. SUIVI DES REACTIFS ET DU SPECTRE UV

Tout comme pour la MC-LR, I'étude de la chloratide la CYL commence par le
suivi des réactifs et du spectre UV afin de comedd cinétique de la transformation de la

toxine et de confirmer une éventuelle conservatigalitative de I'échantillon.

1.1. Suivi des réactifs
1.1.1. Suivi des différentes formes de chlore

En considérant que la CYL réagit aussi rapidemeretlg MC-LR, le suivi du chlore
libre et total n'a été réalisé que sur 60 minutes. résultats obtenus sont alors exprimés sous

forme de demande en chlore et d’évolution du chtorebiné, comme le montre la figure 80.
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Figure 80 : Demande en chlore de la CYL (A), et évafion du chlore combiné (B)

Dans les conditions expérimentales précisées auitolha matériels et méthodes », la
CYL présente une demande en chlore de 5,3 mole/satifaite en 20 minutes. Tout comme
pour la MC-LR, le chlore libre est principalemewoinsommé lors des 10 premieres minutes
suivant la mise en contact des réactifs. En effletes 10 minutes, chaque mole de toxine a
réagit avec 4,6 moles de chlore. La consommatioohttare libre diminue ensuite fortement

puis cesse aprées un total de 20 minutes de réaction
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Comme le montre la figure 80, la chloration de MLGnduit également la formation
de chlore combiné. La concentration de celui-cinagigte immédiatement apres le début de la
réaction puis se stabilise a un maximum de 23 pidsap minutes environ. La concentration
en CYL étant initialement de 20 uM, la quantitéctiore combiné formé est donc d’environ
1 mole par mole de toxine. Par conséquent, on @leus supposer qu’'un des sous-produits

ultimes de la CYL comporte un atome de chlore.

1.1.2. Suivi de la cylindrospermopsine

La concentration en CYL dans le milieu réactiormélté suivie par spectrométrie de
masse, grace au signal de son ion moléculaire i +correspondant au rapport m/z 416,1.
Comme le montre la figure 81, la CYL standard spartt en deux isomeres: la
cylindrospermopsine et la 7-épicylindrospermopsjnese différencient par I'orientation de

la fonction hydroxyle proche du groupement uracile.
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Figure 81 : Chromatogrammes de m/z 416,1 et aire deignaux aprés différents temps de chloration
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Dés I'ajout de chlore, les 2 isoméres de CYL sard tapidement transformés, comme
le présentent les figures 81 et 82. En effet, enbasant sur l'aire des signaux
chromatographiques, la quantité résiduelle de ®xgians le milieu n'est plus que de 11 % et
1,5 % respectivement apres 1 et 2 minutes. Enfiresal0 minutes, la transformation de la

CYL est supérieure a 99,9 %.
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Figure 82 : Evolution de la concentration résidue# en CYL

D’autre part, la figure 81 révele que la chloratif@mit apparaitre une forte
augmentation du signal (sans former de pic powardutivant le pic chromatographique de la

CYL. Cela laisse alors entrevoir I'existence dessptoduits au temps de rétention tres court.

1.1.3. Cinétique de la réaction

Le chlore étant en large exces par rapport a la,@¥Yipothese d’'une cinétique de
premier ordre par rapport a la toxine peut étrenfdée. Dans ce cas, la modélisation de
I’équation de cinétique se traduit par une drodatda pente (en valeur absolue) est égale a la

constante de premier ordre (k).

Pente =-0,034
24 R2=0,99
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Figure 83 : Représentation de I'équation de cinétige de premier ordre pour la CYL
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Comme le montre la figure 83, I'hypothese d’'unectiéa de premier ordre par rapport
a la CYL est vérifiée et dans les conditions expéritales explicitées au chapitre « matériels

et méthodes » une constante cinétique de 3,45s1peut étre calculée.

1.1.4. Discussion

Conformément aux études précédentes (Bagikat, 2001 ; Rodrigueet al, 2007b ;
Senogleset al, 2000), la chloration assure une transformatiypide de la CYL avec un
rendement pouvant étre supérieur a 99 %. La tremsfiion de la CYL est légerement plus
rapide que celle de la MC-LR. Néanmoins, un dé&ai@ minutes reste nécessaire afin de
satisfaire totalement la demande en chlore dexXimdoet d’achever la réaction. De plus, la
consommation importante d’'oxydant durant les 10npgees minutes, alors que 98,5 % de la
toxine est transformée en 2 minutes, semble indique schéma réactionnel complexe

impliquant la formation d’un ou plusieurs sous-pribslintermédiaires.

La demande en chlore de la CYL est nettement géei a celle de la MC-LR mais
elle est cohérente avec la structure de la moléEmeffet, la CYL a une masse moléculaire 2
fois plus faible que la MC-LR et elle possede metist moins de sites potentiellement
vulnérables au chlore. On attend alors principaténume altération du groupement uracile
pour former la 5-chloro-cylindrospermopsine et ikccylindrospermopsique identifiés dans
la littérature (Bankeret al, 2001). Néanmoins, un nombre limité de substihgi est

egalement envisageable sur les liaisons N-H (atbnecte 4) de la CYL.

D’autre part, la cinétique de premier ordre de3M0? s est Iégérement inférieure
mais en accord avec la constante de 4,1 X $b déterminée par Rodriguest al
(2007b) dans des conditions expérimentales siragafratio molaire [chlore]/[CYL] = 8,8 et
pH 6,4).

1.2. Suivi du spectre UV du milieu réactionnel

1.2.1. Examen des spectres UV bruts

L’évolution de la forme du spectre UV du milieu céannel au cours de la chloration
a été considérée de la méme maniére que pour l&RIEComme le montre la figure 84 la
chloration entraine la disparition du maximum d@bsince a 262 nm puis I'apparition d'un

second maximum a 305 nm. En effet, entre 0 et Litmiaprés la mise en contact des réactifs,
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I'absorbance a 262 nm passe de 0,253 a 0,097 whétsorbance, ce qui est cohérent avec la

transformation trés rapide de la CYL observée ectspmétrie de masse.

D’autre part, I'absorbance a 305 nm augmente faetérapres I'ajout du chlore puis
décroit progressivement, ce qui suggere la formatiun sous-produit de chloration
intermédiaire. En fait, 'absorbance a cette longutonde augmente brusquement de 0,027 a
1,179 unité d’absorbance en 30 secondes apresda em contact des réactifs puis elle
retombe graduellement a 0,049 aprés 10 minutesdefu-de cet intervalle de temps, plus

aucune variation significative du spectre UV n@sservable.
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Figure 84 : Spectres UV bruts (A) et normés (B) dmilieu réactionnel avant (spectre en pointillé) et
durant la chloration de la CYL (décroissance chronalgique du maximum a 305 nm)

1.2.2. Recherche des points isobestiques

Tout comme pour la MC-LR, la superposition des specUV bruts ne permet pas
directement I'observation de points isobestiquear Bonséquent, il n'est pas possible
d’affirmer que la chloration de la CYL implique uoenservation de la masse.
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Toutefois, hormis le spectre UV initial, on remagqyue tous les spectres convergent
aux environs de 250 nm et 340 nm (figure 84a)séais alors supposer I'existence de points
isobestiques cachés. En effet, la normalisatiorsgdestres (aire égale a 100 unités d’aire) met
en évidence l'existence de 2 points isobestiglepremier a 269 nm et le second a 332 nm.
Cependant, le spectre UV du milieu avant chloratienpasse par aucun d’entre eux. Par
conseéquent, I'hypothése de la conservation quiaitaiu milieu ne peut étre validée lors de la
transformation de la CYL en un composé intermédi@ifouétet al, 2004 ; Thomaet al,
2007). En revanche, cette méme hypothése estégtdrs de la transformation ultérieure cet

intermédiaire.

1.2.3. Discussion

Bien que moins spécifique et moins sensible quespactrométrie de masse, la
spectrophotométrie UV représente un outil importaoir étudier I'évolution d’'une solution,

notamment au cours d’une réaction chimique.

L’ajout de chlore au milieu contenant la CYL s'asgmagne en particulier de
I'apparition d’'un maximum d’absorbance a 305 nmp&mwlant, la contribution du chlore
ayant été soustraite de chaque spectre UV, ce ruaxime peut étre attribuable a I'agent
oxydant. Il ne peut également pas s’agir d’'un quedeie effet pH lors de I'ajout du chlore car
les spectres d’une solution a des pH différentstit apparaitre des points isobestiques. Or,
le spectre du milieu avant chloration ne passeapaun point isobestique. De plus, il ne peut
étre question d’'un effet bathochrome (modificatitenla position de la bande spectrale dans
I'absorption d’'une molécule vers les plus granadeglieurs d’onde) translatant le maximum
d’absorbance de la CYL de 262 nm a 305 nm car, dareas, la cinétique de disparition du
maximum reflétant la transformation de la toxine awénciderait pas avec les données de
spectrométrie de masse. Par conséquent, l'apparjicis la disparition du maximum
d’absorbance a 305 nm serait attribuable a la fooma’un composé intermédiaire lors de la
chloration de la CYL. Cependant, il ne peut étresgion de la 5-chloro-cylindrospermopsine,
intermédiaire de chloration caractérisée danstt@rditure et lors des analyses par couplage
HPLC/MS/UV par un maximum d’absorbance a 277 nnni@aet al, 2001 ; Rodrigueet
al., 2007b). Le maximum d’absorbance a 305 nm pduaiars constituer une premiere

indication de la formation d’un nouvel intermédéade réaction.
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2. ETUDE DES SOUS-PRODUITS DE CHLORATION

2.1. Examen des sous-produits identifiés dans ldt@érature

2.1.1. La 5-chloro-cylindrospermopsine

La 5-chloro-cylindrospermopsine de formule brutesHzoNsO;SCl identifiée par
Bankeret al (2001) serait le premier sous-produit formé ldesla chloration de la CYL.
D’aprés les masses atomiques publiées par Audiagtstha (1995) ce composé pourrait étre
caractérisé en spectrométrie de masse par sondt&cutaire [m + H] répondant au rapport
m/z théorique 450,0850206. Aprés 2 minutes de atitor, le chromatogramme du rapport
m/z 450,1 met en effet en évidence 2 signaux assacia 5-chloro-cylindrospermopsine (1

pour chaque isomere de CYL), comme le montre lar&@5.

4.3

Abondance relative
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Figure 85 : Chromatogramme du rapport m/z 450,1 apés 2 minutes de chloration

Pour chacun des isomeres de 5-chloro-cylindrospgsine, le spectre de masse
présenté sur la figure 86 met en évidence un iokeécutaire correspondant au rapport m/z
450,084, soit une erreur de 2 ppm par rapport\aleur théorique énoncée précédemment.
Le signal apparaissant pour un rapport m/z 472datespond alors a un adduit de sodium

sur le sous-produit pour former I'ion [m + Na]

Les analyses en MS? réalisées sur lion moléculainez 450,084 révelent
principalement la formation de 3 ions fils : m/z03, m/z 352,2 et m/z 274,2 (figure 87).
Alors que les 2 premiers mettent en évidence laepéiune molécule de SGseule ou
accompagnée d’'une molécule d’eau, le troisiemeespond a I'unité guanidine tricyclique de
la CYL et confirme que le chlore engagé sur la Bhcylindrospermopsine devrait

appartenir au groupement uracile, comme le propddankeret al (2001).
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CHAPITRE IV : Chloration de la Cylindrospermopsine
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Figure 86 : Spectre de masse en FTMS de la 5-chlocglindrospermopsine
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Figure 88 : Massif isotopique théorique (en vert) teexpérimental de la 5-chloro-cylindrospermopsine

Enfin, la parfaite cohérence entre le massif iSowp théorique et les résultats
expérimentaux (figure 88) atteste egalement derésemce d’'un atome de chlore sur la

molécule en question.

2.1.2. L’acide cylindrospermopsique

L’'acide cylindrospermopsique de formule brutaHGoN3O;S serait issu de la
transformation de la 5-chloro-cylindrospermopsiBar(keret al, 2001). L’'ion moléculaire
[m + HJ" correspondant devrait alors étre détectable eotrgmeétrie de masse par son
rapport m/z théorique de 350,1021949 calculé sielsmMmasses atomiques publiées par Audi
et Wapstra (1995). Comme le montre la figure 8&hiewmatogramme du rapport m/z 350,1
aprés 60 minutes de chloration présente en effek gécs chromatographiques (1 pour
chaque isomere de 5-chloro-cylindrospermopsine)spectre de masse obtenu en FTMS
(figure 90) est en accord avec I'hypothese dedadylindrospermopsique en révélant un ion
moléculaire correspondant au rapport m/z 350,101 ,use erreur de 3 ppm par rapport a la

valeur théorique.
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Figure 89 : Chromatogramme du rapport m/z 350,1 apés 2 minutes de chloration
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Figure 90 : Spectre de masse en FTMS de l'acide ayirospermopsique

Les résultats des analyses en MS2 sur I'ion madéeum/z 350,101 ne donnent guére
d’'informations supplémentaires quant a la structle® composeés en question. En effet, seuls
2 ions fils sont observables sur le spectre MSggrte® sur la figure 91 : m/z 270,2 et m/z
252,2 correspondant respectivement a la perte diuriécule de S9seule et accompagnée
de HO. Enfin, la similitude du massif isotopique théoe et des données expérimentales
conforte I'hypothese de la formation de deux is@aéat'acide cylindrospermopsique, comme

le montre la figure 92.
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CHAPITRE IV : Chloration de la Cylindrospermopsine
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Figure 91 : Spectre MS2 de I'acide cylindrospermopgue sur le rapport m/z 350,101
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2.1.3. Discussion

Les résultats présentés précédemment montrentigeiddration de la CYL conduit a
la formation de 5-chloro-cylindrospermopsine etctle cylindrospermopsique. En effet,
méme avec un ratio molaire [chlore]/[toxine] 10sfeupérieur a celui d’études antérieurs, les

données de spectrométrie de masse sont en acardelles de Banket al (2001).

Ensuite, les expériences realisées au cours de tt&se mettent en évidence une
réactivité identique de la CYL et de son isomeae/-epicylindrospermopsine, car chacun de
ces composeés donne lieu a la formation d’'un isondérés-chloro-cylindrospermopsine et
d’acide cylindrospermopsique. Néanmoins, de nouveésidus de chloration doivent encore
étre identifiés car les deux sous-produits carséerdans la littérature possedent encore
guelques fonctions telles que les liaisons N-H epticles de réagir avec le chlore. De plus, la
seule formation des 2 produits caractérisés aemelht (Bankeret al, 2001) ne peut

expliquer la totalité de la demande en chlore (fefmwle) renseignée auparavant.

2.2. ldentification d’'un nouveau sous-produit de cloration

Le recours a la technologie LTQ-Orbitrap a égalanpmrmis l'identification d’un
nouveau sous-produit de chloration de la CYL. Conkenmontre le chromatogramme de la
figure 93, apres 60 minutes de chloration, ce ca@pmeut étre observé en spectrométrie de
masse classique pour un ratio m/z de 375,1 etmpgeale rétention plus faible encore que

celui de la 5-chloro-cylindrospermopsine et deitlaccylindrospermopsique.
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Figure 93 : Chromatogramme du rapport m/z 375,1 apgs 60 minutes de chloration

Selon les résultats obtenus en FTMS (figure 94nhaeveau sous-produit de la CYL
serait associé a un ion moléculaire [m + Idg rapport m/z 375,097. Par conséquent, la
formule brute suivante lui est attribuée 3;gN4O;S. Selon les masses atomiques publiées
par Audi et Wapstra (1995), cette formule brutérgduirait par un ion moléculaire de rapport

m/z théorique 375,0974439 soit une erreur de 1 p@nmapport a la valeur expérimentale.
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CHAPITRE IV : Chloration de la Cylindrospermopsine

375.09650

Relative Abundance
o @ B ¥ 2 8 5 2 2 g 28 338 e 8@ B
HH‘HH?HH‘HH?HH‘HH?HH‘HH?HH‘HH?HH‘HH?HH‘HH?HH‘HH?HH‘HH?HH‘HH?

N

[

409.16165

=

250.17751
‘I 273.25342

130.15892 181.02826
| sl

353.93585

“Ll “ L

432.23758

445.23276

568.47760

474.24811 52445154 628.19421
T

L

L e s et e e e
100 150 200 250 300 350 400
m/z

450

T T T T ]
550 600

|
T T 1T
50 650

Figure 94 : Spectre de masse en FTMS du nouveau squeduit de la CYL observé a m/z 375,1
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177



Les analyses en MS2 menées sur l'ion moléculaiz 376,097 ne donnent que tres

peu d’'informations sur la structure de ce nouveésidu de CYL. En effet, le spectre de MS?

présenté sur la figure 95 ne montre la formatioa de 2 ions fils : m/z 295,2 et m/z 277,2

correspondant respectivement a la perte d'une migéte SQ seule et accompagnée de

H,O. Néanmoins, la présence de;Dr le sous-produit en question indique que aglui-

comporte au moins pour partie I'unité guanidineyitlique de la toxine initiale.

Enfin, de méme que pour les autres sous-produistiites antérieurement, la

cohérence entre le massif isotopique expérimentdd enassif isotopique théorique (figure

96) tend a corroborer I'’hypothése émise quantfarfaule brute du composé en question.
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Figure 96 : Massif isotopique théorique (en vert)teexpérimental du nouveau sous-produit de la CYL

Le nouveau sous-produit de chloration identifiécaurs de cette étude résulte de la

fragmentation de la CYL (perte deHzN). Cependant, aucun nom n’a pu lui étre attribué e

raison du mangue d’informations concernant sa stre@t son mécanisme de formation. En

effet, bien que I'hypothese de sa formule brut¢ smiroborée par un faisceau de preuves, sa

structure développée reste a caractériser. Poar kzlpurification du composé par HPLC
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préparative afin d’entreprendre une analyse en Ridiirait étre envisagée. Cependant, tout
comme pour la MC-LR, le facteur limitant restedébfe quantité de matiére disponible, car le
coat de la CYL (270 € pour 100 pg) limite tres éonent la quantité de toxine
raisonnablement utilisable pour chaque manipulatiarréalisation d’une série d’expériences
en MS' pourrait étre une solution intermédiaire. L’étudiétaillée des différents ions fils

permettrait alors d’approcher au mieux la structieda molécule.

Ensuite, il semble que I'identification de ce squsduit supplémentaire ne permette
toujours pas d’expliquer pleinement le devenir @eClYL lors de la chloration. D’'une part,
I'existence d’autres résidus de toxine doit étrasidérée afin de justifier la demande en
chlore de 5mole/mole. De plus, comme évoqué aupataen raison de la formation de
chlore combiné au cours de la chloration, au mamsous-produit ultime doit incorporer un
atome de chlore. Or seule la 5-chloro-cylindrospgrsine implique un atome de chlore mais
selon bankeet al (2001) il ne s’agit que d’'un composé intermédiald’autre part, I'analyse
des échantillons par couplage HPLC/MS/UV duranthéoration indique que le maximum
d’absorbance a 305 nm mentionné auparavant, gfusta un intermédiaire de réaction, n’est
pas plus associé au composgHzsN4O;S qu’'aux autres sous-produits identifiés (Bardder
al., 2001).

