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Impact des systemes de traitement du lisier dans le transfert des perturbateurs endocriniens et des antibiotiques vers
I'environnement nature

L'épandage agricole du lisier porcin permet la fertilisation des sols et la valorisation du lisier. Cependant, ce dernier contient divers
composés qui peuvent impacter négativement les organismes vivants. Parmi ces composés, on retrouve les hormones stéroides
produites naturellement par les animaux ainsi que les antibiotiques utilisés pour lutter contre les infections microbiennes. Une fois
transférés dans I’'environnement, ces composés peuvent provoquer des altérations des fonctions de reproduction des organismes
supérieurs ou la sélection de phénomenes de résistance chez les microorganismes du sol.

Les travaux réalisés ont pour objectif d'évaluer la dégradation des composés antibiotiques et perturbateurs endocriniens au
travers des filieres de gestion de lisiers porcins. Pour cela, nous avons analysé les hormones (GC/MS) et les antibiotiques
(LC/MS/MS) dans deux modes de gestion des effluents porcins utilisés en France : la fosse de stockage et la filiere de traitement
biologique par boues activées. Egalement, I'abondance des entérobactéries présentant des antibiorésistances dans ces systémes a
été déterminée. Nos résultats montrent que, comparé a la fosse de stockage, la filiere qui inclue un traitement aérobie apparait
comme une solution efficace pour limiter la dissémination des polluants chimiques et biologiques dans I'environnement via les
pratiques d’épandage.

Impact of swine manure treatment systems on the transfer of endocrine disrupters and antibiotics to the natural environment

Swine manure is generally disposed on agricultural soils as a fertilizer. However, these wastes contain different compounds that
may have a negative effect on living organisms. Between these compounds, it is possible to find steroid estrogens, naturally
produced by animals, as well as antibiotics, used for microbial disease control. In the environment, these compounds may alter
reproductive functions in animals or the selection of microbial resistant organisms in soils microflore.

The objective of this study was to assess the degradation of antibiotics and endocrine disrupting compounds through different
swine waste treatment facilities. For that, we have analysed steroid hormones (GC/MS) and antibiotics (LC/MS/MS) in the two
different types of swine waste treatment processes used in France: the storage pit and the biological treatment by activated
sludge. Simultaneously, we have determined the abundance of enterobacteria showing antibiotic resistance in these systems. Our
results showed that, compared to the storage pits, the systems including biological aerobic treatment were more efficient to limit
the dispersion of chemical and biological contaminants to the environment via manure spreading practices.
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INTRODUCTION

Pendant la derniere décennie, la détection fréquente de
composés pharmaceutiques et de perturbateurs endocriniens
dans I’environnement a suscité une grande préoccupation
scientifigue et publique. En effet, ces micropolluants
présentent un risque écotoxicologique envers les organismes
vivants qui n’est pas complétement évalué.

Les rejets issus de |'élevage sont une source avérée de
composés perturbateurs endocriniens et d’antibiotiques pour
I'environnement. Les animaux d’élevage produisent des
qguantités non négligeables d’hormones, particulierement
estradiol, estriol et estrone (Langue et al., 2002). Ces
molécules présentent un tres haut pouvoir cestrogénique et
des concentrations de l'ordre du ng/L sont suffisantes pour
induire des troubles de la reproduction chez diverses espéces
de poissons et d’autres organismes aquatiques (Desbrow et
al., 1998). Egalement, dans les exploitations agricoles, des
composés pharmaceutiques, principalement des antibiotiques,
sont régulierement utilisés afin d’améliorer I'état sanitaire des
animaux, notamment en post sevrage. Ces composés et/ou
leurs métabolites se retrouvent dans les déjections animales
qui sont traditionnellement utilisées dans I'agriculture pour
enrichir les sols en nutriments (C, N, P). A travers |'épandage
des déchets agricoles, les hormones et les composés
pharmaceutiques sont ainsi dispersés dans les sols et peuvent
donc contaminer a la fois notre environnement aquatique et
édaphique. Par exemple, les hormones présentes dans les
eaux de surface proches des rejets de stations d’épuration
urbaines sont responsables de la féminisation de certaines
especes de poissons (Routledge et al., 1998). De méme, la
persistance des antibiotiques dans les eaux sélectionne des
micro-organismes résistants aux antibiotiques (Kemper, 2008).

En Europe, la France est le troisieme producteur de viande
porcine. Ainsi, 28 millions de tonnes du lisier traité ou non sont
épandus sur le sol frangais chaque année.