Le suivi temporel de chague composé devrait alersypttre de mieux cerner 'origine
et la place du nouveau sous-produit caractérisé datte étude ainsi que des potentiels

résidus de CYL encore non identifiés au sein désehréactionnel de la toxine.

2.3. Suivi des sous-produits de chloration

Comme en témoigne la figure 97, le suivi tempoed sous-produits de la CYL révele
2 profils différents. Le premier d’entre eux ess@sé a la 5-chloro-cylindrospermopsine,
résidu de CYL formé dés la mise en contact dediféaSa concentration est maximale aprés
1 minute, puis elle diminue rapidement. En accarecd’ étude de Bankest al (2001), ces
résultats attestent que la 5-chloro-cylindrospesimap ne serait qu’un intermédiaire

réactionnel.

En revanche, le second profil associé a I'acidindybspermopsique et au composeé
C13H18N4O7S indique que ces derniers seraient des résidimesltde la CYL. En effet,
chacun d’entre eux semble formé des la mise enacbmles réactifs. Leur concentration

maximale est atteinte apres environ 15 minutesstérstable par la suite.

179



o 5-chloro-cylindrospermopsine
£ 1004
2
c
B
8
= 50-
(8]
[&]
c
S
O-L —®
o Acide cylindrospermopsique
£ 1004 ® PY
© °
c
o
8
= 50-
(5]
[&]
c
@)
O
0+
o Nouveau sous-produit (m/z 375)
£ 100 ° ®
2
5 ~
= 50-
(5]
[&]
c
@)
O
0+

20 40 60
Temps (minutes)

o_

Figure 97 : Evolution temporelle des sous-produitde chloration de la CYL

Néanmoins, en considérant qu’une unité d’aire giienchromatographique représente
la méme quantité de matiére (exprimée en mole) quelsoit le composé, le suivi temporel
des 3 produits de chloration précédents indiquecgu&-ci n’expliquent le devenir que d’'une
partie de la CYL initiale. En fait, a leur concextiiton maximale, la 5-chloro-
cylindrospermopsine, l'acide cylindrospermopsiqué €;3H:1gN4sO;S ne représentent
respectivement que 35 %, 20 % et 15 % de la taxii@le. En considérant ces données, la

chloration de la CYL peut étre envisagée selonauveau schéma proposé sur la figure 98.
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Figure 98 : Proposition de mécanisme de transformain de la CYL par le chlore

Comme le suggérent Banketrral (2001), la cylindrospermopsine serait premieregmen
transformée en 5-chloro-cylindrospermopsine a envd5 %. Les 65 % restant seraient alors
des composeés non identifiés actuellement, donhigmmédiaire caractérisé par un maximum
d’absorbance a 305 nm et un résidu ultime respdmsdib chlore combiné mentionné
auparavant. Enfin, la complémentarité de I'aciddindyospermopsique (20 %) et de
Ci13H1sN4O7S (15 %) indique quils seraient issus de la tramshtion de la 5-chloro-
cylindrospermopsine.
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3. EFFET DE LA CHLORATION SUR LA TOXICITE

De la méme maniére que pour la MC-LR, la toxiciwétpchloration (apres 60 minutes
de réaction) a été estimée sur la globalité duemiliéactionnel grace aux tests Microtox,
MTT et rouge neutre.

3.1. Le test Microtox

On rappelle que la toxicité estimée par Microtox egprimée par le facteur
d’inhibition (Hsg) de la luminescence dé fischeriapres 30 minutes de contact avec le milieu
a analyser. La figure 99 présente alors les résuitiatenus pour divers échantillons dont la
CYL et la CYL chlorée.
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Figure 99 : Estimation de la toxicité du milieu cotenant la CYL par Microtox (écarts-types calculés agc n = 3)

Tout d'abord, le facteur d'inhibition de 80 % (conhe aux attentes) pour
I’échantillon de Cr VI témoigne de la validité dests. On remarque ensuite que I'eau, ainsi
qgue le chlore libre réduit par le nitrite, ne sqats a l'origine d’'un facteur d’inhibition

significativement différent de 0.
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D’autre part, on remarque que la CYL ne montre gagoxicité pourV. fischeri
comme en témoigne le facteur d’inhibitiongHtle -30% (la CYL pourrait agir sur le corum
sensing ou sur la régulation de I'opéron Lux pawgraenter la luminescence). Néanmoins, la
valeur de Hp atteint 38 % apres la chloration de la toxine. &arséquent, sur un organisme
tel queV. fischerj la chloration de la CYL s’avere avoir un impaégatif du point de vue de

la toxicité.

3.2. Letest MTT

On rappelle gu'aprés exposition des cellules Cacodivers milieux, le test MTT
détermine la toxicité de ces derniers par estimadi® I'activité mitochondriale globalement
représentative de la viabilité cellulaire. La figurO0 présente alors les résultats obtenus pour

différentes concentrations de CYL, avant et aphdsration.
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Figure 100 : Résultats du test MTT pour la CYL chloréeet non chlorée (écarts-types calculés avec n = 3)

A la différence de la MC-LR, la CYL est mise enwimn dans I'eau. La toxicité
observée avant chloration est donc uniquement eingerpar la toxine. Dans ces conditions,
la viabilité cellulaire n'est que de 71 % pour 5 (dd CYL. Cependant, on remarque peu
d’effet dose dépendant entre 5 et 20 uM car aua farte concentration la viabilité cellulaire

est encore de 65 %.
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Lorsque I'on retranche l'effet de la matrice, onsetve alors I'absence de toxicité
résiduelle apres la chloration. En effet, la vidditellulaire est toujours comprise entre 99 %
et 129 %. Contrairement aux résultats obtenus Elvetox, la chloration de la CYL semble

donc réduire la toxicité du milieu sur les cellu®sco-2.

3.3. Le test Rouge Neutre

On rappelle qu’'apres exposition des cellules Cacéodlverses solutions, le test au
rouge neutre permet de déterminer la toxicité dedmniéres grace a la viabilité cellulaire
estimée par l'activité des lysosomes. La figure lldkstre alors les résultats obtenus pour

différentes concentrations de CYL, avant et aphésration.
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Figure 101 : Résultats du test rouge neutre pour I€YL chlorée et non chlorée (écarts-types calculésec n = 3)

On remarque que les résultats sont similaires plagsmarqués gu’avec le test MTT.
En effet, avant chloration, la viabilité cellulaingest que de 52 % pour 5 uM de CYL puis

elle diminue progressivement jusqu’a 38% lorsqueplecentration en toxine atteint 15 pM.
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D’autre part, on note une nette diminution de ladité apres chloration. En fait, aprés
avoir déduit I'effet de la matrice, pour une cortcation de toxine comprise entre 0 et 15 uM,
la viabilité cellulaire varie entre 96 % et 107 @ependant, pour la plus forte concentration
de CYL, on observe une certaine toxicité résiduallec une viabilité cellulaire de 81 %.
Contrairement aux résultats obtenus avec Micrdeookansformation de la CYL par le chlore

s’accompagne donc d’'une diminution de la toxicitélss cellules Caco-2.

3.4. Discussion

De la méme maniére que pour la MC-LR, les résideschloration de la CYL
semblent interférer avec le métabolismé/déischeri Plusieurs hypotheses peuvent alors étre
avanceées. Tout d’abord, les produits de chlorgimunrraient agir directement sur la luciférase
a l'origine de la luminescence et inhiber son digiwou bien altérer la régulation des génes
responsables de la synthese de cette enzyme. Belgduproduits de chloration de la CYL
pourraient tout aussi bien étre responsables d'mmoetalité cellulaire importante qui
provoquerait une diminution de la luminescence. test Microtox suggére donc une
augmentation de la toxicité apres chloration. Cdpat) le phénoméne inverse est observé
avec les tests MTT et rouge neutre. Les celluleso@aet la bactéri®/. fischeriprésentent
donc une vulnérabilité trés différente vis-a-vis dexines et de leurs résidus. De nombreux
facteurs tels que la diversité des métabolismetulaees ou encore la différence de

perméabilité des cellules peuvent expliquer cesltas contradictoires.

Les cellules Caco-2 étant des cellules humaindkilEs du colon), les résultats des
tests MTT et rouge neutre semblent a priori less @dumémes de refléter I'impact de la
chloration sur la toxicité du milieu pour 'lhomm€ependant, les mémes tests devraient
également étre entrepris sur d’autres types daileslitelles que les cellules hépatiques
HepaRG par exemple. En effet, des cellules humakoespropriétés distinctes pourraient

présenter une vulnérabilité différente aux toxieea leurs résidus.

Enfin, les résultats obtenus sur une bactérie ouype de cellule particulier ne
refletent pas nécessairement I'action d’un compodéchelle d’'un organe ou d’'un organisme
complexe. Par conséquent, bien que plus difficileedtre en ceuvre, un examen de la toxicité
post-chloration par injection i.p. chez la souriipait également s’avérer judicieux afin de
mieux estimer le risque pour 'homme. De plus, ésultats du test Microtox incitent a

réaliser des tests complémentaires.
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Les travaux réalisés au cours de cette these rette@vidence I'intérét de combiner
diverses méthodes analytiques pour mieux compreledocemportement de micropolluants
naturels émergents face a la chloration. Les r#subtbtenus peuvent alors étre analysés selon
3 axes : la compréhension de la transformatiortaéses, I'effet de cette transformation sur
la toxicité du milieu, et enfin les conséquencesirpla production d’eau destinée a la

consommation humaine.

1. Transformation des toxines

Tout d'abord, en accord avec les études publié@aravant (Tsujiet al, 1997 ;
Senogleset al, 2000 ; Bankeet al, 2001 ; Acercet al, 2005 ; Rodrigueet al, 2007b ;
Rodriguezet al, 2007c), le suivi de la MC-LR et de la CYL paespométrie de masse lors
de chloration montre que chacune des toxines ést tapidement transformée. Mais
parallelement, les sous-produits de la réactiontifiés au cours de cette these ne suffisent
pas a expliquer la totalité de la demande en cldoregistrée (12 mol/mol pour la MC-LR et
5 mol/mol pour la CYL). lls ne représentent doncuge partie de 'ensemble des sous-
produits formés. Les bilans matiere révélent atprs seulement 10% du devenir de la MC-
LR et 35% du devenir de la CYL seraient expligudéanmoins, ces bilans matiere ne
constituent qu’une premiére approche car ils sa#éb sur I'hypothése d’'une réponse
identiqgue du détecteur quel que soit le composé.dams la pratique, cette hypothése est
rarement vérifiée. En effet, les limites de détacet les pentes des droites d’étalonnage sont

généralement propres a chaque molécule.

Le bilan matiére de la chloration des toxines candws’interroger sur la nature des
sous-produits non identifiés. Il peut ainsi étreisagé qu’une partie de la toxine initiale se
fragmente en composés de faible taille. Ceux-cimagent alors étre plus facilement détectés
par chromatographie en phase gazeuse que par dbgraghie liquide. De plus, il serait
également opportun de rechercher la formation ddypts de chloration classiques tels que
les THMs ou acides haloacétiques par exemple. Cepenla quantité importante de toxine

nécessaire a ces experimentations rend leur réatigiifficile.
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Ensuite, lorsque I'on considére les sous-prodwettadviC-LR ou de la CYL identifiés
au cours de cette étude, on remarque que seulesftamules brutes sont présentées. En
effet, les analyses en MS? réalisées n’ont pas ipeslsn mieux caractériser leurs structures.
Afin d’obtenir les structures développées, il cemdrait d’entreprendre diverses expériences
en MS ou d’avoir recours a lisolation et a la purificat des sous-produits avant de les
analyser un a un par RMN. Néanmoins, ces manipalath’ont pu étre réalisées au cours de

cette these en raison de la quantité trop impartdattoxine requise.

Enfin, 'ensemble des résultats de cette thésetaBtenu en laboratoire, avec des
toxines mises en solution dans une eau ultra pugeume concentration environ 1000 fois
supérieure a celle des eaux naturelles. Or, uneectration en toxine plus faible (de I'ordre
du nM) pour une dose de chlore restant de I'ordrqut¥ en production d’eau potable se
traduit par un rapport [chlore]/[toxine] plusiewlizaines de fois supérieur a celui de cette
étude. Par conséquent, malgré l'existence d'un q@mnéne de compétition entre les
cyanotoxines et la faible quantité de matiére oiggan présente dans I'eau a désinfecter
(COD généralement compris entre 1 et 3 mg/L endgret), on peut alors envisager qu’un Si
large excés de chlore puisse modifier les propustioespectives des sous-produits de
chloration de la MC-LR et de la CYL au détrimens @@mposés intermédiaires. Les résultats
de laboratoire devront donc étre confirmés parelggriences supplémentaires menées sur
une eau prélevée au sein d’'une installation deymtimh d’eau alimentaire (avant I'étape de
désinfection). De plus, les eaux naturelles peupanfois contenir différents variants d’'une
méme toxine voire un mélange de toxines ayant degportements différents face au chlore
(Ho et al, 2006a ; Mereét al, 2010). La méthodologie développée au cours te teese et
éprouvée sur la MC-LR et la CYL pourrait alors émpliquée a d’autres toxines dont on
connait la vulnérabilité face au chlore mais dad bous-produits n'ont pas encore été
étudiés, par exemple les STXs (Nicholstral, 2003).

2. Effet de la chloration sur la toxicité du milieu

L'étude de la toxicité du milieu aprés chloratiomsccyanotoxines donne a ce travail
de thése une dimension plus pratique en permeattamaire le lien entre la chloration de la

MC-LR et de la CYL et ses conséquences pour learonsateur d’eau.

Les essais menés sur la bactévibrio fischeri montrent une diminution de la

bioluminescence aprés chloration de la MC-LR etad€YL, donc une augmentation de la
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toxicité du milieu. Cependant, ces résultats ddiére interprétés avec précaution. En effet,
certaines études montrent un intérét limité du kéisrotox pour apprécier la toxicité d’'un
milieu contenant des cyanotoxines (Veeteal, 1996 ; Haradat al, 1999). De plus, méme
apres neutralisation du chlore libre, une faiblargité de chlore combiné dans I'échantillon
pourrait expliquer I'inhibition de la luminescensans refléter pour autant une réelle toxicité
pour I'hnomme. Par exemple, I'eau alimentaire induissi une inhibition importante de la
luminescence de/. fischeri Enfin, des résultats obtenus sur une bactériesor@ pas
directement transposables a I’'homme car le fonogarent d’'un étre unicellulaire n’est en

rien comparable avec celui d’'un organisme complekgque I'étre humain.

Les tests effectués sur les cellules humaines awm-montrent pas de différence de
toxicité apres chloration de la MC-LR mais montrelairement une diminution de la toxicité
apres chloration de la CYL. Néanmoins, la encasg,résultats doivent étre interprétés avec
précaution car des données obtenues sur une cudture type particulier de cellules
humaines ne permettent pas de tirer des conclupmuns|’étre humain. En effet, un composé
non toxique pour des cellules intestinales poursa@vérer toxique pour des cellules
hépatiques ou nerveuses. Par conséquent, lesatésalitenus sur les cellules Caco-2, doivent
étre confirmés par l'utilisation d’autres modelediidaires. De plus, des tests supplémentaires
tels que le test des cométes ou encore le test@SApourraient également étre entrepris afin

de rechercher d’éventuels effets mutagénes.

Enfin, pour obtenir des résultats plus facilemeabsposables a 'lhomme, des essais
de toxicité sur organismes entiers pourraient @gsagés (bien que ces méthodes posent de
plus en plus de questions éthiques). Par exenmgleouris est I'animal de référence pour la
transposition des données a 'homme mais le poissedaka est également utilisé avec
succes pour étudier la toxicité de la microcys{Dgdiatet al, 2010). De plus, les essais sur
organismes entiers permettraient de tester laitéxabronique des toxines chlorées et ainsi de
modéliser au mieux I'exposition de 'homme par l@id de la consommation d’eau

alimentaire.

3. Conséquences pour la production d’eau alimentagr

En pratique, la désinfection de I'eau potable pacHlore laisse un résiduel de chlore
libre proche de 0,5 mg/L (soit 7 uM) en sortie déteément. Or, une concentration en MC-LR

ou en CYL de 20 nM (soit 1000 fois moindre que deeite étude) dans I'eau a désinfecter
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représenterait une tres forte contamination enatgaime. Par conséquent, en considérant le
seul chlore libre résiduel dans le cas d’'une tefietamination (cas le plus défavorable), le
ratio molaire [chlore]/[toxine] serait au moins €ga350. La demande en chlore étant de 12
mole/mole et 5 mole/mole respectivement pour la MCet pour la CYL, une telle dose de

chlore permettrait donc une transformation efficdeechacune des toxines. De plus, la faible
guantité de matiere organique dans l'eau a ce stadi®itement ne devrait pas interférer avec
la chloration des cyanotoxines. Les sous-produitsen/és et identifiés lors de cette étude
sont donc effectivement susceptibles d’étre forsésune installation de production d’eau

alimentaire.

Les recherches menées au cours de cette théseenpeégalement permettre
d’améliorer le contrble sanitaire de I'eau potal®ar exemple, le chlore résiduel devrait
impérativement étre neutralisé au moment du prélewe des échantillons car le reliquat
éventuel de toxine risque fort d’étre déja transrau moment de lI'analyse en laboratoire.
Ensuite le contréle du parametre cyanotoxine neailgpas étre limité a la seule détection des
toxines mais étre étendu a leurs sous-produitsesiderniers révelent un quelconque effet
toxique. Des recherches complémentaires devralerg atre entreprises afin de développer

une méthode analytiqgue adaptée.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Au regard des préoccupations liées a la présenpeati&ration de cyanobactéries et
de leurs toxines dans les eaux de surface utilipées la production d'eau destinée a la
consommation humaine, I'objectif de cette théseéadé contribuer a la compréhension du

comportement des cyanotoxines face a la désinfepao le chlore.

La littérature tres abondante sur I'occurrenceayesobactéries et de leurs toxines se
restreint tres fortement lorsqu’il s’agit de lewstjon au sein des filieres de production d’eau
alimentaire. La premiére partie de ce travail drass état des connaissances en la matiere et
révéle que, parmi les techniques physiques, seldelsorption sur charbon actif, la
nanofiltration et 'osmose inverse semblent réedlaina méme de retenir les cyanotoxines.
D’autre part, en fin de traitement, les procédésgxyliation tels que l'ozonation ou la
chloration montrent une forte propension a tramséasrles métabolites de cyanobactéries.
Cependant, la littérature n'apporte pas la preaveélle que la transformation des toxines
soit bénéfique pour le consommateur d’eau. En,dgbremier chapitre de ce mémoire met
en évidence la méconnaissance des sous-produitedoet la nécessité d’entreprendre des

travaux de recherche afin d’y remédier.

Avec la combinaison de techniques analytiques, rewaii de thése a permis
d’examiner le comportement de 2 cyanotoxines wssadu chlore : la MC-LR et la CYL.
Comme en témoignent les constantes cinétiques danigr ordre, respectivement
1,6 x 10? s* et 3,4 x 1G s*, chacune d’entre elles est rapidement transfoi@éda mise en
contact avec I'agent oxydant. La demande en clitopertante observée dans cette étude (12
mole/mole pour la MC-LR et 5 mole/mole pour la CYlgisse alors entrevoir une
dégradation des toxines selon un schéma réactimumeplexe mettant en jeu de multiples
réactions successives et divers intermédiairesplDs, le suivi des réactifs conforte cette
hypothése en montrant que la transformation de @&LR et de la CYL se poursuit

respectivement durant 30 et 20 minutes au dela desparition de la molécule initiale.

Le suivi du spectre UV du milieu réactionnel permaletrs de préciser quelque peu les

conditions de transformation des cyanotoxines. fit,d’hypothése de conservation de la
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masse au sein du milieu réactionnel durant la ahitor n’est vérifiée ni pour la MC-LR ni
pour la CYL. Cependant, dans le cas de la MC-LRyré&sence de points isobestiques latents
permet de conclure a la conservation qualitativ€é&dhantillon. En revanche, dans le cas de
la CYL, I'observation des spectres UV indique caédxine est rapidement transformée en un
intermédiaire, mais la conservation qualitative dhilieu n’intervient que lors de la

dégradation de ce dernier.

La technologie LTQ-Orbitrap a permis I'identificati de 4 nouveaux sous-produits de
la MC-LR : la monochloro-microcystine, la monocldatihydroxy-microcystine, dichloro-
dihydroxy-microcystine et la trichloro-hydroxy-mamystine. Elle a également permis la mise
en évidence de 4 nouveaux isomeres de la dihydmggecystine et la correction de
I'identité d’un sous-produit déja observé : la mahmoro-hydroxy-microcystine. De plus,
I'utilisation du LTQ-Orbitrap est aussi a l'origirte la découverte d’un nouveau sous-produlit

de la CYL ayant pour formule brute £:sN4O;S.

L’étude de la toxicité du milieu aprés chloratioerpet de faire le lien entre la
transformation des toxines et les conséquencesmtes pour le consommateur d’eau. Les
tests realisés sur la bactéxiefischeri semblent mettre en évidence une augmentation de la
toxicité du milieu aprés la chloration de la MC-leR de la CYL. Néanmoins, les résultats
obtenus sur les cellules humaines Caco-2 ne coarfitpas cette tendance. En effet, les tests
MTT et rouge neutre mettent clairement en avantdimenution de la cytotoxicité apres la
chloration de la CYL. En revanche, on ne peut ameckfficacement dans le cas de la MC-

LR car la toxine initiale elle-méme ne montre pagakicité aux concentrations testées.

La caractérisation des sous-produits de la chtorate la MC-LR et de la CYL initiée
au cours de ce travail de these met en évidencenbreuses perspectives pour de futurs
travaux de recherche. Tout d’abord, le devenir aies n’est toujours pas totalement
élucidé. Le suivi de la réaction par chromatograpbin phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse permettrait probablemedemntifier de nouveaux sous-produits de
faible masse moléculaire qui résulteraient de #yrfrentation des composeés initiaux. Par
ailleurs, la production et la purification de cy&mones en laboratoire (via la culture de
souches toxiques et la réalisation de chromatogggpRparative) autoriseraient la conception
d’expérimentations nécessitant une quantité imptetde MC-LR ou de CYL. Il serait alors

possible de mesurer la formation de THMs ou d’acitEoacétiques au cours de la chloration
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des toxines. Il serait également envisageableldiiss de concentrer chaque sous-produit en

guantité suffisante pour réaliser une analyse eiNRWen déduire sa formule développée.

D’autre part, les premiers résultats de toxicitéenbs au cours de ce travail de thése
demandent a étre confirmés car les tests réaligésne bactérie ou un seul type de cellule
humaine ne peuvent étre transposés directemehbmihe. De prochaines études devraient
envisager de répéter les tests MTT et rouge neutrd’autres modéles que les cellules Caco-
2 tout en recherchant d’éventuels effets génotedqdes toxines chlorées par le test des
comeétes ou le test dAmes par exemple. De plusgmades réticences liées a I'éthique, la
mise en ceuvre de tests sur des organismes emtigrque la souris ou le poisson medaka
permettrait a la fois d’obtenir des résultats gaglement transposables a I'étre humain mais
egalement d’étudier la toxicité chronique de la M€t de la CYL chloree.

Enfin, de futurs travaux devront étre entreprisnafie confirmer la validité des
résultats de laboratoire dans une eau prélevéaensuinstallation de production d’eau potable,
en amont de |'étape de désinfection. Ces recherdesont également prendre en
considération le cas de cyanotoxines en meélangelébhzarche développée au cours de cette
these pourrait alors étre appliquée aux STXs desbus-produits de chloration ne sont pas

encore connus, mais également a tout autre pollégamergent, tel que les produits

pharmaceutiques, ou tout autre traitement dégfatidtque I'ozonation ou l'irradiation UV.
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The occurrence of cyanobacterial blooms is drastically increasing in temperate countries
and drinking water resources are threatened. As a result, cyanotoxins should be considered
in water treatment to protect human health. This study presents a state of the art on
cyanotoxins in water and their behaviour towards chlorination, a common drinking water
disinfection process. Chlorination efficiency on cyanotoxins alteration depends on pH,
chlorine dose and oxidant nature. Microcystins and cylindrospermopsin are efficiently

Ié;z‘:gtrg;n transformed by chlorine, with respectively 6 and 2 by-products identified. In addition,
Microcystin chlorination of microcystins and cylindrospermopsin is associated with a loss of acute
Nodularin toxicity. Even though they have been less investigated, saxitoxins and nodularins are also
Cylindrospermopsin altered by chlorine. For these toxins, no by-products have been identified, but the chlo-
Anatoxin rinated mixture does not show acute toxicity. On the contrary, the fact that anatoxin-a has
Saxitoxin a very slow reaction kinetics suggests that this toxin resists chlorination.

Chlorination © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Drinking water

Disinfection

By-products

Toxicity

1. Introduction

Because of anthropic pressure, the algae crisis
phenomenon is drastically increasing in temperate coun-
tries, and climate change may also raise its occurrence and
magnitude (Dale et al., 2006; Paul, 2008). Cyanobacterial
blooms are a great challenge for drinking water production,
for their occurrence in drinking water resource often causes
several process disturbances in treatment plant, such as
faster filter clogging and reactant consumption increase. In
addition, geosmin and 2-methyl isoborneol, potentially
released by cyanobacteria, produce water unpleasant taste
and odour (Falconer et al., 1999). Over the last two decades
research works have progressively emphasized on

* Corresponding author. Tel.: +33 2 99 02 29 20; fax: +33 2 99 02 29 29.
E-mail address: olivier.thomas@ehesp.fr (O. Thomas).

0041-0101/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.toxicon.2009.10.028

cyanobacterial toxins (called cyanotoxins) which are now
a major environmental and public health concern.

Cyanotoxins, produced only by certain species of cyano-
bacteria, have been associated with various animal poison-
ings (Edwards et al., 1992; Mez et al., 1997; Kuiper-Goodman
et al., 1999; Briand et al., 2003). Nowadays, five cyanotoxins
groups are considered as priority hazards to human and
animal health (Codd et al, 2005a): cylindrospermopsin
(CYL), anatoxins (ANTXs), microcystins (MCs), nodularins
(NODs), and saxitoxins (STXs).

Humans are potentially exposed to cyanotoxins through
drinking water produced from raw water subjected to
cyanobacterial blooms. Several poisonings mainly resulting
in gastro-enteritis have been reported worldwide (Kuiper-
Goodman et al.,, 1999), but some cases of fatal intoxication
are known too (Pouria et al., 1998; Jochimsen et al., 1998;
Azevedo et al.,, 2002; Yuan et al., 2006). In order to protect
human health, the World Health Organization (WHO) has
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considered the microcystin-LR (MC-LR), one of the most
frequently occurring cyanotoxins, and has proposed
a guideline of 1pg/L as a maximum concentration in
drinking water (WHO, 1998).

In this context, different studies on the efficiency of
cyanotoxins elimination by a range of processes, such as
membrane filtration (Teixeira and Rosa, 2005; Gijsbertsen-
Abrahamse et al., 2006), adsorption on activated carbon
(Lambert et al., 1996; Pendleton et al., 2001; Huang et al.,
2007), oxidation by permanganate (Rodriguez et al,
2007a), and ozonation (Rositano et al., 2001; Brooke et al.,
2006; Onstad et al., 2007) have been carried out. Cyano-
toxins chlorination has also been particularly analyzed
(Nicholson et al., 1994; Tsuji et al., 1997; Kull et al., 2004;
Acero et al., 2005; Xagoraraki et al., 2006; Ho et al., 2006;
Rodriguez et al., 2007b; Merel et al., 2009), as chlorine is
a strong oxidant widely used to ensure water disinfection.
However, each study is usually focused on a single toxin (or
group of toxins), considering the chlorination reaction
either through toxin removal, by-products, or mixture
toxicity. For this reason, the present paper aims to gather
knowledge to provide a state of the art on cyanotoxins
chlorination.

2. Occurrence, structure and toxicity of cyanotoxins

In 2004, the occurrence of toxic cyanobacteria was
reported in more than 60 countries (Svrcek and Smith, 2004),
but the list of countries concerned keeps increasing, and now
it includes, for example, Spain (Carrasco et al., 2007), Tunisia
(El Herry et al., 2008) and Saudi Arabia (Mohamed, 2008).
Since the first poisoning case was reported (Francis, 1878),
toxic cyanobacterial blooms have been associated with
arange of intoxications worldwide. However, as cyanotoxins
strongly differ in their structure (Fig. 1a and 1b) and prop-
erties, an overview of each one will lead to a better under-
standing of their respective behaviour towards chlorine.

2.1. Hepatotoxins microcystins and nodularins

2.1.1. Occurrence and synthesis

MCs, which are probably the most frequently occurring
cyanotoxins, have been reported in a wide range of regions,
such as Scandinavian countries (Fristachi and Sinclair, 2008),
North Africa (El Herry et al., 2008; Fristachi and Sinclair,
2008), North America (Fristachi and Sinclair, 2008), Europe
(Gkelis et al., 2005; Ernst et al., 2009; Fristachi and Sinclair,
2008), and Asia (Dai et al., 2008; Zhang et al., 2009; Fristachi
and Sinclair, 2008). In contrast, NODs have been reported in
a more restricted area including New Zealand, Australia and
the Baltic Sea (Sivonen and Jones, 1999).

MCs are produced by many genera of cyanobacteria,
including Microcystis, Oscillatoria, Nostoc, Anabaena and
Anabaenopsis (Kaebernick and Neilan, 2001) while NODs are
only produced by Nodularia spumigena. Toxin synthesis is
a complex process influenced by environmental conditions
and varying according to strains present in the sample. In the
past decades, advances in biology have raised the under-
standing of MCs production, indicating that toxin synthesis
was controlled by genes. For example, the gene cluster
mcyA-J codes for a multienzyme complex including peptide
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synthetase and polyketide synthase, which allows MCs’
components to be fitted together non-ribosomally (Kae-
bernick and Neilan, 2001; Dittmann and Wiegand, 2006). It
is considered that NODs synthesis is a similar process.

2.1.2. Structure and characteristics

MCs and NODs are two different groups of cyanotoxins
(chemical structures illustrated in Fig. 1a). MCs and NODs are
respectively, cyclic heptapeptides and pentapeptides en-
closing the unusual Adda amino acid (3-amino-9-methoxy-
2,6,8-trimethyl-10-phenyl-4,6-dienoic acid) whose conju-
gated diene may be at the origin of the toxicity discussed
later (An and Carmichael, 1994; Tsuji et al., 1997; Dawson,
1998). Variable amino acids (X and Z for MCs, and only Z for
NODs indicated in Fig. 1a) should also be considered since
their multiple combinations make the difference between
more than 70 MCs already reported (Sivonen and Jones,
1999; Westrick, 2003; De Figueiredo et al., 2004; Codd et al.,
2005a and 2005b; Dietrich and Hoeger, 2005; Sangolkar
et al,, 2006) and 9 NODs (Codd et al., 2005a). Each toxin
variant is clearly identified by the initials of variable amino
acids X and Z. For example, the most frequently occurring MC
which has leucine (initial L) and arginine (initial R), should be
identified as MC-LR. In the same way, NOD having arginine as
variable amino acid Z should be identified as NOD-R.

Both MCs and NODs are water-soluble molecules and
their cyclic structure provides them a high chemical stability.
Indeed, these molecules are known to resist to boiling,
chemical hydrolysis and oxidation at pH close to neutrality.
In natural samples and darkness, for example, MCs may
remain stable for months or years (Sivonen and Jones, 1999).
However, these toxins can be degraded by intense UV irra-
diation (Tsuji et al., 1995; Gajdek et al., 2004) and by strong
oxidants, such as ozone (Hoeger et al., 2002; Brooke et al.,
2006; Onstad et al., 2007) and chlorine (Nicholson et al.,
1994; Tsuji et al., 1997; Kull et al., 2004; Acero et al., 2005;
Merel et al., 2009).

2.1.3. Toxicity

Once absorbed by the organism, MCs and NODs are mainly
concentrated in the liver (Fischer et al., 2000) where they are
fixed on protein phosphatase establishing covalent bonds
(Dawson, 1998; Kuiper-Goodman et al., 1999). As a result,
protein phosphatase is inhibited and phosphorylated
proteins are accumulated in liver cells, thereby causing them
necrosis that produces massive haemorrhage and death
(MacKintosh et al., 1990; Dawson, 1998; Kuiper-Goodman
et al, 1999; Gupta et al., 2003). MCs have also shown
a potential tumour promotion activity (Falconer, 1991;
Nishiwaki-Matsushima et al., 1992; Kuiper-Goodman et al.,
1999).

The toxicity level of a mixture depends on the variant of
toxin present in the sample (Sivonen and Jones, 1999), but
MC-LR and NOD-R seem to be the reference for MCs and
NODs. When administrated per intraperitoneal (i.p.)
injection, the lethal dose 50 (LDsg) of MC-LR and NOD-R
ranges, respectively, from 25 to 150 pg/kg and from 50 to
150 ug/kg (Kuiper-Goodman et al, 1999). The WHO
considered the MC-LR no observable adverse effect level
(NOAEL) of 40 pg/kg/d obtained after 13 weeks mice oral
exposure (Fawell et al., 1999) and applied a 103 factor of
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Fig. 1a. Structure of microcystins and nodularins.

uncertainty. In addition, taking into account an average
human weight of 60 kg, as well as an average intake of 80%
through 2 L of water consumed daily, the WHO proposed
a guideline of 1 pg/L as a maximum value for MC-LR in
drinking water (WHO, 1998). However, no guideline was
determined for NODs.

MCs and NODs have been associated with various
animal and human poisonings (Soares et al., 2006; Hilborn
et al., 2007; Stewart et al., 2008). Contact and ingestion
through bathing in water containing bloom is a classic
exposure route for cyanotoxins, but drinking water
produced from a contaminated resource should also be
considered as a potential source of intoxication. Fortu-
nately, water treatments are generally successful to reduce
cyanotoxins concentration and most of human

intoxications reported were limited to gastro-enteritis
(Teixeira et al., 1993; Kuiper-Goodman et al., 1999).
Nevertheless, MCs were also responsible for a fatal intoxi-
cation case, which occurred at the Brazilian dialysis centre
of Caruaru in 1996. MCs contained in water used for the
hemodialysis process could reach blood, quickly affected
the liver and caused the death of 60 patients (Pouria et al.,
1998; Jochimsen et al., 1998; Azevedo et al., 2002; Yuan
et al., 2006).

2.2. Hepatotoxin cylindrospermopsin
2.2.1. Occurrence and synthesis

CYL has long been considered as a tropical toxin (Riicker
et al.,, 2007), as it was mostly reported in Australia (Saker
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Fig. 1b. Structure of anatoxin-a, anatoxin-a(s), cylindrospermopsin and saxitoxins.

et al,, 1999; Griffiths and Saker, 2003; Stewart et al., 2008;
Fristachi and Sinclair, 2008), New Zealand (Stirling and
Quilliam, 2001), Thailand (Li et al.,, 2001; Carmichael et al.,
2001), and in southern states of the USA, like Florida (Burns,
2008). Nevertheless, since a few years, CYL has been char-
acterized in temperate countries, such as Germany (Fastner
et al., 2003 and 2007; Ricker et al., 2007; Wiedner et al.,
2008) and France (Bernard et al., 2003; Brient et al., 2009),
and even in boreal environments, like in Finland (Spoofet al.,
2006).

CYL is mainly synthesized by Cylindrospermopsis
raciborskii, but other cyanobacteria like Aphanizomenon
ovalisporum, Raphidiopsis curvata and Umezakia natans also
have this ability (Banker et al., 1997; Fristachi and Sinclair,
2008). However, there is a possibility that toxic and
non-toxic strains of CYL-producing cyanobacteria may
exist (Schembri et al.,, 2001). In the same way as MCs,
synthesis of CYL seems to be regulated by genes coding for
polyketide synthase and peptide synthetase that gather
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toxin’s components non-ribosomally (Schembri et al.,
2001).

2.2.2. Structure and characteristics

CYL, presented in Fig. 1b, is a 415 Da alkaloid with
a zwitterionic structure including a tricyclic guanidine unit
and a uracil moiety which seems to be linked with toxicity
(Banker et al., 2001). Today, 2 other variants of this toxin
have been identified. The first one, called 7-epicylin-
drospermopsin, differs only by the orientation of the
hydroxyl group close to the uracil moiety (Banker et al.,
2000; Briand et al., 2003). The second one, called deoxy-
cylindrospermopsin, seems to be non-toxic (Briand et al.,
2003) and is characterized by a missing oxygen atom
related to the initial hydroxyl group close to uracil moiety
(Norris et al., 1999; Li et al.,, 2001).

CYL is a highly polar compound whose zwitterionic
structure makes it highly water-soluble (Chiswell et al.,
1999). This cyanotoxin is not stable in an algal extract, as
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90% degradation has been reported within 3 days when
exposed to sunlight (Chiswell et al., 1999). However, in high
purity water, CYL shows a half-life greater than 10 days and
seems to be resistant to degradation by pH and tempera-
ture changes (Chiswell et al., 1999).