L'augmentation des capacités d'accueil et la concentration des
exploitations agricoles dans certaines régions posent un
probleme de gestion d’effluents. Ainsi, pour satisfaire a la
réglementation (Directive nitrate européenne 91/676/CEE) de
nombreux élevages traitent leurs effluents a I'aide de procédés
biologiques d'épuration (Levasseur et Lemaire, 2006). Ces
systémes permettent I'abattement de 70% de lI'azote et
I'exportation de jusqu'a 80% du phosphore des effluents hors
des zones sensibles (Béline et al, 2003). lls permettent
également une réduction des concentrations en germes
pathogénes (Pourcher et al., 2008). Cependant, a ce jour, ils
n'ont pas été testés pour leur capacité a éliminer les
micropolluants émergeants tels que les hormones stéroides ou
les composés pharmaceutiques. Les objectifs de cette étude
sont d’évaluer les flux des composés ocestrogéniques et
pharmaceutiques issus des déchets d’élevage dans deux
systemes de gestion du lisier porcin : la fosse de stockage non
agitée et la filiere de traitement biologique par boues activées
et de déterminer I'abondance des entérobactéries présentant
des antibiorésistances dans ces systémes.

1. MATERIEL ET METHODES
Sites Etudiés. Les prélevements de lisier ont été effectués dans

6 élevages naisseur-engraisseur bretons de 150 a 300 truies.
Pour trois élevages, les lisiers sont stockés dans des fosses sans
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agitation durant quatre a six mois avant épandage (gestion
type 1, par fosse de stockage). Pour les trois autres élevages, le
lisier subit une premiere phase de séparation mécanique puis
la phase liquide est traitée par un réacteur d’aération
séquentiel (traitement de I'azote) suivi d'un ouvrage de
décantation du lisier aéré qui permet un stockage séparé des
boues (fosse a boues) et de la phase liquide issue du
traitement (lagune) (gestion type 2, par traitement
biologique). Les lisiers bruts ont été prélevés au niveau des
batiments d'élevage et correspondent a un temps de stockage
en préfosse de moins d’un mois. Les lisiers stockés ont été
prélevés mensuellement pendant 5 mois dans les fosses de
stockage aprés un brassage de 15 a 30 min a l'aide d'un
homogénéisateur résident. Pour les filieres de traitement
biologique, les lisiers bruts et les boues activées ont été
homogénéisés 20 a 30 min. Pour les boues stockées et les
lagunes, quatre préléevements ont été effectués en 4 zones
différentes pour obtenir un échantillon représentatif.

Pour I'analyse chimique, les échantillons liquides sont séparés
des fractions solides par centrifugation (2 fois, 17 700 g,
20 min) dans un délai de 12h puis filtration (0,7um) dans un
délai maximum de 48h et conservés a -20°C. Les résultats
présentés ici ne concernent que les phases liquides des lisiers,
les phases solides étant toujours en cours d'analyse.

Analyse des Hormones. Les composés analysés sont : estrone
(E1), 17a-estradiol (E2a), 17B-estradiol (E2B), estriol (E3),
progestérone (Pg) et testostérone (T). Les hormones
conjuguées, qui sont les formes d’excrétion présentes dans les
urines, ont également été déterminées. Dans les échantillons
liquides le pH est ajusté entre 3 et 5 et additionné de
standards internes deutérés. L’extraction des hormones se fait
par extraction en phase solide (SPE) avec des cartouches
OASIS-HLB (Waters). L'élution des hormones conjuguées et
libres se fait successivement, grace a un mélange MeOH/eau
80:20 et TEA 5mM puis du MeOH 100%. La fraction conjuguée
est déconjuguée successivement par hydrolyse chimique et
enzymatique. Les hormones déconjuguées sont extraites a
nouveau grace a une étape de SPE sur cartouches OASIS-HLB.
Les fractions libres et déconjuguées sont finalement purifiées
sur colonnes LC-NH2 (Supelco). Le dosage des hormones se fait
en chromatographie gazeuse (Perkin Elmer, Auto System XL)
couplée a de la spectrométrie de masse (Perkin Elmer, Turbo
Mass Gold). La colonne utilisée est Elite 5MS (Perkin Elmer,
30m x 0,25mm, 0,25um) (Labadie et Budzinski, 2006 ; Muller
etal., 2008).