2.2.3. Toxicity

Mouse bioassays have shown that CYL can affect the
kidney, lung, intestine, and like MCs, it mainly attacks the
liver (Bernard et al., 2003). However, contrary to MCs, CYL
acts through an irreversible inhibition of protein synthesis
leading to cell death (Froscio et al., 2003 and 2008; Metcalf
et al,, 2004). Micronucleus induction, chromosome loss
(Humpage et al., 2000), tumour initiation (Falconer and
Humpage, 2001) and foetal toxicity (Rogers et al., 2007) are
other known effects of CYL exposure.

The LDsg 24 h after i.p. injection of purified CYL in mice
was estimated to 2100 pg/kg, but when administrating toxin
orally during 11 weeks, a 30 pug/kg/d NOAEL was obtained
(Humpage and Falconer, 2003). Based on the WHO’s param-
eters for MC-LR, a potential guideline for CYL's maximum
concentration in drinking water would be 0.72 pg/L.
However, Humpage and Falconer (2003) assumed a propor-
tion of the total toxin intake in drinking water of 90%, calcu-
lated a guideline of 0.81 pg/L , but proposed 1 ug/L for
practical reasons.

CYL has been identified as the origin of various human
and animal intoxications (Saker et al., 1999; Stewart et al.,
2008; Falconer, 2008), such as the famous Palm Island
mystery disease (Byth, 1980; Bourke et al., 1983; Griffiths
and Saker, 2003). In 1979, since a dense cyanobacterial
bloom occurred in the water supply of Palm Island,
northern Queensland, Australia, an algicidal treatment was
applied to eliminate cyanobacteria, but this one led to a CYL
release. Some days later, over 100 children suffering from
gastro-enteritis attributed to contaminated drinking water
consumption were admitted to the local hospital.

2.3. Neurotoxins anatoxins

Two kinds of ANTXs have been identified: anatoxin-
a (ANTX-a) and anatoxin-a(s) (ANTX-a(s)), which differ in
structure and pharmacodynamics.

2.3.1. Occurrence and synthesis

ANTX-a occurrence was first reported in the USA in 1951
(Osswald et al., 2007). But ANTX-a has also been identified in
Africa(Krienitz et al., 2003; Ballot et al., 2003), in Asia (Park et
al,, 1993 and 1998; Namikoshi et al., 2003), and recently in
Europe (James etal., 1997; Fromme et al., 2000; Viaggiu etal.,
2004; Gugger et al., 2005; Carrasco et al., 2007). In contrast,
ANTX-a(s) has been found in more restricted areas including
the United States, Scotland, Denmark and Brazil (Onodera
et al,, 1997; Sivonen and Jones, 1999; Molica et al., 2005).

While ANTX-a(s) has only been associated with Ana-
baena strains (Sivonen and Jones, 1999), ANTX-a is mainly
produced by Anabaena, Aphanizomenon or Planktothrix
(Van Apeldoorn et al., 2007; Osswald et al., 2007), and it has
also been attributed to some species of Microcystis, Oscil-
latoria or Cylindrospermum (Van Apeldoorn et al.,, 2007;
Osswald et al., 2007; Fristachi and Sinclair, 2008). So far, the

biosynthesis of ANTXs has not been entirely explained, but
a relation has been established between toxin production
and DNA (Osswald et al., 2007).

2.3.2. Structure and characteristics

On the one hand, ANTX-a (Fig. 1b) is a 165 Da alkaloid
with a secondary amine moiety. There is also another
variant that has been identified as homoanatoxin-a and
that only differs in the methylation of the carbon at the
extremity of the keton function (James et al., 1998; Sivonen
and Jones, 1999; Van Apeldoorn et al., 2007). On the other
hand, ANTX-a(S) is a 252 Da phosphate ester of a cyclic
N-hydroxyguanine (Sivonen and Jones, 1999; Van Apel-
doorn et al., 2007), as presented in Fig. 1b.

ANTX-a is also a highly water-soluble polar compound
that cannot be easily extracted from an aqueous solution.
When pH reaches 10, ANTX-a has no charge and is unstable.
Additionally, with sunlight exposure, the toxin is quickly
transformed into a non-toxic form (Duy et al., 2000; Oss-
wald et al., 2007). In the same way, ANTX-a(s) is altered by
heat and alkaline pH (Carmichael et al., 1997).

2.3.3. Toxicity

ANTXs are neurotoxins that act on the neuromuscular
junction and paralyse muscles including those involved in
breathing activity (Osswald et al., 2007). ANTX-a stimulates
muscles through fixation on acetylcholine receptors. In
addition, ANTX-a, which seems to be more efficient in
stimulating muscles than acetylcholine itself, is not degraded
by acetylcholinesterase (Osswald et al., 2007). Consequently,
muscles undergo overstimulation, thereby leading to death
due to respiratory arrest (Osswald et al., 2007). On the
contrary, ANTX-a(s) does not directly stimulate muscles, but
it blocks acetylcholine degradation through acetylcholines-
terase inhibition (Molica et al., 2005). Thus, muscles undergo
overstimulation with similar effects of ANTX-a.

When considering acute toxicity in mice, the LD5g of
ANTX-a was estimated 375 pg/kg by i.p. injection but higher
than 5 mg/kg by oral exposure (Kuiper-Goodman et al., 1999;
Falconer, 2008). However, as other studies on subacute
toxicity reported dissimilar results, neither a tolerable daily
intake value nor a guideline for drinking water could be
determined (Kuiper-Goodman et al, 1999). Concerning
ANTX-a(s), a few investigations have been conducted, and
only the 20 pg/kg LDsg by i.p. injection into mice is available.

ANTX-a and its variants have been associated with
different animal poisonings (Edwards et al., 1992; Henrik-
sen et al., 1997; Wood et al., 2007). In various reported cases
of cattle, birds or dogs death, symptoms consisted in
vomiting, convulsion and breath failure (Krienitz et al.,
2003; Gugger et al., 2005; Stewart et al., 2008). In addition,
intoxication by ANTX-a(s) can also produce hypersalivation
(Duy et al., 2000).

2.4. Neurotoxins saxitoxins

2.4.1. Occurrence and synthesis

In freshwaters, STXs are mainly produced by Anabaena
circinalis in Australia and Aphanizomenon flos-aquae in the
USA (Kuiper-Goodman et al., 1999), but they have also
been associated with Lyngbya wollei and C. raciborskii
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(Nicholson et al., 2003). In sea water, these toxins are
produced by some dinoflagellates. Nevertheless, since
genes responsible for STXs production have not been
identified, toxin synthesis pathway remains unknown
(Neilan et al., 2008).

2.4.2. Structure and characteristics

As presented in Fig. 1b, STXs are a family of tricyclic
compounds ranging from 241 to 491 Da. Nowadays, more
than 20 variants of these compounds have been charac-
terized and they can be: non-sulphated, singly sulphated or
doubly sulphated (Nicholson et al., 2003; Van Apeldoorn
et al., 2007). In addition, decarbamoyl derivatives have also
been identified (Van Apeldoorn et al., 2007).

STXs are also water-soluble and stable toxins, able to
persist for over than 90 days in freshwater (Jones and Negri,
1997). These compounds are progressively degraded into
more toxic variants even at high temperatures. Thus,
boiling water containing STXs may potentially increase
toxicity (Sivonen and Jones, 1999).

2.4.3. Toxicity

STXs are neurotoxins well known for their association
with paralytic shellfish poisonings (Kuiper-Goodman et al.,
1999). They act on nerve axon membranes by blockage of
sodium ion channels which results in nerve dysfunction
and leads to paralysis and death due to respiratory failure
(Van Apeldoorn et al., 2007). The most toxic STXs deriva-
tives exhibit a LD5q of 10 pg/kg after i.p. injection in mice,
but no guideline for maximum concentration in drinking
water has been established so far (Kuiper-Goodman et al.,
1999; Van Apeldoorn et al., 2007).

Since the early 1900s, more than 1000 occurrences of
paralytic shellfish poisonings have been reported in North
and Central America resulting in minor numbness or
complete paralysis and even death like in 109 cases
(Kuiper-Goodman et al., 1999). However, no human intox-
ication through drinking water has been documented.

3. Behaviour of cyanotoxins with regard to chlorine

Since cyanotoxins are hazards to consumer’s health,
managing these substances is a major concern in drinking
water treatment. In particular, chlorine used to perform
water disinfection was shown to react with some cyano-
toxins. Consequently, their transformation should be
carefully considered.

3.1. Chlorination outline

Chlorine is widely used at the end of drinking water
treatment to perform disinfection. It ensures destruction of
microbiological pathogens, and its persistence in the
distribution system helps to prevent outbreaks of water-
borne diseases (Galal-Gorchev, 1996). In addition, because
of its high oxidizing capability, disinfection by chlorine
provides an efficient transformation of micropollutants,
such as pesticides and cyanotoxins.

Drinking water chlorination is generally performed by
the addition of chlorine gas or sodium hypochlorite
leading to equilibrium of Cl,, HOCI and ClIO~ according to
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pH (Deborde and von Gunten, 2008). Nevertheless,
weaker oxidants, such as chlorine dioxide or chloramine
may be used. Chlorination of organic compounds should
consist in oxidation and chlorine addition, but electro-
philic substitution on amine moieties is mainly expected
(Deborde and von Gunten, 2008). Since chlorination of
organic material forms a wide range of substances,
including noxious trihalomethanes (Rodriguez et al.,
2007), cyanotoxins chlorination should be particularly
considered in order to characterize reaction by-products
and related toxicity.

3.2. Chlorination of microcystins and nodularins

3.2.1. Reactivity with chlorine

In spite of the fact that both of NODs and MCs are
vulnerable to chlorine, most of research has focused on
MCs. For example, Merel et al. (2009) reported up to 99%
MC-LR transformation. However, chlorination efficiency
depends largely on experimental conditions (Nicholson
et al., 1994; Newcombe and Nicholson, 2004; Xagoraraki
et al,, 2006). Based on this idea, Hitzfeld et al. (2000)
indicate that chlorination efficiency towards MCs and
NODs can be affected by the chlorine compounds that
therefore should be carefully considered. For instance,
when treating an extract of Microcystis for 30 min with
a 5mg/L chlorine dose, Nicholson et al. (1994) observed
that the decrease in toxin concentration reached over 95%
with aqueous chlorine and calcium hypochlorite, and only
80% with sodium hypochlorite. Nevertheless, these results
should be attributed to the effect of pH as sodium hypo-
chlorite solutions are highly alkaline. In the same way,
monochloramine did not show significant effect on toxin
concentration even after hours of contact time, probably
due to its weaker oxidizing capability compared to other
chlorine forms (Nicholson et al., 1994; Acero et al., 2005).
Similarly, chlorine dioxide was found to react with MC-LR,
but its low kinetic constant makes it inappropriate for
cyanotoxin removal during drinking water treatment (Kull
et al., 2004; Rodriguez et al., 2007c).

In order to be efficient, chlorination of MCs should be
performed at pH lower than 8 (Nicholson et al., 1994; Acero
et al., 2005; Xagoraraki et al., 2006). Indeed, MC-LR trans-
formation strongly slackens off while pH increases in the
range 4-9 (Acero et al., 2005). This can be explained by the
speciation of chlorine, considering that rising pH induces
transformation of hypochlorous acid into a less reactive
hypochlorite ion.

Chlorine dose is also a major variable influencing MCs
transformation efficiency. A recent study (Merel et al.,
2009) has shown that one mole of MC-LR reacts with 12
moles of chlorine within 30 min. In addition, it has been
reported that MC-LR chlorination pseudo first order kinetic
constant k determined from Eq. (1) increases with the
molar ratio [chlorine]/[toxin] R (Acero et al., 2005; Xagor-
araki et al., 2006). Namely, k rises from 3.5 x 103s 1 to
16.2 x 1073 s~ ! when R is set from 21 to 89. Then, it should
be noticed that chlorine dose must be sufficient to react
with MCs and to satisfy chlorine demand of natural organic
material (NOM) which compete with toxins and potentially
reduce chlorination efficiency (Kull et al., 2006).
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[toxin],
[toxin], — =3t (1)

where [toxin]; stands for toxin concentration at contact
time t (expressed in M), [toxin]p is the initial toxin
concentration (expressed in M), k is the pseudo first order
kinetic constant (expressed in s~!), and t is contact time
(expressed in s).

Although there is not extensive knowledge about chlo-
rination of diverse MCs, Ho et al. (2006) have shown that
four common MCs variants exhibit different reactivity with
chlorine: MC-YR > MC-RR > MC-LR > MC-LA. These results
indicate that MCs react with chlorine according to the
reactivity of their 2 variable amino acids, and that some
rarely occurring MCs may be resistant to chlorination.
However, it is admitted that MCs concentration is efficiently
reduced if pH is maintained below 8 and if 0.5 mg/L of free
chlorine residual is present after 30 min of exposure
(Nicholson et al., 1994; Hitzfeld et al., 2000; Newcombe and
Nicholson, 2004).

3.2.2. Identification of chlorination by-products

As chlorination efficiently transforms MCs, identifying
their related by-products is a great concern to protect
human health. So far, only chlorination by-products of
MC-LR have been studied in high purity water and 6
compounds have been identified, as well as their respective
isomers (Table 1).

The first MC-LR chlorination by-product was identified
as dihydroxy-microcystin (Tsuji et al., 1997). Through chlo-
rination of MC-LR with a molar ratio [chlorine]/[toxine] R
around 2 and analysis of samples by liquid chromatography
- mass spectrometry (LC-MS), 4 isomers with a mass/charge
ratio (m/z) 1029 were observed. The 34 m/z difference with
MC-LR (m/z995.555) is consistent with both the fixation of 2
hydroxyl groups on the toxin and the chemical formula
C49H76N10014. Therefore, as illustrated in Fig. 2, dihydroxy-
microcystin would be formed by chlorine addition on the
conjugated diene of Adda followed by a hydrolysis leaving
two hydroxyl moieties (Tsuji et al., 1997; Lawton and Rob-
ertson, 1999). Assuming that the conjugated diene is
responsible for the maximum in absorbance of MC-LR at
240 nm (Tsuji et al., 1997), alteration of Adda amino acid is
consistent with the significant decrease in absorbance at the
same wavelength associated with chlorination (Merel et al.,
2009). In addition, a recent study (Merel et al.,, 2009)
provided an accurate m/z measurement (1029.560) of

Table 1

dihydroxy-microcystin, confirmed the presence of 2
hydroxyl groups by tandem mass spectrometry (MS?), set R
to 20 and brought to light 4 new isomers.

The second by-product was observed at m/z 1047,
initially when mixing MC-LR with chlorine dioxide (Kull
et al., 2004). Considering the 18 m/z difference with the
previous compound, it was first identified as the hydrated
form of dihydroxy-microcystin. When mixing MC-LR with
hypochlorous acid, a recent study reported 5 isomers of
a similar compound, but based on a more accurate m/z
measurement (1047.526), a chlorinated structure was
found to be more suitable (Merel et al., 2009). Therefore,
the chemical formula C49H75N19013Cl corresponding to
monochloro-hydroxy-microcystin has been proposed
(Merel et al., 2009). This by-product should be formed by
the loss of one double bound to fix one chlorine atom and
one hydroxyl group, as sustained by MS? experiments.

In addition, through an accurate m/z measurement and
MS? experiments, 4 other MC-LR chlorination by-products
and their isomers have been characterized (Merel et al.,
2009): monochloro-microcystin, monochloro-dihydroxy-
microcystin, dichloro-dihydroxy-microcystin, and tri-
chloro-hydroxy-microcystin. Monochloro-microcystin and
its 3 isomers associated with the chemical formula
C49H73N19012Cl should be formed by the substitution of one
hydrogen atom by a chlorine atom on MC-LR. However its
characteristic m/z 1029,516 does not allow distinguishing it
from dihydroxy-microcystin through low resolution mass
spectrometry. Monochloro-dihydroxy-microcystin and its
numerous isomers related to the chemical formula
C49H75N10014Cl, and m/z 1063.521 may be formed by the
substitution of one hydrogen atom by one chlorine atom on
the previously presented dihydroxy-microcystin. Dichloro-
dihydroxy-microcystin with its 7 isomers corresponding to
m/z 1097.481 and to the chemical formula C49H74N19014Cl>
may be formed by the substitution of one hydrogen atom by
one chlorine atom on the previously reported monochloro-
dihydroxy-microcystin. Trichloro-hydroxy-microcystin and
its 6 isomers associated with the chemical formula
C49H73N19013Cl3 and m/z 1115.448 should be formed by the
substitution of 2 hydrogen atoms by 2 chlorine atoms on the
previously identified monochloro-hydroxy-microcystin.

Four of the by-products presented previously are
intermediates and 2 are final compounds (Merel et al.,
2009). Dihydroxy-microcystin, monochloro-microcystin
and monochloro-hydroxy-microcystin are intermediates
formed within 2 min just after the beginning of the reac-
tion that then are quickly transformed. Trichloro-hydroxy-

Characteristics of microcystin-LR and cylindrospermopsin chlorination by-products.

Toxin By-product Chemical formula  Isomers observed  [Chlorine]/[toxin]  References
Microcystin-LR Dihydroxy-microcystin C49H76N 10014 8 2 and 20 Tsuji et al., 1997; Merel
et al., 2009

Monochloro-microcystin C49H73N10012Cl 3 20 Merel et al., 2009
Monochloro-hydroxy-microcystin C49H75N10015Cl 5 20 Merel et al., 2009
Monochloro-dihydroxy-microcystin ~ C49H75N10014Cl >10 20 Merel et al., 2009
Dichloro-dihydroxy-microcystin C49H74N10014Cl> 7 20 Merel et al., 2009
Trichloro-hydroxy-microcystin C49H73N10013Cl3 6 20 Merel et al., 2009

Cylindrospermopsin  5-chloro-cylindrospermopsin Cy5H20N505SCl Non-specified 1 Banker et al., 2001
Cylindrospermopsic acid Cy2H19N305S Non-specified 2 Banker et al., 2001
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Fig. 2. Formation of dihydroxy-microcystin (adapted from Tsuji et al., 1997).

microcystin is also an intermediate, but it is formed within
10 min. Monochloro-dihydroxy-microcystin, which is the
first final by-product, is totally formed within 2 min
whereas the second one, dichloro-dihydroxy-microcystin,
is progressively formed within 30 min.

By-products named above may represent only a part of
the initial toxin (Merel et al., 2009). For example, within
2 min chlorination, the known fate of MC-LR is close to 25%,
but once intermediate compounds are further transformed,
after 60 min chlorination, the known fate of MC-LR is
reduced around 5% only. Therefore, further research should
be undertaken to better characterize by-products of MC-LR
and those of other MCs variants presenting different chlo-
rine reactivity (Ho et al., 2006).

3.3. Chlorination of cylindrospermopsin

3.3.1. Reactivity with chlorine

CYL was shown to be vulnerable to chlorine (Senogles
et al., 2000; Banker et al., 2001; Newcombe and Nicholson,
2004; Rodriguez et al., 2007b and 2007c). As a matter of
fact, significant decrease in toxin concentration has been

reported (Senogles et al., 2000; Newcombe and Nicholson,
2004), but diverse factors can influence the reaction.

In order to enhance chlorination efficiency, chlorine
source should be carefully selected. For example, CYL has
a 1.7 min half-life when exposed to hypochlorous acid
and a 14.4 h half-life when exposed to chlorine dioxide
(Rodriguez et al, 2007c). In the same way, even if
monochloramine potentially reacts with CYL (Banker
et al, 2001), the related kinetic constant is 2400-fold
lower than with hypochlorous acid in similar conditions
(Rodriguez et al., 2007b).

Factors such as pH and temperature should also be
considered to guarantee efficient CYL transformation. After
chlorinating a cell free extract of C. raciborskii, Senogles
et al. (2000) concluded that the degradation of CYL is
reduced at pH minor than 6. In contrast, other studies
suggest that pH should be maintained equal to 7 because
higher values would decrease toxin transformation rate
(Rodriguez et al., 2007b and 2007c). For example, Rodri-
guez et al. (2007b) have shown that in high purity water,
chlorination second order kinetic constant k' (Eq. (2)) raises
from 44.23 to 1265.1 L/mol/s when pH increases from 4 to
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7, and then it falls to 53.18 L/mol/s when pH reaches 9. This
study also reported that a rise in temperature from 10 °C to
30 °C would increase the chlorination kinetic constant k’
from 470.9 to 1174.8 L/mol/s.

_ k
" [chlorine],

(2)

where k' is the apparent second order kinetic constant
(expressed in L/mol/s), k is the pseudo first order kinetic
constant (expressed in s~!), and [chlorine]; stands for the
remaining chlorine concentration at contact time t
(expressed in M).

Moreover, competition with NOM should be taken into
account to achieve a successful CYL transformation. In fact,
the occurrence of NOM increases the chlorine dose necessary
to CYL transformation (Senogles et al., 2000; Rodriguez et al.,
2007b and 2007c) because an additional chlorine demand
has to be satisfied. For example, Rodriguez et al. (2007b)
reported that at pH 7.3 and 20 °C, only 1.5 mg/L were suffi-
cient to remove more than 98% of the toxin (415 pg/L) in
water containing dissolved organic carbon (6.7 mg/L),
ammonia (2.3 uM), bicarbonate (0.6 mM). These results
suggest that drinking water disinfection through

"0,S0

chlorination may be a potential remedial measure for
punctual CYL occurrence in raw water.

3.3.2. Identification of chlorination by-products

Identification of chlorination by-products is of great
concern but requires relatively high concentration of toxin
and specific detection apparatus. To date only 2 chlorina-
tion by-products of CYL have been reported: 5-chloro-
cylindrospermopsin and cylindrospermopsic acid (Banker
etal.,, 2001; Senogles-Derham et al., 2003; Rodriguez et al.,
2007c).

5-chloro-cylindrospermopsin has been identified in
high purity water when treating CYL with a molar ratio
[chlorine]/[toxin] R of 1 and 2 (Banker et al., 2001). As
illustrated in Fig. 3, this 449 Da compound, which is mainly
associated with R=1, is formed by substitution of
a hydrogen atom by a chlorine atom on the uracil moiety.
This by-product also has a characteristic UV spectrum
showing 2 maximum in absorbance at 196 and 277 nm
with respective molar absorption coefficient of 11,600 and
4400 L/mol/cm (Banker et al., 2001).

Cylindrospermopsic acid, which has been identified in
high purity water, mainly occurs when R =2 (Banker et al.,
2001). As illustrated in Fig. 3, this 349 Da compound is

Cylindrospermopsin

5-chloro-cylindrospermopsin

Cylindrospermopsic acid

Fig. 3. Formation of 5-chloro-cylindrospermopsin and cylindrospermopsic acid (adapted from Banker et al., 2001).
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probably formed by further chlorination of the previous by-
product, 5-chloro-cylindrospermopsin, fragmenting the
uracil moiety and leaving a carboxylic acid function. In
addition, Banker et al. (2001) have characterized this by-
product through its UV spectrum, showing a maximum in
absorbance at 195 nm with a molar absorption coefficient of
10,500 L/mol/cm.

Further investigation on CYL chlorination by-products is
required in order to establish the evolution profile of the
previous compounds and to examine greater R values that
would be consistent with practical situation in drinking
water treatment. Indeed, considering that concentration of
CYL in raw water commonly ranges from 1 to 10 pug/L
(Falconer and Humpage, 2006) and that chlorination usually
leads to 0.5 mg/L of free chlorine residual during drinking
water treatment, R should reach at least 290. With such
chlorine dose, new by-products should be formed, for
example, through chlorine reaction on N-H bonds of CYL, 5-
chloro-cylindrospermopsin or cylindrospermopsic acid.

3.4. Chlorination of anatoxin-a

ANTX-a has shown low reactivity towards chlorine
(Rodriguez et al., 2007b and 2007c), which may have
discouraged further investigation. For example, when
mixing ANTX-a with chlorine 25 fold in excess in high
purity water at pH 7, the second order kinetic constant was
only 0.71L/mol/s. In addition, oxidation of the toxin
through chloramine was found to be even weaker with
a second order kinetic constant lower than 0.1 L/mol/s at
pH 7.2. Consequently, neither chlorination by-products nor
residual toxicity has been investigated, and chlorination
has not been considered as a suitable option for ANTX-
a removal during drinking water treatment (Rodriguez
et al,, 2007c).

3.5. Chlorination of saxitoxins

Although the reaction of chlorine with STXs has not been
extensively studied, Nicholson et al. (2003) investigated
chlorination of some variants (see Table 2) and reported their
efficient transformation under appropriate experimental
conditions. In fact, chlorination efficiency highly depends on
pH. For example, toxins transformation rises from 20% to 98%
when pH increases from 4 to 9 (Nicholson et al., 2003). In
addition, if pH is taken into account, chlorinating agent
(gaseous chlorine or sodium hypochlorite) does not influence
the reaction (Nicholson et al., 2003). However, it should be
noticed that STXs reactivity with chlorine differs depending
on the variant. In fact, the following vulnerability has been

Table 2

Saxitoxins studied by Nicholson et al. (2003).
Name R1? R2? R3? R4? R5%
STX H H H CONH, OH
GTX2 H H 0S03 CONH, OH
GTX3 H 0S03 H CONH, OH
GTX5 H H H CONHSO3 OH
C1 H H 0S03 CONHSO3 OH
c2 H 0S03 H CONHSO3 OH
dcSTX H H H H OH

4 See Fig. 1b for chemical structure.
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established: GTX5 = dcSTX > STX > GTX3 =C2 > C1 > GTX2
(Nicholson et al.,2003; Westrick, 2008). Nevertheless, further
research is required to identify STXs by-products.

4. Toxicity assessment post-chlorination

The transformation of the initial toxin through chlorina-
tion or any other process does not necessary lead to
a complete or partial loss of toxicity. Indeed, if transformation
does not occur on the chemical moiety responsible for
toxicity, by-products can be as harmful as the initial
compound or even more. Therefore, toxicity tests have to be
performed on the chlorinated mixture in order to assess
benefits of cyanotoxin chlorination for human health.

4.1. Toxicity assessment of chlorinated microcystins and
nodularins

Efficient transformation of MCs and NODs through
chlorination has been reported, but the resulting toxicity of
the mixture has not been extensively studied. Moreover,
first investigations consider liver damage when performing
mouse bioassay while recent studies usually measure
protein phosphatase inhibition, as indicated in Table 3.

Transformation of MCs and NODs through chlorination
seems to be related to a decrease in toxicity. Indeed, after
being treated with chlorine, extracts of Microcystis aerugi-
nosa and Nodularia spumigena containing MCs and NODs
could not induce acute hepatotoxicity anymore (Nicholson
et al, 1994). For example, some mice injected with the
chlorinated mixture did not show characteristic enlarged
liver within 6 h. Similar results were also reported by Tsuji
et al. (1997). In addition, chlorination seems to reduce
protein phosphatase inhibition. For instance, Rodriguez
et al. (2008) exposed MC-LR to chlorine about 20 fold in
excess in high purity water and concluded that toxicity
correlated well with the decreasing toxin residual. Compa-
rable results were also reported in another study performed
with chlorine dioxide (Kull et al., 2004).

The previous results are consistent with the formation
of chlorination by-products by alteration of the Adda amino
acid which is considered to be responsible for toxicity (An
and Carmichael, 1994; Tsuji et al., 1997; Dawson, 1998).
Nonetheless, it should be emphasized that if compounds in
the mixture are not hepatotoxic anymore, they may have
another target organ or act through a different pathway.
Consequently, further investigation should be undertaken
on chlorinated samples to assess global toxicity.

4.2. Toxicity assessment of chlorinated cylindrospermopsin

Similarly to MCs and NODs, chlorination of CYL seems to
reduce mixture toxicity. In high purity water, CYL exposed to
chlorine twice in excess led to the formation of both
5-chloro-cylindrospermopsin and cylindrospermopsic acid,
which were shown to be virtually non-toxic (Banker et al.,
2001). DL5g of both purified by-products estimated 5 d after
i.p. administration to mice was higher than 10 mg/kg,
compared to 200 pg/kg for the initial toxin. In fact, neither
death nor pathological signs were reported within 10 days
after by-products exposure. Besides, no increased incidence
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Toxicity of chlorinated cyanotoxins.
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Toxin

Chlorination conditions

Toxicity assessment method

Post-chlorination toxicity

References

Microcystins

Cylindrospermopsin

Saxitoxins

Extract of M. aeruginosa treated with
various molar ratio [chlorine]/[toxin]

Molar ratio [chlorine]/[toxin]
of 2 in high purity water

Molar ratio
[ClO-]/[toxin] of 340 and 680 in high
purity water

Molar ratio
[chlorine]/[toxin] around 25 in high
purity water and surface water

Molar ratio
[chlorine]/[toxin] around 2 in high
purity water

Chlorination of purified

toxin and C. raciborskii cell free
extract (molar ratio
[chlorine]/[toxin] not specified)

Chlorination of A. circinalis cell free
extract containing STX and

its derivatives

(molar ratio [chlorine]/[toxin]

not specified)

Mouse bioassay
(i.p. injection of mixture)

Protein phosphatase
inhibition assay
(performed on isolated
by-products)

Mouse bioassay
(i.p. injection of isolated
by-products)

Protein phosphatase
inhibition assay
(performed on global
mixture)

Protein phosphatase
inhibition assay
(performed on global
mixture)

Mouse bioassay
(i.p. injection of isolated
by-products)

Mouse bioassay

(oral administration

of the mixture

through drinking water
for 90 and 170 d)

Mouse bioassay
(i.p. injection of the
chlorinated mixture)

Lower hepatotoxicity
correlated with residual
MC-LR

100 fold
lower than MC-LR

No toxicity observed

Lower and correlated
with residual MC-LR

Lower and correlated
with residual MC-LR

No toxicity observed

No cancer

incidence on mice,
but 40% of male

mice suffered liver
injuries when feeding
with chlorinated cell
free extract

No acute
toxicity observed

Nicholson et al., 1994

Tsuji et al., 1997

Tsuji et al., 1997

Kull et al., 2004

Rodriguez et al., 2008

Banker et al., 2001

Senogles-Derham et al.,
2003

Nicholson et al., 2003

of cancer was noticed in mice after chlorinated CYL intake
through drinking water for 90 and 170 d (Senogles-Derham
et al, 2003). However, Senogles-Derham et al. (2003)
reported that male mice suffered an increase in body weight
and unexplained liver injuries (fatty vacuolation) after
ingestion of chlorinated cell free extract of C. Raciborskii.
The decrease in toxicity generally observed after chlo-
rination is consistent with the alteration of the uracil
moiety considered as the cause of toxin harmful potential
(Banker et al., 2001). However, the unexpected liver
injuries in mice underline a need of additional investigation
on chlorinated CYL toxicity. Furthermore, by-products may
be potentially toxic through a new pathway, which
suggests that future studies should also implement tools
allowing global toxicity assessment of the mixture.

4.3. Toxicity assessment of chlorinated anatoxin-a

Chlorinated ANTX-a toxicity has not been considered as
the toxin is not vulnerable to chlorine.

4.4. Toxicity assessment of chlorinated saxitoxins

Chlorination of STXs seems to reduce mixture toxicity
(Newcombe and Nicholson, 2002; Nicholson et al., 2003;

Westrick, 2008). Indeed, an experience conducted in natural
water spiked with toxin material and then chlorinated for
30 min showed a loss of acute toxicity (Nicholson et al.,
2003) in 20 g mice injected (i.p. injection) with a 1 mL
sample. Whereas non-chlorinated samples containing
approximately twice the lethal dose of STXs led to death
within 8-16 min, showing a neurotoxic effect, no mice death
was reported with chlorinated samples.

Data available only focused on acute toxicity and consid-
ered mice death ina short term period. However, chlorination
by-products may be neurotoxic and show either a lower
activity or symptoms appearing later than with the initial
toxin. STXs chlorination by-products may also have a mech-
anism of toxicity different from the one of the initial toxin
which has not been detected yet. Consequently, there is still
a research need to characterize the global toxicity of chlori-
nated STXs.

5. Critical synthesis

Cyanotoxins are a major environmental and public
health concern. The current state of knowledge carries new
questions, such as the geographical distribution of harmful
cyanobacterial blooms. Today, investigations on cyanotox-
ins are quite expensive studies mostly conducted in
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developed countries. However, the list of countries con-
cerned by this phenomenon should keep increasing through
some future studies in Africa and South America. Besides,
climate change may modify cyanotoxins distribution
through potential change in cyanobacteria habitat.

Some cyanotoxins may remain unidentified, but through
technology advances, such as mass spectrometry becoming
more accurate and sensible, the number of cyanotoxins
characterized might increase in the coming decade. In addi-
tion, toxin synthesis remains unclear. Only the case of MCs
has been successfully assessed, and regulation of genes
involved into this biological process still has to be further
studied.

As presented in this study, chlorination can be an
efficient remedial measure for most of the cyanotoxins.
However, raw water may contain a mixture of toxin which
may require different chlorination conditions. Therefore,
drinking water disinfection by chlorine should be inte-
grated into a multi-barrier approach, and research should
be focused on combined treatments, like activated carbon
with chlorination, ozonation and membrane filtration.

Finally, the major question about cyanotoxins chlori-
nation concerns by-products. To date, only a few number of
them have been characterized, which is insufficient to
understand toxins transformation pathway and to evaluate
toxicity post-chlorination accurately. Previous investiga-
tions have assessed the toxicity of chlorinated mixtures
according to tests designed for the initial toxin and repor-
ted that the chlorinated samples do not have the same
activity than the initial compound. However, it cannot be
concluded that chlorinated toxins are non-biologically
active. The considerations mentioned above show that
further investigation is required to consider chlorinated
toxins according to global toxicity tests.

6. Conclusion

Chlorination efficiently transforms MCs, NODs, CYL, and
STXs but ANTX-a. In addition, the optimal transformation of
cyanotoxins strongly depends on experimental conditions
which should be carefully considered. Even if chlorine dose
required and chlorine source may match for each cyano-
toxin, there is an opposition between more suitable pH
values (below 8 for MCs and NODs, 7 for CYL, 9 for STXs).
Therefore, chlorination of a cyanotoxins mixture should not
lead to an optimal transformation of each poison, and
water disinfection by chlorine should not be considered as
a sufficient remedial measure but as an option to reduce
concentration of some cyanotoxins. For a better manage-
ment of cyanotoxins in drinking water treatment, chlori-
nation has to be integrated in a multi-barrier approach
including, for example, adsorption on activated carbon.

A final key point is that only 6 and 2 chlorination by-
products were respectively identified for MC-LR and CYL. The
fate of the entire toxin is not totally explained yet, and it
should be noticed that each toxin variant (more than 70 for
MCs) may form specific by-products. However, in most cases,
chlorination seems to surprisingly reduce mixture acute
toxicity. To conclude, the present state of the art on cyano-
toxins chlorination points out that further studies are needed
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to better characterize reaction by-products and their
respective toxicity. Then, the question of cyanotoxins fate
should also be considered when applying other common
drinking water treatments such as ozonation or UV
irradiation.
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Drinking water disinfection by chlorine is known to reduce concentration of microcystin, but compounds
formed are rarely considered. In this work the chlorination of microcystin-LR has been studied by mon-
itaring reactants consumption and reaction products using the linear trap quad-Orbitrap (LTQ-Orbitrap)
technology. Microcystin-LR was totally transformed within 2 min, meanwhile chlorine was consumed

until 30 min with a rate of 12 mol per mol of toxin. Four new by-products of microcystin-LR were iden-
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tified as well as their isomers: monochloro-microcystin, monochloro-dihydroxy-microcystin, dichloro-
dihydroxy-microcystin and trichloro-hydroxy-microcystin. In addition, four new isomers were also
observed, corresponding to the dihydroxy-microcystin already known. Besides, another compound pre-
viously observed was identified as monochloro-hydroxy-microcystin.

@ 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In temperate countries, occurrence of cyanobacteria blooms in
surface waters is a major environmental and public health concern.
Indeed, some species of cyanobacteria have the ability to produce
toxins responsible of animal poisonings (Edwards et al., 1992;
Mez et al., 1997; Kuiper-Goodman et al., 1999).

With about 70 variants reported (Codd et al., 2005; Dietrich and
Hoeger, 2005), among which microcystin-LR {MCLR), the cyclic
heptapeptide microcystins are the most common cyanotoxins.
Their toxicity is usually associated with the conjugated diene on
the unusual Adda amino acid (An and Carmichael, 1994; Tsuji
et al., 1997; Dawson, 1998). Once absorbed by the organism, they
are accumulated in liver and inhibit protein phosphatase activity,
able to lead to massive haemorrhage and even death within a
few hours (MacKintosh et al., 1990; Dawson, 1998; Kuiper-Good-
man et al., 1999; Gupta et al., 2003). In addition, microcystins have
also shown a potential tumour promotion activity (Falconer, 1991;
Nishiwaki-Matsushima et al., 1992; Kuiper-Goodman et al., 1999).

Humans are potentially exposed to microcystins through drink-
ing water produced using a contaminated resource. Several intoxi-
cations generally limited to gastro-enteritis have been reported
(Kuiper-Goodman et al., 1999), but more than 50 patients died in
the Brazilian dialysis centre of Caruaru (Pouria et al., 1998; Azevedo
et al., 2002; Yuan et al., 2006). Therefore, in order to protect con-
sumer's health, the World Health Organization has proposed the

* Corresponding author. Tel.: +33 299022925; fax: +33 299022929,
E-mail address: Michel.Clement@ehesp.fr (M. Clément).

0045-6535/8 - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chemosphere.2008.10.024

concentration limit of 1 pugL™" as a maximum value for MCLR in
drinking water (Falconer et al., 1999; Codd et al., 2005). Thus, in or-
der to provide safe drinking water treatment has to remove cyano-
toxins below this guideline.