Analyse des antibiotiques. 52 antibiotiques sont analysés par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
en tandem (LC/MS/MS). Le pH des échantillons est ajusté a
7 et 2 mL d'une solution concentrée d'EDTA sont ajoutés
(10 mM final) puis 30 pL d'une solution mélange d'étalon
interne. Les antibiotiques sont extraits par SPE sur des
cartouches Oasis HLB (Waters). Les extraits sont repris dans
300 pL d'un mélange 90/10 eau/ACN, correspondant au départ
du gradient chromatographique. Les composés sont analysés
par LC/MS/MS. Le spectrométre de masse est le triple
quadrupole  6410A de chez Agilent. La chaine
chromatographique est une chaine 1200 de chez Agilent sur
laquelle est montée une colonne SB-Zorbax Cis (5 ou 10 cm ;
2,1imm de diametre interne et de 1,8 um de porosité)

Antibiorésistance. La présence de germes résistants aux
antibiotiques a été évaluée par le dénombrement des
Enterobacteriaceae qui font parti de la flore commensale des
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porcs. Dans un premier temps, les concentrations
d'antibiotique nécessaires a I'inhibition de la croissance des
Enterobacteriaceae ont été déterminées a partir d'un lisier de
porcs non traités par antibiothérapie. Une concentration
inhibitrice a ainsi été déterminée. Le dénombrement des
Enterobacteriaceae totales et résistantes a été obtenu par
étalement de différentes dilutions des échantillons sur milieu
sélectif sans ou avec 3 concentrations différentes
d'antibiotique encadrant la concentration inhibitrice mesurée
précédemment. La présence d'Enterobacteriaceae résistantes
a la ciprofloxacine (0,03 ; 0,06 et 0,125 mg/L), a l'acide
nalidixique (4 ; 8 et 16 mg/L) et a la tétracycline (32 ; 64 et 128
mg/L) a été recherchée pour 3 élevages et dans 4 matrices
correspondant aux lisiers bruts, aux boues activées, aux boues
stockées en fosse et aux eaux de lagunes issues du traitement.

Pour chaque antibiotique, chaque concentration testée et
chaque matrice, le pourcentage de bactéries résistantes a été
estimé en comparant le nombre de bactéries présentes sur le
milieu VRBG (nombre total) au nombre de bactéries présentes
sur le milieu VRBG additionné d'antibiotique (nombre ATB).

% bactéries résistantes = 100 x (nb ATB)/(nb total)

Chaque dénombrement étant réalisé en duplicat, le
pourcentage moyen de bactéries résistantes correspond a la
moyenne des deux pourcentages obtenus pour chaque
duplicat.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Devenir des Hormones. Les concentrations totales en
hormones mesurées dans la fraction liquide des lisiers bruts
prélevés sur deux élevages différents et sur trois mois
successifs (Figure 1) varient entre 3 000ng/L et 3 500ng/L.

ng/L | sl
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. BE2 8%5%

E1
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1000 |-

Total El aE2 E3 T

BE2
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Figure 1. Concentrations en hormones mesurées dans la
fraction liquide du lisier brut d'un batiment de post sevrage.
Les résultats sont reportés pour trois dates de prélevement
(s1): 8 juillet 2008, (s2): 28 juillet 2008 et (s3): 27 aodt 2008.

Les composés majoritairement et régulierement présents sont
E1l, aE2 et E3. La présence de BE2, T et Pg est trés aléatoire
selon la date de prélevement et les concentrations relevées
sont faibles. Ces lisiers ont été prélevés dans les préfosses des
batiments de post-sevrage et d’engraissement. La
testostérone (hormone male sécrétée principalement dans les
testicules) et la progestérone (sécrétée par les femelles
gestantes) ne sont donc que trés faiblement représentées. La
contribution de la fraction conjuguée est extrémement
variable en fonction de la date de prélévement.

Dans les lisiers stockés, les concentrations en hormones
totales relevées pour 2 élevages et sur les trois dates de
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prélevement varient entre 3 000ng/L et 6 000ng/L (Figure 2),
avec une tendance a la concentration par comparaison avec le
Lisier Brut. BE2, T et Pg sont des composés marginaux sur les
deux sites.

ng/L
s2
6000 -s1
E1
E3 T Ay ,<4’<-1E 9%
4000
2000

El o E2 E3 T

Total

Figure 2. Concentrations en hormones dans la fraction liquide
du lisier stocké d'un élevage naisseur engraisseur. Les résultats
sont reportés pour trois dates de prélevement (s1): 8 juillet
2008, (s2): 28 juillet 2008 et (s3): 27 aodt 2008.