Chlorine is a strong oxidant widely used to ensure water disin-
fection and its effect on microcystins has been investigated (Nich-
olson et al., 1994; Tsuji et al., 1997; Kull et al., 2004; Acero et al.,
2005; Xagoraraki et al., 2006; Ho et al., 2006; Rodriguez et al.,
2007). Some studies have shown that chlorination was not an
effective process for cyanotoxins treatment but actually chlorina-
tion efficiency depends on the oxidants nature and dosing rare,
contact time and pH (Nicholson et al., 1994; Hitzfeld et al., 2000;
Newcombe and Nicholson, 2004; Xagoraraki et al., 2006). Nowa-
days, it is generally admitted that microcystin concentration is effi-
ciently reduced providing pH is maintained below 8 and 0.5 mg L !
of free chlorine residual is present after 30 min exposure (Nichol-
son et al., 1994; Hitzfeld et al., 2000; Newcombe and Nicholson,
2004).

Nevertheless, cyanotoxins in drinking water being a quite re-
cent concern, chlorination by-products of MCLR have not been
extensively studied and only two ones are mentioned in literature.

The first one (dihydroxy-microcystin) has been identified by liquid

chromatography-mass spectrometry (LC—-MS), with 4 isomers cor-
responding to a mass/charge (m/z) ratio 1029 (Tsuji et al., 1997).

These latest would be formed by chlorine addition on the conju-

gated diene of the toxin, followed by an hydrolysis leaving 2 hydro-
xyl moieties (Tsuji et al., 1997; Lawton and Robertson, 1999). A
second by-product associated with m/z 1047 has been identified
as the hydrated form of dihydroxy-microcystin (Kull et al., 2004).
However, considering that MCLR has many N-H bonds easily
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reacting with chlorine (Alouini and Seux, 1987; Hureiki et al,
1994), other by-products of potential health concern must obvi-
ously occur during treatment. Therefore, the first step prior to
any toxicity investigation is to identify the potential disinfection
by-products in high purity water. This point being the aim of the
work, it will allow further studies of MCLR degradation by-prod-
ucts taking into account the interference with other natural organ-
ic material {(NOM). Indeed, considering the complexity of reactions
between MCLR, NOM and chlorine in natural water, also depending
of the nature and concentration of NOM, on one hand, and the rare
scientific works dealing with MCLR chlorination products in gen-
eral, the study in high purity water is required first.

2. Materials and methods
2.1. Reactants

MCLR (Fig. 1) with more than 98% purity was purchased from
Alexis Biochemicals. A 250 mg L™! stock solution was prepared
making soluble 1 mg toxin in 4 mL methanol and stored in dark-
ness at 4 °C. MCLR was handled with glass manufactured syringes
and vials only, in order to avoid any loss of toxin due to plastic
adsorption (Hyenstrand et al., 2001).

Hypochlorous acid stock solution (about 1g Cl, L) was pre-
pared diluting a commercial bleach solution to 1/50 in high purity
water. Then, pH was adjusted to 7 adding 0.01 M hydrochloric acid
and mixture was stored in darkness at 4 °C for a maximum dura-
tion of 7 d. Chlorine concentration was determined only a few
min before experiments by sodium thiosulfate titration.

Diethyl-p-phenylen-diamin (DPD) for chlorine concentration
monitoring was purchased from Permachem Reagents. Packets of
“DPD free chlorine reagent” or “DPD total chlorine reagent” were
used, respectively, for free chlorine and total chlorine measure-
ment. Sodium nitrite used to stop the chlorination reaction was
purchased from Merck. Stock solution of 1.4g L' was prepared
in high purity water and stored in darkness at 4 °C. Acetonitrile
and formic acid used for high pressure liquid chromatography
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(HPLC) were, respectively, purchased from SDS at HPLC grade,
and from ].T. Baker with 98% purity.

2.2. LC-MS analysis

Two equipments were used in order to perform LC-MS analysis,
(i) a Finnigan surveyor HPLC system with a LTQ-Orbitrap mass
spectrometer from Thermo Electron Corporation and, (ii) a Waters
alliance 2695 for HPLC associated with a Waters Micromass ZQ
mass spectrometer.

2.2.1. HPLC conditions

The same HPLC method was used on both LC-MS device. HPLC
was carried out on 20 pL sample according to a method commonly
used for microcystins analysis in water (Kondo et al., 1992; Harada
et al., 1999). Solid phase consisted in a C18 reverse phase column
(Phenomenex Synergi 4 Hydro-RP 80A) with a 35 °C thermoregu-
lation. Elution was performed thanks to a gradient of water and
acetonitrile acidified with 0.1% formic acid.

2.2.2. The LTQ-Orbitrap mass spectrometer

The LTQ-Orbitrap mass spectrometer with Xcalibur data han-
dling software is a suitable tool for identification of unknown prod-
ucts (Peterman and Duczak, 2006) providing a resolution m/Am of
6 x 10* when m is equal to 400. The LTQ-Orbitrap was used in or-
der to detect MCLR by-products searching ions with a mass/charge
ratio (m(z) in the range 100-1500. To do so, after HPLC, compounds
were ionised by positive electrospray (source: 4.41kV and
2.83 pA) which prevents their fragmentation. Each ion with a m/z
in the range 100-1500 was accumulated in the C-trap before enter-
ing the Orbitrap where their rotation around the central electrode
was recorded and converted to mass spectra thanks to Fourier
transformed.

The LTQ-Orbitrap was also used to sustain MCLR by-products
identity performing tandem mass spectrometry (MS?) experiments
with the collision induced dissociation mode. Molecular ions of by-
products were submitted to helium atoms bombardment with col-
lision energy of 22%, considering the normalized scale 0-400. Then,
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Fig. 1. Structure of microcystin-LR.
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generated daughter ions were detected by the low resolution mass
spectrometer of the linear ion trap.

2.2.3. The waters micromass Z(Q mass spectrometer

Micromass ZQ from Waters is a simple quadrupole mass spec-
trometer used with Masslynx data handling software in order to
monitor and quantify MCLR and its by-products as a function of
chlorine exposure. Compounds were ionised at 130 °C by positive
electrospray (3.25 kV and 60V, respectively, for capillary and cone
voltage). Only molecular ions of MCLR as well as its by-products
were selected for mass detection and quantification was performed
considering the area of the corresponding chromatographical peak.

2.3. UV-spectrometry

A spectrophotometer Perkin Elmer Lambda 20 with a 10 mm
quartz cell pathlength and a scan speed of 1920 nm min~"' was
used to measure the absorbance in the range 200-400 nm before
and during the experiments. The maximum reached at 240 nm
which is characteristic of microcystins (Tsuji et al., 1997) was used
to check the initial toxin concentration and monitor it while chlo-
rination was running. Area of all spectra recorded along the reac-
tion were normalized in order to observe isobestic points,
implying that a qualitative conservation occurs (Pouét et al.,
2004; Thomas and Cerda, 2007) during chlorination according to
Eq. (1)

XIMCLRJ, + (A, + B[B]; -+ 7[C); + -+ =1 (1)

where A, B, C are by-products; x, «, 8, v are constants; and i is the
reaction time.

24. Chlorination of MCLR

Anticipating difficulties to provide accurate identification of
MCLR chlorination by-products in surface water due to interfer-
ences with NOM, the reaction was undertaken in high purity water
spiked with 20 mg L~' MCLR from the stock solution. The initial
concentration of toxin was checked using UV spectrophotometry
rather than LC-MS because this is a suitable method for such MCLR
level which provides immediate results. Afterwards, the working
solution was placed in darkness at 20 °C so as to avoid any photo-
degradation phenomenon. Then, chlorination was performed from
0 to 60 min adding the volume of hypochlorous acid stock solution
needed to ensure a molar ratio [chlorine]/[toxin] equal to 20.

During chlorination, the reaction has been monitored periodi-
cally up to 60 min through the measurement of free and total chlo-
rine concentrations, the acquisition of UV spectra, and LC-MS
determination of MCLR and its by-products. For LC-MS analysis,
residual free chlorine was reduced adding sodium nitrite 10% in
molar excess.

2.5. Monitoring free and total chlorine concentration

After different contact time with chlorine, samples of the react-
ing mixture were treated with one packet of “DPD free chlorine re-
agent” or “DPD total chlorine reagent”. Then, respectively, for free
and total chlorine the absorbance at 510 nm was measured imme-
diately and after 2 min delay using the same device than for UV-
spectrometry, and obtained results were reported on a calibration
curve.

2.6. Identification and monitering of chlorination by-preducts and
MCLR

Chlorination by-products were observed examining m/z re-
corded in the range 100-1500 by the LTQ-Orbitrap. Based on m/z

accuracy, each compound observed is related to a chemical for-
mula hypothesis. Then, a relative mass error expressed in ppm is
calculated, a result lower than 5 ppm being considered as an
acceptable value (Makarov et al., 2006).

Chemical formula propositions were then sustained by two dif-
ferent ways, (i) their consistency with daughter ions formed during
MS? analysis and, (ii) agreement between theoretical and experi-
mental isotopic massifs.

The relative concentration of by-products was monitored using
the Micromass ZQ mass spectrometer as described before. When
different isomers were formed for one by-product, areas of their
respective signal were added and treated as a unique compound.
Without available standards for by-products quantification, results
were expressed as relative concentration, i.e. the percentage of the
maximum area value reached during the reaction.

3. Results

3.1. Study of the chlorination reaction through consumption of
reactants

3.1.1. Consumption of chlorine

Chlorine consumption by MCLR was analyzed through the evo-
lution of both chlorine demand and combined chlorine. The first
one (expressed in mol mal™!) represents the amount of free chlo-
rine consumed per one mol of toxin as a function of time. The sec-
ond one represents the amount of labile chlorine inveolved in
mineral or organic structures and is determined by making the
subtraction between total and free chlorine in solution.

MCLR has a chlorine demand of 12.6 mol mol~! completed
within half an hour. As illustrated on Fig. 2a, free chlorine is mainly
consumed during the first 15 min of the reaction. At that time each
mol of toxin has reacted with about 10 mol of disinfectant. Then,
chlorine consumption decreases progressively until 30 min expo-
sure, when the reaction is completed.

Chlorination of MCLR induces formation of combined chlorine.
This one is immediately produced after reactants mixing, and
reaches a maximum after 10 min contact time. Fig. 2b shows that
combined chlorine is gradually degraded until 60 min, when reac-
tion monitoring stopped.

3.1.2. Consumption of MCLR

LC-MS results show that concentration of MCLR quickly de-
creases after chlorine addition. Indeed, within 2 min exposure only
5% of the initial concentration is measured. Then, after half an hour
contact time more than 99.9% of MCLR is transformed.

Ultraviolet spectrum monitoring also shows that MCLR is
promptly modified when submitted to chlorination. As illustrared
on Fig. 2¢, the maximum of absorbance at 240 nm immediately de-
creases and reach 40-20% of its initial value after 0.5 and 2 min
exposure. Notice that free chlorine in solution has no influence
on previous results because sodium hypochlorite has an absor-
bance close to 0 at 240 nm (Spinelli et al., 2007).

3.2. Investigation of chlorination by-products

One first element concerning by-products can be obtained from
the UV spectra in Fig. 2c. The presence of isobestic points indicates
that the quality of the mixture is globally conserved, or in other
words that chlorination of MCLR can be considered as a simple
reaction giving various absorbing by-products in mixture {Pouét
et al, 2004; Thomas and Cerda, 2007).

For by-products study, the reaction had to be stopped after dif-
ferent contact time. The slight excess of sodium nitrite employed
may have also reduced a part of the combined chlorine observed,
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Fig. 2. Evolution of microcystin-LR chlorine demand (A); combined chlorine (B);
and mixture normalized UV spectra after 0; 0.5; 1; 1.5; 2.5; and 60 min of chlorine
exposure, in decreasing order of absorbance at 240 nm (C).

and therefore some by-products would have been observed and
identified in their reduced form.

3.2.1. Identification of reaction by-products

Chlorination by-products are observed on several chromato-
grams (Fig. 3). From m{z ratios, six different by-products and their
isomers can be identified: dihydroxy-microcystin, monochloro-hy-
droxy-microcystin, monochloro-microcystin, monochloro-dihy-
droxy-microcystin, dichloro-dihydroxy-microcystin and trichloro-
hydroxy-microcystin.

In accordance with data found in literature, MCLR chlorination
quickly leads to the production of the CyoH76N10014 compound
called dihydroxy-microcystin {Tsuji et al., 1997). Eight isomers of
this by-product are detected (Fig. 3a) with the characteristic m/z
ratio 1029.560, and a relative mass error of 2 ppm (Table 1). In

addition, MS? experiments reveal 2 daughter ions: m/z 1011 and
993, respectively, attributed to a loss of 1 and 2 H;0. Such frag-
mentation is consistent with the fixation of both OH moieties on
the conjugated diene as reported in previous studies (Tsuji et al.,
1997; Lawton and Robertson, 1999). Furthermore, assuming the
conjugated diene is responsible of the maximum in absorbance
of MCLR at 240 nm (Tsuji et al., 1997), the alteration of Adda amino
acid (see Fig. 1) to form dihydroxy-microcystin is also in agreement
with the evolution of UV spectrum observed in Fig 2c. Moreover,
the identity of dihydroxy-microcystin is also sustained by the con-
cordance between experimental and theoretical isotopic massif
(Fig. 4).

Monochloro-microcystin associated with the chemical formula
CagH73N10042C] cannot be distinguished from the previous by-
product with the Micromass ZQ mass spectrometer (Fig. 3a). But,
using the LTQ-Orbitrap technology three isomers characterized
by the m/z ratio 1029.516 are identified. As presented in Table 1
this represents a relative mass error of 2 ppm. Sustained by a
34 m/z difference with the initial toxin, this second reaction prod-
uct should be formed by the substitution of one hydrogen atom by
a chlorine atom. Then, according to MS? experiments, two daugh-
ter ions are formed: m/z 993 and 859. These ones are, respectively,
attributed to the loss of HCl lonely or along with a well known part
of the Adda moiety (Diehnelt et al., 2005; Cong et al., 2006). Such
observations also tend to confirm the presence of a chlorine atom
on the considered compound. In addition, the concordance be-
tween theoretical and experimental isotopic massif is another
way to confirm the presence of monochloro-microcystin.

All the five different compounds (Fig. 3b) are characterized by
their m/z ratio equal to 1047.526 and are identified as isomers of
monochloro-hydroxy-microcystin. As for the other by-products
their mass spectra only reveals the molecular ion with, respec-
tively, 1 and 2 positive charge. Then, considering the chemical for-
mula CagH75N15015C1 the associated relative mass error is 2 ppm
(Table 1). Such reaction products may be formed by the loss of
one double bond fixing one chlorine atom and one hydroxyl group.
Then, MS? experiments lead to the formation of 3 daughter ions:
mfz 1029, 1011 and 993. Each one is, respectively, attributed to
the loss of H,O, HCI, or both at the same time, which corroborate
the hypothesis mentioned above. As for previous by-products the-
oretical and experimental isotopic massifs are also similar.

Numerous isomers of monochloro-dihydroxy-microcystin with
the characteristic m/z ratio 1063.521 are observed (Fig. 3¢). Consid-
ering the chemical formula C4oH75N140,4Cl a relative mass error of
2 ppm is calculated (Table 1). These chlorination by-products may
be the combination of monochloro-microcystin and dihydroxy-
microcystin. By confirming the presence of a chlorine atom and
two hydroxyl moieties, MS* experiments tend to sustain this
hypothesis. In addition experimental isotopic massifs are consis-
tent with theory.

With the Micromass ZQ mass spectrometer, dichloro-dihy-
droxy-microcystin and its 7 isomers are observed (Fig. 3d) for a
mfz ratio 1079. However, the LTQ-Orbitrap analysis reveals a
molecular ion with a characteristic m/z 1097.481. Considering
the chemical formula C49H74N19014Cl5, Table 1 indicates a relative
mass error of 3 ppm. These different isomers may be formed by the
substitution of 2 hydrogen atoms by 2 chlorine atoms on the iden-
tified dihydroxy-microcystin. MS? experiments seem to sustain
this hypothesis showing the presence of one chlorine atom and
two hydroxyl moieties on the structured considered. Moreover,
experimental isotopic massifs correspond to theoretical ones.

The last reaction product is trichloro-hydroxy-microcystin and
its 6 isomers (Fig. 3e) with a characteristic m/z ratio 1115.448. Con-
sidering a chemical formula C49H73N0043Cl3 the calculated mass
error is 2 ppm (Table 1). This chlorination by-product should be
formed by the substitution of 2 hydrogen atoms by 2 chlorine
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Fig. 3. Chromatograms of chlorinated microcystin-LR by-products: dihydroxy-microcystin (A left); monochloro-microcystin (A right); monochloro-hydroxy-microcystin (B):
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spectrometer,

Table 1
Characteristics of MCLR and reaction products.

Compound Proposed formula Theoretical m/z ratio® Experimental m/z ratio” Mass error (ppm)
Microcystin-LR CasHyaNi6015 9955565902 995.555 2
Dihydroxy-microcystin CagH76N10014 1029.5620694 1029.560 2
Monochlore-microcystin CyoH73N1004:C1 10295176179 1029.516 2
Monochloro-hydroxy-microcystin C4oH75M190;5€1 1047.5281825 1047.526 2
Monochloro-dihydroxy-microcystin CaoH75N10014C1 1063.5230971 1063.521 2
Dichloro-dihydroxy-microcystin CaoH74N16014Cl5 1097.4841248 1097.481 3
Trichloro-hydroxy-microcystin CagH73N10013Cly 1115.4502379 1115.448 2

2 Calculated using data from Audi and Wapstra (1995), considering only significant digits.
b Considering only significant digits provided by the LTQ-Orbitrap mass spectrometer.

100 1029 560
801
\Q'E 3
8 E
2 501 1030.563
(3]
&
= |
=
g E
o 407
2
E E
[} E
C 5] 1031 566
F A 1032.569
03— , : ; . . : L .
10295 10305 10315 1032.5
miz

Fig. 4. Comparison of the theoretical isotopic massif of dihydroxy-microcystin
(vertical lines) with the experimental one (chromatographical peaks).

atoms on the previously identified monochloro-hydroxy-microcy-
stin. Nevertheless, no additional information to sustain this
hypothesis is obtained from MS? experiments because no daughter
ion clearly appears from mass spectra noise. However, as for all
other products identified, the experimental isotopic massif is in
agreement with theory.

3.2.2. Evolution of reaction by-products

When monitoring the evolution of chlorination by-products as a
function of exposure time, four different profiles are observed
(Fig. 5). The first one includes three compounds quickly produced
within 1 or 2 min contact time then progressively degraded: dihy-
droxy-microcystin, monochloro-hydroxy-microcystin and mono-
chloro-microcystin. The second profile is represented by
dichloro-dihydroxy-microcystin which is regularly formed during
the first 30 min of chlorine exposure before reaching a constant
concentration until 60 min. Monochloro-dihydroxy-microcystin
produced during the first min with a stable concentration after-
wards constitutes the third profile. The last one is associated with
trichloro-hydroxy-microcystin which is gradually formed within
the first 10 min of the reaction and then regularly degraded. So,

253



ANNEXE Il : MS identification of microcystin-LR ohhation by-products

S. Merel et al. fChemosphere 74 (2009) 832-839 837
< Dihydroxy-microcystin Monochloro-microcystin
o
S 1004
[
€
o]

Q

c

3 50+

o

=

®

7]

r QO=e

£ MonochIoro-hydroxy-microcystin| ‘ Dichloro-dihydroxy-microcystin

c

© 1004

5

@ .

Q

5 504 .,

Q

]

2

ks

& 04e

g Monochloro-dihydroxy-microcystin | | Trichloro-hydroxy-microcystin

5 1004 ° o

g T

= .

o]

Q

5 504

Q

)

=

®

[T

D: T J L) L J T T
0 20 40 600 20 40 60

Contact time (min)

Contact time (min)
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100%).

considering Fig. 5, dihydroxy-chlorinated forms appear to be more
stable than the others. As a consequence, dichloro-dihydroxy-
microcystin and monochloro-dihydroxy-microcystin seems to be
final by-products.

By-products identified unfortunately explain only a part of the
fate of the initial microcystin during chlorination. Indeed, assum-
ing than one mol of by-product is approximately characterized
on chromatograms by the same area than one mol of MCLR, by-
products signal show that dihydroxy-microcystin, monochloro-
microcystin and monochloro-hydroxy-microcystin are the most
abundant compounds but at their maximum they represent only
around 15%, 5%, and 5% of the initial MCLR. In the same way, each
one of the other by-products identified represents about 1% of the
initial MCLR. As part of by-products are not stable, at the end of
chlorination the sum of their area on corresponding chromato-
grams represents around 5% of the area of the initial MCLR.

4. Discussion
4.1. Monitoring consumption of reactants

First, in accordance with previous studies {Nicholson et al.,
1994; Newcombe and Nicholson, 2004) results show that concen-
tration of MCLR efficiently decreases during chlerination (giving
several intermediates and by-products) but half an hour is neces-
sary to complete the chlorine demand of the toxin. In addition,
experimental chlorine demand of MCLR (12.6 mol mol™" after
30 min) is consistent with the theoretical value determined as ex-
plained below. Chlorine demand of a peptide can be assessed using
the following two steps method (Hureiki et al., 1994). During the

first step, chlorine demand of all elementary amino acids involved
in the peptide composition should be added. Then, the second step
consists in subtracting 2 for each peptide bond of the structure
considered because these ones are resistant to chlorination (Hur-
eiki et al., 1994). Applying this method and assuming that the Adda
moiety reacts with 4 mol of chlorine (because of the conjugated
diene), MCLR would have a subsequent chlorine demand of
14 mol mol~'. This agreement between experimental and theoret-
ical data would tend to prove that, as expected, peptides bonds
may not be a target for chlorine. Therefore, such sites may not be
considered for a potential microcystin fragmentation during chlo-
rination process, which is in accordance with by-products identi-
fied in this study.

Actually, the arginine moiety can be considered as the principal
reactive site. Indeed, free arginine has a chlorine demand of
8 mol mol~?, or 6 mol mol~! when incorporated in a peptide (Hur-
eiki et al., 1994). In other words, arginine may be responsible for
half the chlorine demand of MCLR. In fact, this amino acid concen-
trates many N-H bonds and double bonds that are highly reactive
with chlorine.

4.2. Identification of reaction by-products

This paper identifies four new by-products of MCLR and brings
new elements concerning two other ones already described. On the
one hand, four new isomers of the already known dihydroxy-micr-
ocystin (Tsuji et al., 1997; Lawton and Robertson, 1999) are ob-
served, probably related to a higher molar ratio [chlorine]/[toxin]
used in this work (up to 10 times higher). On the other hand, the
improvement of analytical characteristics (more accurate m/z mea-
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surement) shows that the monochloro-hydroxy-microcystin struc-
ture is more probable than the hydrated form of dihydroxy-micro-
cystin for m/z ratio 1047 proposed by Kull et al. (2004).

Considering by-products observed in the present study, degra-
dation pathways of MCLR by chlorine are proposed in Fig. 6. With
the addition of chlorine, MCLR would be transformed immedi-
ately into three forms: monochloro-hydroxy-microcystin, dihy-
droxy-microcystin, and monochloro-microcystin. After that,
monochloro-hydroxy-microcystin would be transformed into
trichloro-hydroxy-microcystin whereas chlorine would react on
dihydroxy-microcystin and monochloro-microcystin in order
to form monochloro-dihydroxy-microcystin. Then, the latest
by-product would further react to give dichloro-dihydroxy-
microcystin.

After chlorination the relative concentration of by-products
identified correspond to only a part of the initial MCLR concentra-
tion, meanwhile 99.9% is transformed within 60 min. There could
be three explanations for this. First, sodium nitrite used to stop
chlorination also reacts with by-products, leaving intact only the
small part of them observed in this study. Indeed, further tests
have shown that sodium nitrite has a quantitative effect on the
analysis, lowering the amount of chlorinated compounds detected.
Thus, by-products may be partially reduced by the quenching
agent. Next explanation would be analyzing mass spectrometry
data from LTQ-Orbitrap (m/z in the range 100-1500) by successive
windows of 10 m/z may be the origin of a loss in sensibility and
consequently some products may have been occulted. Then, last
explanation would be the chromatographic column is adapted for
MCLR but nevertheless some other degradation by-products (the
polarest ones) may not be retained and could not be observed. To-

tal organic carbon (TOC) and chloride ions monitoring would be
another way to obtain elements concerning the fate of both chlo-
rine and MCLR. However, considering that in our experimental
conditions, methanol from MCLR stock solution represents more
than 99% of TOC, monitoring this parameter is not suitable. In
the same way, chloride monitoring is not relevant because of chlo-
ride addition through bleach solution and hydrochloric acid for pH
adjustment. Thus, chloride concentration increase due to MCLR
chlorination would not be detected.

Finally nuclear magnetic resonance experiments could be car-
ried out to confirm developed chemical formula of by-products
but the low quantity available for each by-product is a strong lim-
itation (Tsuji et al., 1997).

4.3. Consequences for drinking water disinfection and sanitary control

Practically, 20 pgL™! of MCLR (1000 times lower than in the
present work) in drinking water before disinfection process would
represent a high level of contamination and chlorination usually
leads to 0.5 mg L™ of free chlorine residual. Under such bad condi-
rions chlorine residual only would provide a [chlorine]|/[MCLR] mo-
lar ratio equal to 350. Therefore, assuming that MCLR does not
react with more than about 12 mol of chlorine, by-products identi-
fied in this work should be expected in a practical situation. In this
condition, the large excess of chlorine allows the chlorine demand
of both NOM and MCLR to be satisfied.

For sanitary control analysis, it should be taken into account
that water has been chlorinated prior to distribution to the con-
sumer. Consequently, quenching chlorine after sampling must be
considered. In the future, chlorination by-products should be
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considered for cyanotoxins monitoring for the improvement of
drinking water sanitary control.

5. Concluding remarks

In conclusion, chlorination efficiently reduces the concentration
of MCLR providing a molar ratio [chlorine|/[toxin] equal to 20.
However, 30 min are required to complete the reaction and the ini-
tial toxin is not eliminated but transformed into a mixture of by-
products. Using the LTQ-Orbitrap technology, four new compounds
have been identified by a body of evidence: monochloro-microcy-
stin, monochloro-dihydroxy-microcystin, dichloro-dihydroxy-
micro-cystin, and trichloro-hydroxy-microcystin. In addition, the
precision on m/z measurement by the same technology also al-
lowed the attribution of a more appropriate identity to a product
already observed, the monochloro-hydroxy-microcystin. Then four
new isomers of the already characterized dihydroxy-microcystin
were revealed.

However, as the fate of the toxin has not totally been elucidated,
further research shall be undertaken to complete the MCLR chlori-
nation knowledge. There is also a need to assess toxicity of chlori-
nation by-products and proceed the same way with other drinking
water disinfection processes such as UV irradiation or ozonation.
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Abstract

In temperate countries, the occurrence of cyanebattblooms threatens drinking
water resources. Consequently, cyanotoxins areasangly considered in water treatment,
and their reaction with chlorine used to disinfdahking water is particularly investigated.
This study presents new elements for further unaeding of cylindrospermopsin
chlorination, considering the evolution of mixtut®/ spectrum and monitoring reactants
consumption along with the formation of reactiongucts. On the one hand, the evolution of
mixture UV spectrum indicated that cylindrospermopgas quickly transformed at least into
one intermediate by-product. On the other hand,levimass spectrometry experiments
revealed that cylindrospermopsin was almost totalipsformed within 5 min, chlorine was
consumed up to 20 min after the beginning of tteetien with a rate of 5 mol moltoxin.
Then, LC-MS analysis gave rise to the formatiornaatird cylindrospermopsin residue in
addition to 5-chloro-cylindrospermopsin and cyliosipermopsic acid previously identified.
Thanks to the accurate mass measurement providdeeldyT Q-Orbitrap mass spectrometer,
this new and ultimate chlorination by-product wassigned the chemical formula
Ci13H18N4O7S.
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1. Introduction

In temperate countries, the occurrence of algagscim surface water is a growing
environmental and public health concern. In addjtidimate change and anthropic pressure
may enhance its frequency and magnitude (Dale gt 24106; Paul, 2008). Among
microorganisms forming blooms, cyanobacteria aréiquaarly considered, as some of them
can produce harmful metabolites called cyanotoxtiras have been associated with various
intoxications worldwide (Edwards et al., 1992; Metzal., 1997; Kuiper-Goodman et al.,
1999; Griffiths and Saker, 2003).

Cyanotoxins include a wide range of compounds, siscbylindrospermopsin (CYL)
mainly produced byCylindrospermopsis raciborskand mostly reported in Australia (Saker
et al., 1999; Griffiths and Saker, 2003; Fristaahi Sinclair, 2008; Stewart et al., 2008), New
Zealand (Stirling and Quilliam, 2001) and Thailg@harmichael et al., 2001; Li et al., 2001).
Although CYL has often been considered as a tropasan, recent studies have identified its
occurrence in temperate countries, like Germangt(fea et al., 2003; Rucker et al., 2007;
Wiedner et al., 2008) and France (Bernard et @D32Brient et al., 2009). This 415 Da toxin
encloses a tricyclic guanidine unit and a uraciletyowhich could be the origin of its toxicity
(Banker et al., 2001). CYL primarily affects thedr (Bernard et al., 2003) inhibiting protein
synthesis, which leads to cell death (Froscio ¢t2803; Metcalf et al., 2004; Froscio et al.,
2008), but other effects like tumour initiation &ewn too (Falconer and Humpage, 2001).

Humans are potentially exposed to cyanotoxins tnadrinking water produced from
contaminated resources. For example, the most farmoaxication by CYL, known as the
Palm Island mystery disease, occurred in 1979 imPsland, northern Queensland, Australia
(Byth, 1980; Bourke et al., 1983; Griffiths and 8gk2003). The algicidal treatment of a
dense cyanobacterial bloom in the water supplyhefarea led to CYL release, and some days
later, over 100 children suffering from gastroeititerattributed to contaminated drinking
water consumption were admitted to the local haspi€onsequently, CYL has to be
carefully considered in water treatment, and a gjind of 1 ug L' for maximum
concentration in drinking water has been propostarpage and Falconer, 2003).

Chlorination is a common process to disinfect drngkwater whose effect on
cyanotoxins has been particularly investigated (6& al., 2005; Ho et al., 2006; Xagoraraki
et al., 2006; Rodriguez et al., 2007a; Rodrigueal.et2008; Merel et al., 2009). Although
CYL has not been extensively studied, chlorinatieeis shown to provide efficient toxin

transformation, and 2 by-products were identifieskchloro-cylindrospermopsin and
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cylindrospermopsic acid (Banker et al., 2001; S&s@erham et al., 2003; Rodriguez et al.,
2007b). However, considering that CYL has variobsnsical functions potentially reactive
with chlorine, such as amine moieties, the curstaiie of knowledge on chlorination may not
explain the entire reaction mechanism.

The present study aims to complement previous relses on CYL chlorination,
considering the reaction through the evolutiontdbane forms, combining conventional LC-
MS analysis with UV spectrophotometry, and seekmiglentify new toxin residues.

2. Materials and methods
2.1. Reactants

Standard toxin (containing both CYL presented ig.H and its isomer 7-epiCYL
which differs only by the orientation of the hydybxjroup close to uracil moiety) with more
than 95% purity isolated frorylindrospermopsis raciborskivas purchased from Alexis
BiochemicalsA 60 puM stock solution was prepared making soluiié g glassy solid toxin
in 4 mL high-purity water before storage in darlgas-20°C.
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Figure 1: Structure and UV spectrum of the cyanotoin cylindrospermopsin.

Chlorine stock solution was prepared diluting a pwrcial bleach solution to 1/50 in
high-purity water to obtain approximately 15 mM,CIhen, 0.01 M hydrochloric acid was
added to adjust pH to 7, and the mixture was storethrkness at 4°C for 7 days. The exact
chlorine concentration was determined through sudihiosulfate titration only a few
minutes before each experiment.

Sodium nitrite used to stop chlorination througgekchlorine reduction was purchased
from Merck and a 20 mM solution was prepared inhipgrity water before storage in
darkness at 4°C. Diethyl-p-phenylen-diamin (DPDgduso monitor chlorine concentration
was purchased from Permachem Reagents in packéBR® free chlorine reagent” and

“‘DPD total chlorine reagent”, respectively for fremnd total chlorine measurement.
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Acetonitrile at HPLC grade and over 98% pure ammoniacetate for HPLC were

respectively purchased from SDS and Merck.

2.2. LC-MS analysis

Two equipments were used in order to perform LC-Bi&lysis, i) a Finnigan
surveyor HPLC system with a LTQ-Orbitrap mass gspaceter from Thermo Electron
Corporation for by-products identification and, &) Waters alliance 2695 HPLC device

associated with a Waters Micromass ZQ mass speetesrfor by-products monitoring.

2.2.1. HPLC conditions

The same HPLC method was used on both LC-MS dekiP&C was carried out on
50 pL sample according to the principle of hydrdiphinteraction (Kovalova et al., 2009), a
suitable method to separate highly polar compouiids CYL (Chiswell et al., 1999).
Samples for analysis were injected on a MODULO-CABR STRATEGY 5 HILIC SI 250
X 2 mm column purchased from Interchrom. Column gerature was set at 40 °C and
elution was performed using a 0.2 mL fhimobile phase consisting in 80% acetonitrile and

20% water with 10 mM ammonium acetate.

2.2.2. The Thermo Electron LTQ-Orbitrap mass spectometer

The LTQ-Orbitrap mass spectrometer with Xcalibutadaandling software is a
suitable tool for identification of unknown prods¢Peterman and Duczak, 2006) providing a
resolution mAm of 6x1¢ when m is equal to 400. The LTQ-Orbitrap was usedrder to
detect CYL by-products searching ions with a massige ratio (m/z) in the range 60-650.
Compounds were ionised by positive electrosprayrgs 4.5 kV and 100 pA) which
prevents their fragmentation. Each ion with a m/thie range 60-650 was accumulated in the
C-trap before entering the Orbitrap where its fomtaround the central electrode was
recorded and converted to mass spectra thanksuteeFtransformed.

The LTQ-Orbitrap was also used to sustain MC-LRpbyducts identity performing
tandem mass spectrometry (MS?) experiments wittCiblésion Induced Dissociation mode.
Molecular ions of by-products were submitted toiumal atoms bombardment with collision
energy of 25%, considering the normalized scal®®@-4hen, generated daughter ions were

detected by the low resolution mass spectromettreolinear ion trap.
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2.2.3. The Waters Micromass ZQ mass spectrometer

Micromass ZQ from Waters is a simple quadrupole stgsectrometer used with
Masslynx data handling software in order to monaod quantify CYL and its by-products as
a function of chlorine exposure. Compounds wergsamhat 130 °C by positive electrospray
(3.25 kV and 40 V respectively for capillary andheovoltage). Only molecular ions were
selected for mass detection of CYL and its by-potsluThen, quantification was performed
considering the area of the corresponding chromaptucal peak.

2.3. UV spectrophotometry
2.3.1. UV spectra acquisition and calculation of Cl concentration

UV spectra in the range 200-400 nm were acquirec déterkin Elmer Lambda 20
UV-visible spectrophotometer using a 10 mm quaett gathlength and a scan speed set at
1920 nm mift. As illustrated in Fig. 1, CYL has a charactecidiV spectrum with a typical
maximum absorbance at 262 nm (Sano et al., 2008hwivas used to calculate toxin
concentration according to Eq. 1.

p = (Azs2* 10% / (e * d) (1)
Where p, Az € and d are, respectively: CYL concentration (exggdsin uM),
absorbance at 262 nm (expressed in au), CYL mdisorativity (9 800 M cmi*) and cell

optical pathlength (expressed in cm).

2.3.2. UV spectra handling

UV spectra were handled using UV WinLab 5.2.0.8afe from Perkin Elmer. The
first step consisted in subtracting the contributad sodium hypochlorite from all UV spectra
recorded along the reaction. Then, these ones wsdaid, in order to show a potential
Isosbestic point (various UV spectra crossing togetat the same wavelength form a
characteristic spot called isobestic point) indiggtthat mass conservation can be assumed.
Finally respective areas of UV spectra were nomzedlito observe the appearance of hidden
isobestic points (Pouét et al., 2004; Thomas amdla&Z€007). These ones appear only after
normalization of UV spectra and indicate that alitptaze conservation of the sample during
the reaction can be assumed, according to Eq. 2.
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alCpj +BICgi +yICqj +...=1 (2)
WhereCai, Cgj andCg; are the concentrations of products A, B and @adttion timd, anda,
S andy do not depend on reaction time.

2.4. Chlorination experiments

Anticipating difficulties to accurately determiné&/C chlorine demand and to identify
reaction products in a complex matrix, chlorinatexperiments were undertaken in high-
purity water spiked with 20-25 uM toxin (suitablencentration for the reaction to be
monitored by UV spectrophotometry, and for by-praduto be detected by mass
spectrometry). The initial CYL concentration wascked by UV spectrophotometry prior
chlorine addition, and the mixture was placed irkdass at 20 °C to avoid photodegradation
of the toxin. Then, the necessary volume of chiemtock solution was added to ensure a
molar ratio [chlorine]/[CYL] equal to 10.

Afterwards, CYL chlorination was observed up to 60n through the regular
acquisition of mixture UV spectrum and measurenoérghlorine concentration. In addition,
the reacting solution was regularly sampled for MS-determination of CYL and its by-
products. However, in order to stop the reactionlf6-MS analysis, free chlorine residual
was reduced into chloride ions by addition of sadiitrite 10% in molar excess at sampling

time.