Dans la filiere de traitement biologique, les concentrations en
hormones diminuent fortement aprés le bassin aérobie et lors

Lisier Brut Bassin aérobie Lagune
Composé
ng/L ng/L ng/L

El 3750 26 LD
E2 35 11 LD
E3 3827 18 3

Elc 16 LD LD
E2c LD LD LD
E3c 366 5 LD

du lagunage (Tableau 1).

Tableau 1 : Concentrations des hormones mesurées dans la
filiere de traitement biologique des lisiers.

Devenir des antibiotiques. D’un point de vu qualitatif, sur les
23 ou 52 molécules recherchées dans les lisiers issus des
filieres simples de traitement, 16 ont été détectées. Il s’agit de
la spiramycine, de la tylosine, de la lincomycine, de la
marbofloxacine, de I'acide oxolinique, de la fluméquine, de la
tétracycline, de I'oxytétracycline, de la sulfadiazine, de la
sulfadiméthoxine, de la sulfanilamide, de la sulfaméthazine, de
la sulfamérazine, du triméthoprime, du monensine et de la
chlortétracycline mais avec un doute sur 'identification de ce
dernier. Sur ces 16 composés, 3 sont détectés et quantifiés
dans chacun des échantillons ou ils ont été recherchés.
L’oxytétracycline, la lincomycine et la sulfadiazine sont donc
présents dans 100% des cas. Quatre autres molécules, sont
également identifiées dans plus de 50% des cas, il s’agit de la
tétracycline, de la tylosine, du monensine et de Ia
marbofloxacine. Les huit derniers composés sont retrouvés de
fagon occasionnelle dans les échantillons.

D’'un point de vu quantitatif, si l'on s’attache aux
concentrations mesurées dans les lisiers stockés qui
représentent les valeurs les plus pertinentes d’un point de vu
environnemental puisque ce sont ces lisiers qui sont épandus,
on constate (Figure 3) que ce sont les 3 molécules les plus
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fréquentes qui sont aussi les plus abondantes. Ces composés
sont présents a des concentrations moyennes, sur I’'ensemble
des dates de prélévement, proches ou supérieures a la dizaine
de microgrammes par litre. Les autres molécules sont toutes
dosées a des concentrations inférieures a 500 ng/L.

comparaison des concentrations sur I'ensemble des dates de
le pour des identifi

pr

200 500 CIspiramycine

180 500 - mtylosine

160 500 -| Bllincomycine
EImarbofloxacine
[Eacide oxdinique
@fluméquine
mEtétracycline
moxytétracycline
mchlortétracycline
msulfadiazine
[Esulfadiméthoxine

140 500 4
120 500 -
100 500 H
80 500 -
60 500 ~
40 500
20500

500 - .
[@sulfamérazine

Esulfaméthazine
B sulfanilamide

450

400 +
350 +

concentration moyenne (ng/L)

Bltriméthoprime
300 N
EImonensine
250 4
200
150 -

100 4

Ls2

site de prélevement
Figure 3 : Comparaison de I'abondance moyenne des
antibiotiques détectés dans les lisiers stockés de trois élevages
naisseurs engraisseurs sur 5 mois consécutifs

Enfin, I'intérét du dosage a la fois du lisier brut et du lisier
stocké est de voir si le stockage du lisier permet de diminuer
les concentrations en antibiotiques avant épandage. Sur
I’ensemble du suivi, en faisant une moyenne sur toutes les
dates de préléevement et tous les composés détectés, il
semblerait que le stockage du lisier permet de réduire la
concentration en antibiotiques (Figures 4 et 5).

mlB1 @ls1

800 000
700 000
600 000
500 000
400 000

.L—lEL =1

300 000
200 000
100 000
08/07/08 28/07/08 28/08/08 30/09/08 04/1108

date de prélévement
Figure 4. Suivi saisonnier des concentrations moyennes en
antibiotiques des lisiers bruts et stockés prélevés sur le site 1.

mlB2 plS2

100 000
80000 4
60000 4
40000
20000 4

04

08/07/08 28/07/08 28/08/08 30/09/08 04/11/08

date de prélévement

Figure 5. Suivi saisonnier des concentrations moyennes en
antibiotiques des lisiers bruts et stockés prélevés sur le site 2.

Cependant, des mesures sont en cours pour déterminer si
cette diminution est liée a une dégradation des composés dans
la fosse de stockage ou a une dilution d’un lisier brut
particulierement chargé en antibiotiques par I'apport d’autre
lisier moins chargé lors du brassage dans la fosse.

294

Des expériences complémentaires en réacteur de laboratoire,
sous conditions controlées, nous permettront de répondre a
cette question.

En ce qui concerne les filieres de traitement biologique du
lisier, entre le lisier brut et les eaux prélevées dans la lagune,
les concentrations en antibiotiques diminuent fortement
(Tableau 2) a I'exception de I'oxytétracycline dont Ila
décroissance est n'est pas marquée. Ceci peut étre du a des
changement de répartition de la molécules entre les phases
solide, particulaire et dissoute au cours des différents
processus de traitement ou a des phénomeénes d'effet
matriciel qui empéchent une bonne quantification dans les
lisiers brut plus fortement chargé en matiere organique.

Tableau 2 : Concentrations de certains antibiotiques (ng/L)

dans les filieres de traitement biologique des lisiers (LB : lisier
brut ; BA : boue activée ; BE : boue d’épandage : Lag : lagune).

Site 1 LB BA BE Lag
Lincomycine 162 965 21228 9 641 118
Sulfadiazine 5279 247 850 321
Oxytétracycline 773 1822 1185 530

Site 2 LB BA BE Lag
Lincomycine 239 926 41223 92 848 892
Sulfadiazine 1407 25 123 55
Oxytétracycline 1159 5341 351 1529

Antibiorésistance. La concentration moyenne en

entérobactéries dans les lisiers bruts, les boues activées ou
stockées et les lagunes des trois élevages possédant une filiere
de traitement biologique a été estimée & : LB, 2,9 + 0,9 x 10*
germes/g ; Boues activées ou stockées, 1,4 + 0,7 x 10°
germes/g et lagune 18 * 21 germes/g. La proportion de
bactéries résistantes aux antibiotiques dans ces effluents est
significativement plus élevée que celle observée dans le lisier
brut "test" de porcs n'ayant pas subit d'antibiothérapie. A titre
d'exemple, pour la ciprofloxacine (0,125 mg/ L) et l'acide
nalidixique (8 mg/ L), aucune croissance bactérienne n'a été
observée pour le lisier "test", conduisant a des proportions de
bactéries résistantes inférieures a 0,1%.. Dans les mémes
conditions, le pourcentage de bactéries résistantes atteint 73%
pour les deux antibiotiques et les trois élevages étudiés (non
montré).

Concernant la filiere de traitement (Figure 6), alors que la
concentration en entérobactéries totales diminue d'une unité
logarithmique entre le lisier brut et les boues et qu'elle est
inférieure 3 10” bactéries/ mL dans les lagunes, le traitement
biologique et le stockage des boues ne semblent pas avoir
d'influence sur la proportion de bactéries résistantes aux
antibiotiques.

En revanche, la proportion de bactéries résistantes differe de
maniére importante d'un élevage a l'autre (Figure 6). Ainsi, si
I'on ne tient compte que des valeurs obtenues pour les
concentrations en antibiotiques les plus élevées, le
pourcentage de bactéries résistantes n'excede pas 4% dans les
effluents du premier élevage alors qu'il fluctue entre 19 et 74%
dans les effluents des deux autres élevages. Il est donc
possible que ces différences soient dues aux quantités
d'antibiotiques administrées aux animaux. Cette derniére
hypothése pourra étre confirmée par la mesure des
concentrations en antibiotiques dans les effluents des trois
élevages.
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Figure 6. Suivi de I'antibiorésistance dans la filiere de
traitement biologique de lisier.

CONCLUSIONS

Nos résultats montrent que pendant le stockage du lisier
porcin dans de fosses non-aérées, les hormones ne sont pas
éliminées, au contraire, on observe une augmentation de la
concentration totale mesurée dans la fraction liquide du lisier.

Des mesures complémentaires sur la fraction solide
(actuellement en cours) nous permettront de déterminer si

cette augmentation est due aux changements de répartition
entre les fractions liquide-solide du lisier. Concernant les
antibiotiques dans les fosses de stockage, nos résultats
montrent des résultats contradictoires : une diminution dans
la teneur des antibiotiques est observée dans le site 1, mais ce
comportement n’est pas confirmé dans le site 2. Une analyse
détaillée du devenir de chaque composé est nécessaire afin de
déterminer le devenir de ces composés.

Les résultats obtenus dans la filiere de traitement biologique
du lisier montre une claire diminution de la teneur en
hormones suite au traitement pas boues activées et une
diminution en antibiotique si on considére la filiere dans son
ensemble.

Néanmoins des mesures complémentaires, notamment de la
phase solide, sont nécessaires pour tenter d'expliquer
I'augmentation en antibiotique observée entre les lisiers issus
du traitement par boues activées et ceux issus de la fosse de
décantation.
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