2.5. Monitoring free and total chlorine concentraton

The reacting mixture was periodically sampled, afiduots were treated with the
packets of “DPD free chlorine reagent” and “DPDatathlorine reagent”. Using the same
device than for UV spectrophotometry, the absorbaicc10 nm was measured immediately
and after 2 min delay, respectively for free anltchlorine. Then, chlorine concentration

was obtained from a calibration curve.

2.6. ldentification and monitoring of CYL by-products

Chlorination by-products were initially observed ahe LTQ-Orbitrap mass
spectrometer through examination of m/z recorddatienrange 60-650. Based on the accurate
m/z measurement, each compound observed was dssosiath a chemical formula
hypothesis. Then, a relative mass error expresspdm was calculated, a result lower than 5

ppm being considered as an acceptable value (Maledral., 2006).
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Chemical formula propositions were then sustaibgdtwo different ways, i) the
agreement between theoretical and experimentapgomassifs and, ii) the consistency with
daughter ions formed during MS? analysis.

The relative concentration of CYL and its by-protuwas monitored using the
Micromass ZQ mass spectrometer as described b@faredetection limit for CYL being 7
nm). When 2 isomers were observed, areas of tespective signal were added and treated
as a unique compound. However, since no standamisantify by-products were available, it
was assumed that one mol of by-product is appraeipaharacterized on chromatograms by
the same area than one mol of CYL. Then, resulte wepressed as the molar fraction of the

initial toxin, i.e. the percentage of CYL area be thromatogram prior chlorination.

3. Results
CYL chlorination has been considered through tlag@roachesevolution of mixture

UV spectrum, reactants consumption, and MS ideatifon of by-products.

3.1. Reaction monitoring through UV spectrophotomety
3.1.1. Evolution of UV spectra shape

Examination of UV spectra shape while running dhlmiion reveals the
disappearance of the maximum absorbance at 262 munttee appearance of another
maximum absorbance at 305 nm, as illustrated in Zag On the one hand, the decrease in
absorbance at 262 nm occurs very quickly after mgixieactants, which indicates that CYL
should be quickly transformed when mixed with cimler Indeed, the absorbance at 262 nm
declines from 0.253 a.u. initially to 0.097 a.u.lyowithin 1 min contact time, and then
decreases slowly to reach 0.071 a.u.

On the other hand, reacting mixture absorbance0&tr8n strongly increases after
mixing CYL with chlorine, and then goes down pragigely suggesting the occurrence of an
intermediate reaction product. In fact, the absecbaat such wavelength initially rises from
0.027 a.u. to 0.179 a.u. within 30 s contact tiame] declines after 10 min to 0.049 a.u. Then,
no further evolution is observed until the endezation monitoring.
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Figure 2: (A) Evolution of normalized UV spectra afer 0 min (doted spectrum); 1; 2; 5; 10; and 60 mimf
chlorine exposure, by decreasing absorbance valuas305 nm. (B) Evolution of cylindrospermopsin

chlorine demand and combined chlorine.

3.1.2. Isobestic points

Regarding CYL chlorination, no direct isobestic miei can be observed when
overlaying raw UV spectra taken after different temh time. Nevertheless, all spectra
converge close to 380 nm but without crossing togretwhich suggests the existence of at
least one hidden isobestic point. In fact, whemradizing spectra area, 2 hidden isobestic
points clearly appear as shown in Fig. 2a. The éine occurs at 269 nm while the second one
occurs at 332 nm. However, it can be noticed thatinitial UV spectrum corresponding to
pure CYL mixture does not go through any of thenmonsequently, no qualitative
conservation occurs when chlorinating the initiMLCsolution and it can be assumed that
toxin chlorination undergoes a complex pathway. Ewesv, further chlorination of CYL by-
products can be considered as a simple reactidn quéalitative conservation of the sample
leading to a mixture containing several absorbimgpounds (Pouét et al., 2004; Thomas and
Cerda, 2007).

266



3.2. Reactants consumption
3.2.1. Chlorine consumption

Chlorine consumption by CYL was analyzed takingoimiccount total and free
chlorine, but results were converted into the etofuof both chlorine demand and combined
chlorine. The former represents the amount of ¢tderine consumed per one mol of toxin as
a function of time and is expressed in mol thoThe latter is determined making the
subtraction between total and free chlorine in sofuand represents the amount of labile
chlorine involved in mineral or organic structures.

On the one hand, CYL has a chlorine demand of ®Bmol* completed within 20
min. However, chlorine is mainly consumed during fitst 10 min of the reaction. At that
time, each mol of toxin has reacted with about 4 ofooxidant, as illustrated in Fig. 2b.
Then, another mol of chlorine is consumed until @ contact time, when the reaction
seems to be completed.

On the other hand, reaction of CYL with chlorineluges formation of combined
chlorine. As illustrated in Fig. 2b, combined clih@ occurs immediately after mixing the
reactants and reaches a maximum after 5 min cotmaet This value corresponding to 1 mol
of chlorine fixed per mol of initial CYL remains adtle up to 60 min, when reaction

monitoring was stopped.

3.2.2. CYL consumption

In accordance with results of previous studies ¢8ks et al., 2000; Banker et al.,
2001; Rodriguez et al., 2007b), LC-MS analysis datks that CYL and its isomer are
efficiently and quickly transformed when mixed withlorine. For instance, only 11% and
0.9% of the initial toxin remain in solution, resgigely, after 1 and 5 min contact time with
chlorine. Then, after 60 min contact time (the eavfdreaction monitoring), the toxin
transformation reaches more than 99.9%.

In addition, LC-MS results also indicate that chiation follows a first order reaction
regarding CYL. In the present experimental condiia 3.4x18 s* pseudo first order kinetic
constant has been calculated (Rz = 0.999), whiclgoissistent with data published by
Rodriguez et al. (2007b).

3.3. Examination of reaction by-products
As presented in Fig. 3, chlorination of CYL andigsmer leads to the formation of 3

by-products, including 1 that has not been pre\oreported.
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3.3.1. MS characterization of CYL residues

In accordance with data found in literature, CYlocimation leads to the production
of the GsH20NsO;SCI compound called 5-chloro-cylindrospermopsin.shswn in Fig. 3b, 2
iIsomers (one for each isomer of the initial CYL)tbis toxin residue are identified with the
characteristic m/z ratios 450.084 and a relativessmarror of 2 ppm (Table 1). This
chlorination by-product, firstly identified by Baeket al. (2001) when treating CYL with a
molar ratio [chlorine]/[CYL] equal to 1, should lermed by substitution of a hydrogen atom
by a chlorine atom on the uracil moiety, as illagtd in Fig. 4. The examination of 5-chloro-
cylindrospermopsin isotopic massif in mass spectisiim accordance with this theory, the
greater abundance of [M+2+HJion with respect to [M+1+H] ion corroborating the
incorporation of a chlorine atom in the chemicalsture. In addition MS2 experiments on
[M+H]" ion also reveals a daughter ion at m/z 274.2baitied to the loss of a fragment

containing the uracil moiety and a chlorine atom.
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Figure 3: Chromatograms of cylindrospermopsin (A) ad its by-products: 5-chloro-cylindrospermopsin
(B); cylindrospermopsic acid (C); new characterizedesidue (D) at different contact time by Micromass

ZQ mass spectrometer.
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Table 1: Molecular ions of cylindrospermopsin and clorination by-products

Theoretical [Experimental
_ ) ) Mass errof
Compound Chemical formulp  m/z ratié m/z ratid ( )
m
([M+H]" ion) | ([M+H] " ion) PP
Cylindrospermopsin cH21Ns0,S 416.1239929 416.124 <1
5-chloro-cylindrospermopsin CisH2oNsO;SCI | 450.0850206 450.084 2
Cylindrospermopsic acid 1eH19N30;S 350.1021949 350.101 3
New unnamed by-product 18H18N4O7S 375.0974439 375.097 1

Calculated using data from Audi and Wapstra (198&)sidering only significant digits

Considering only significant digits provided by th&€Q-Orbitrap mass spectrometer

Cylindrospermopsic acid, previously identified byr&er et al. (2001), associated
with the chemical formula GH19N3O7S is also observed (Fig. 3c) through its charastieri
m/z 350.101 and a relative mass error of 3 ppm|€Tap As for the previous compound, 2
iIsomers occur. This CYL residue should be formedfinyher chlorination of 5-chloro-
cylindrospermopsin, fragmenting the uracil moietyl deaving a carboxylic acid function, as
illustrated in Fig. 4. The identity of cylindrospeopsic acid is also sustained by the
concordance between the theoretical isotopic masgifthe experimental one observed on
mass spectrum. However, MS2 experiments on [M-iéf} do not provide much more details
on the chemical structure of the compound sincg @nllaughter ions are observed: [M+H-
SO;]* and [M+H-SQ-H,0]".

The third CYL residue (Fig. 3d) characterized Isynit/z ratio equal to 375.097 has not
been previously reported in literature. Considertogin composition and accurate m/z
measurement provided by the LTQ-Orbitrap, this &L by-product can be related to the
chemical formula @H1sN4O;S with a relative mass error of only 1 ppm (Tabje The
examination of the isotopic massif on mass specfiifign 5) sustains that no chlorine atom
can be incorporated in the compound formula sioce[M+2+H] ion is almost negligible
towards [M+HJ. In addition, experimental data are in agreemeith theoretical ones.
However, as presented in Fig. 5, MS2 experimentBvbrH] * ion do not provide much more
details on the chemical structure of the toxindesisince only 2 daughter ions are observed:
[M+H-SO5]" and [M+H-SQ-H,0]".
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ANNEXE Il : Identification of a new cylindrosperpsian chlorination by-product
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3.3.2. Evolution of CYL residues

Monitoring CYL by-products as a function of chlaaiton time reveals 2 evolution
profiles showing the occurrence of an intermediat@pound and 2 ultimate residues.

On the one hand, 5-chloro-cylindrospermopsin isntdt immediately after mixing
CYL with chlorine and reaches a maximum concerdratwithin 1 min contact time. Then,
this intermediate compound undergoes further toansdtion. Indeed, its concentration
quickly decreases after 2 min contact time and lkas 4% remains after half an hour, as
presented in Fig. 4. In addition, LC-MS experimenisdicate that 5-chloro-
cylindrospermopsin transformation follows a firster reaction. In the present experimental
conditions a 2.8xI0s™ pseudo first order kinetic constant has been &tled (R? = 0.998),
which is consistent with data published by Rodrigetal. (2007b).

On the other hand, cylindrospermopsic acid and ribe by-product identified
(C13H18N4O;S) are ultimate CYL residues with the same evotupoofile illustrated in Fig. 4.
Both of them are formed almost immediately aftee theginning of the reaction. Their
concentration increase progressively until a maxmms reached after 15 min contact time,
and then remain stable up to 60 min chlorine exygstime when reaction monitoring is
stopped. However, when cylindrospermopsic acidirea@bout 20% of the initial CYL, the

new by-product is limited to 15%.

4. Discussion
4.1. Examination of UV spectra set

This study provides a new approach to monitor Chlognation through examination
of mixture UV spectrum evolution. Although this lasethod is less specific and sensible
than LC-MS analysis, it provides useful and comg@atary results. Overlaying UV spectra
and searching for isobestic points (direct or hiddéer normalization) indicates that CYL
undergoes chlorination so that neither mass nolitgtiae conservation of the initial sample
occur. However, examination of UV spectra shows tmce CYL is totally transformed, its
by-products undergo further chlorination througlsimple process for which a qualitative
conservation of the mixture can be assumed.

Since the contribution of chlorine has been subtthédrom each UV spectrum, the
maximum absorbance at 305 nm cannot be attribotéidet oxidant, and therefore should be
assigned to an intermediate by-product (the maximiegcreasing with contact time).

However, it cannot be attributed to 5-chloro-cytimgpermopsin whose maximum absorbance
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occurs at 277 nm (Banker et al., 2001; Rodrigue.e2007b) when detected by diode array
detector coupled with LC-MS. Then, a potential exjition for this maximum absorbance at
305 nm may be the formation of a non-polar interiatedthat had not been detected with the
current chromatographic conditions (hydrophilicenaiction chromatography being designed
to separate highly polar molecules).

In addition, once a chemical reaction is well cbhtgazed and UV spectra of each
reactants and by-products are available in spéibtiay, UV spectrophotometry can provide
an accurate monitoring of each compound (Roig et28l03). Therefore, once cyanotoxins
chlorination will be completely elucidated, UV spephotometry could be developed (with
on line concentration) for in-situ monitoring ofasyotoxins and by-products during drinking

water treatment.

4.2. Monitoring consumption of reactants

First, in accordance with previous studies (Sergteal., 2000; Banker et al., 2001,
Rodriguez et al., 2007a; Rodriguez et al., 200@s)llts presented in this article show that
CYL concentration efficiently decreases during cinlation, and 20 min are required to
complete the chlorine demand of the toxin. Howetteg, consumption of 5 mol of chlorine
per mol of CYL may not exactly correspond to bygarots previously characterized and one
should consider that all the toxin residues areidentified. For example, since amines are
highly reactive with chlorine and form chloramirtbsough substitution reaction (Alouini and
Seux, 1987; Hureiki et al., 1994; Deborde and vamtén, 2008; Merel et al., 2009), N-H
bonds constituting CYL structure may also be a mitdé target of chlorination. Besides,
formation of combined chlorine and its constantasgriration up to 60 min contact time tends
to sustain this hypothesis. Nevertheless, the catognaphic conditions used in this study are

not adapted to such compounds that therefore cmilde observed.

4.3. Monitoring chlorination by-products

Similarly to previous studies (Banker et al., 20@Enogles-Derham et al., 2003;
Rodriguez et al., 2007b), chlorination of CYL leatts the formation of 5-chloro-
cylindrospermosin and cylindrospermopsic which d#n reliably monitored by LC-MS
through their molecular ions, respectively m/z 45@nd 350.1 (Table 1). However, the
present work gives rise to the occurrence of a hgsproduct. Therefore, Fig. 6 proposes a
new tentative chlorination pathway for CYL. As miened in previous studies (Banker et al.,
2001; Senogles-Derham et al.,, 2003; Rodriguez et 24l07b), the formation of the
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intermediate 5-chloro-cylindrospermopsin would be first chlorination step. Then, this one
should be transformed into 2 ultimate toxin resglube new characterized by-product and
cylindrospermopsic acid, both of them having a Emgvolution profile.

Nevertheless, by-products identified in this reskaeem to explain partly the fate of
initial CYL during chlorination. Indeed, assumindhat one mol of by-product is
approximately characterized on chromatograms bys#mee area than one mol of CYL, at its
maximum 5-chloro-cylindrospermopsin represents amtyund 35% of the initial CYL (Fig.
4). In the same way, at their maximum cylindrospmpsic acid and the new by-product
represent, respectively, around 20% and 15% ofirhl toxin. Consequently, this last
observation sustains the previous hypothesis aggpréb which other potential CYL
chlorination residues may have not been observeith Wie current chromatographic

conditions.

Cylindrospermopsin
C15H21N507S
(100%)

l

5-chloro-cylindrospermopsin

C;5H,0N;0,SCI
(35%)
Cylindrospermopsic New unnamed
acid by-product
C12H19N307S C13H18N4()7S
(20%) (15%)

Figure 6: Chlorination degradation pathway (tentative) for cylindrospermopsin with expected molar

fraction (expressed as percentage of the initial kin).

4.4. Consequences for drinking water treatment

In practical terms, 20 nM of CYL (1000 times lowtan in the present work) in
drinking water prior disinfection would represent hegh level of contamination, and
chlorination typically leads to 0.5 mg*L(about 7 pM) of free chlorine residual. Considgrin
such unfavorable conditions, only chlorine residuabuld provide a molar ratio
[chlorine)/[CYL] equal to 350. Therefore, assumitgit CYL reacts with 5 mol of chlorine,

drinking water disinfection by chlorine could eféatly transform the toxin even in highly
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contaminated raw water. Thus, 5-chloro-cylindrospmwsin, cylindrospermopsic acid and the
new characterized by-product are susceptible taroct treatment plant along with other
potential CYL by-products. Then, in order to impeosirinking water sanitary control and
protect consumers’ health, not only the widespregahotoxin microcystin-LR should be
monitored in drinking water, but also CYL and itgfroducts. Therefore, additional studies
focusing on analytical development should be umdert to provide a cost-effective
simultaneous monitoring of various cyanotoxins dmeir by-products. In addition, further
investigation should be carried out on chemical todcological characterization of CYL

chlorination by-products.

5. Conclusions

Chlorination efficiently reduces CYL concentratiand should represent a potential
remedial measure in drinking water treatment. Iddealy 5 mol of chlorine are required to
complete the reaction in approximately 20 min. Thie@-MS and UV spectrophotometry
provide an accurate reaction monitoring and complary results indicating that CYL may
not be totally eliminated but transformed into axtmie of by-product. Using the LTQ-
Orbitrap technology, a new ultimate toxin residues fbeen characterized and included into
CYL chlorination pathway. However, chlorination pyeducts identified may represent only
a part of the fate of the initial toxin. Therefoferther research should be undertaken to better
explain CYL chlorination from a chemical and a tmibgical point of view. In the same way,
it is also necessary to study the fate of CYL atietiocyanotoxins when using different water

disinfection processes, such as ozonation or LAdiation.
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RESUME

La présence de prolifération de cyanobactérieesttaxines associées dans les eaux
de surface utilisées pour la production d’eau detabt une problématique de santé publique
majeure car plusieurs cas d’intoxication ont étgpaatés. Il s’avere donc nécessaire de
comprendre le comportement des cyanotoxines audssitfilieres de traitement d’eau et en
particulier vis-a-vis de la chloration, procédédisinfection le plus répandu en France. Les
travaux réalisés au cours de cette these portentasthloration de la cyanotoxine la plus
commune et dune cyanotoxine émergente en Eurofg :microcystine-LR et la
cylindrospermopsine. La réaction du chlore aveddases a été caractérisée et divers sous-
produits ont été identifiés grace a la spectrophétde ultraviolet et la spectrométrie de
masse a haute résolution. Des tests réalisés qactarieVibrio fischeriet sur des cellules

Caco-2 ont ensuite permis de vérifier 'impact @elloration sur la toxicité du milieu.

SUMMARY

With climate change and anthropic pressure, theiroeace of cyanobacteria blooms
and the related toxins in surface water used talywe drinking water is a growing public
health concern since various intoxications havenbeported worldwide. In order to protect
consumers’ health, cyanotoxins behaviour towardssital processes like disinfection by
chlorine should be examined. The present studysiiyeted chlorination of a common
cyanotoxin and an emerging one: microcystin-LR aytindrospermopsin. The reaction
between chlorine and toxins was characterized amibws by-products were identified
through ultraviolet spectrophotometry and high heson mass spectrometry. Then tests
performed on bacteri&ibrio fischeriand on Caco-2 cells allowed to assess the effect o

chlorination on mixture toxicity.
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