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Micropolluants organiques dans les eaux urbaines

Nombre de substances enregistrées

(ECHA on 2020/04/07)
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Augmentation du nombre de substances disponibles +
changement de consommation (en particulier pour les
pharmaceutiques et biocides)




Differents types d’analyse
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Analyse ciblée

On sait ce qu’on cherche et
comment le trouver
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Differents types d’analyse

Bisphenol-A

HsC_  CHg

Pharmaceuticals

— Analyse en suspect

* On sait ce qu’on cherche

 Méthodes pas nécessairement
optimisées sur les composés /ab 05'72:

recherchés et étalons pas Sence CT/O/V
forcément disponibles /,Ore'
S@n
_ Ce/
» Différents niveaux de confiance
Molécule A sl |+ Scid |~ Sc2 | v Scad |+ V01 v VOlev| W02+ VO~

d-Amincantipyring
Acetaminophen
Aciclovi
Aténalal
Ataruastatin
Eezalibrate
Canrenone
Clopidagre!
Codeine
Dicyelani
Dowepin
Errcfloracine
- .
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Differents types d’analyse

. Analyse non-ciblée

* On ne chercherien a priori

 On essaie d’attribuer une
identité a ce qu’on détecte /DE/VT/F
7
e Différents niveaux de /O/V
confiance
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Niveaux de confiance

| Non-target HR-MS(/MS) Acquisition |

I
Target list | SUS,D[I?CT list | Peak 4 -, Increasing identification
picking .~ confidence

[ Peak picking or XICs ]

| “downgrading” with
Target Non-target ‘*-.,._} g. g .
, ) contradictory evidence
Screening Screening \_ )
' Level 1 Confirmed Structure
St,a : “-‘__».__ V’q;__ by reference standard
E S ERWN Level 2 Probable Structure
i ., "": by library/diagnostic evidence
i L 4 = .E_.}"-
i Start-" < i
v : "1:' i
L) T = E..
" i Z:% | Level 4 | Unequivocal Molecular Formula
Y \ v F insufficient structural evidence
— 3 = m py Calcul de formule brute
P, v 7 eve ass of Interest A . .
"""‘l-"Ll\... ."p
~—> Start multiple detection, trends, ... grace au massif isotopique

Schymanski et al, Environmental Science and Technology, 2014
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Niveaux de confiance : Attribution d'une formule brute

Ex : A m/z 300,0000 (+ 0,0006 m/z, soit une précision de 2 ppm)

d

o8 8858883888

# of sum formulae
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1ppm —@— 0.5ppm —g— 0.1 ppm —a— 0.05 ppm

100 formules brutes possibles !

Comment réduire ce nombre ?
Regles de covalence
Réduire le nombre d’hétéroatomes
Restreindre le nombre maximal de
chague atome




Niveaux de confiance

| Non-target HR-MS(/MS) Acquisition |

I
Target list | SUS,D[I?CT list | Peak 4 -, Increasing identification
picking .~ confidence

[ Peak picking or XICs ]

| “downgrading” with
Target Non-target e g. g .
, ) > contradictory evidence
Screening Screening \_ )
' Level 1 Confirmed Structure
St,a : “-‘__:.__ V’q;__ by reference standard
E S ERWN Level 2 Probable Structure
' *., w1 by library/diagnostic evidence
1 P
1 L 3 .:_."".
| ot -
' Start-+" < i . :
\ i Déduction de structure
% T = . A
" ' iif | Level 4 | Unequivocal Molecular Formula grace aux fragments
Y \ v F insufficient structural evidence
— 3 Calcul de formule brute
e DG T N Level 5 | Mass of Interest rice au massif isotobique
Start- multiple detection, trends, ... 8 P1q

Schymanski et al, Environmental Science and Technology, 2014
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Niveaux de confiance : Attribution d'une structure

Ex : C,,H,,N,0, (m/z = 267,16961)
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Niveaux de confiance

| Non-target HR-MS(/MS) Acquisition |

I
Target list | SUS,D[I?CT list | Peak 4 -, Increasing identification
picking .~ confidence

[ Peak picking or XICs ]

1 “downgrading” with
Target Non-target e g. g .
, ) > contradictory evidence
Screening Screening \_ V.
' Level 1 Confirmed Structure
St'art “-'_:._ V’q;__ by reference standard
; -
i & ¢ Level 2 Pro.bable .‘.?rrucrurl'a . Comparaison avec des
i B 1% by library/diagnostic evidence )
: S bases de données
H L 4 ) __::*. :
' Start-" < i , .
\ i Déduction de structure
% T -3 . A
" ' iif | Level 4 | Unequivocal Molecular Formula grace aux fragments
H"*--.. ',.\ Y insufficient structural evidence
—— 3 Calcul de formule brute
e DG T M 5 Level 5 | Mass of Interest rice au massif isotobique
Start- multiple detection, trends, ... 8 P1q

Schymanski et al, Environmental Science and Technology, 2014
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NIveaux de conflance : interrogation de bases

l'-'MOSS BG N k * Bases de données en ligne, alimentées

High Quality Mass Spectral Database | )
> 85 k spectres uniques par la communaute

 Différents types d’information (peut

PUb @ hem dépendre des librairies, ou des molécules

) dans une méme librairie)
> 11 M de composés
 Néecessaire de vérifier les conditions dans
lesquelles les données entrées dans la
librairie ont été obtenues

> 100 k composés




Niveaux de confiance : creation d'une librairie interne

Plus il y aura d’informations disponibles, plus I'identification sera facilitée et exacte

Formule brute

“'RT (0,2 min) \H/\N/\
o L
Structure
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Niveaux de confiance

| Non-target HR-MS(/MS) Acquisition |

I
Target list | SUS,D[I?CT list | Peak 4 -, Increasing identification
picking .~ confidence

[ Peak picking or XICs ]
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, ) contradictory evidence
Screening Screening \_ )
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Schymanski et al, Environmental Science and Technology, 2014
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Projet ANR JCJC WaterOmics + these 2018-2022

e Meéthodes non-ciblées
complexes et longues

(analyses HRMS)

e Composés
caractérisés

les plus polaires pas bien

 Traitement des micropolluants dans les
stations d’épuration en développement, mais
besoin de méthodes de caractérisation
chimigue (ex. métabolites, produits de
transformation) et écotoxicologique

WaterOmics

Financement : 272 k€ (JCJC)
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Task 1: analytical development

Développement de méthodes pour faciliter
la comparaison d’empreintes

Comparaison de méthodes d’analyse pour la
caractérisation de diverses fractions

Application des méthodes a différentes eaux
urbaines, dont des rejets de station
d’épuration soumis a différents procédés
d’oxydation

Task 2: data processing methods




Développement de méthodes analytiques

Echantillonnage —
° 1SR But : diviser
I’échantillon en
plusieurs fractions
T— ' ayan'Ej g?s prc;prletes
I’échantillon ) IUEEES

Test de différentes méthodes (x3)
et supports d’extraction (x8)

| ' OISIS HLB Cartridge

Analyse de
I’échantillon
Préparation et analyse de I'échantillon

avec utilisation de supports
« universels »

But : récupérer un
maximum
d’information sur

Traitement des

données
'extrait analysé pour

le caractériser

Wi ~Z '»
X [ el }

Rendu de
résultats A = |

Test de différentes colonnes de séparation
(x3) et analyseurs de masse (x2)
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Quelques resultats

Comparaison de méthodes de préparation
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Support « universel »

(,'b

Comparaison de colonnes de séparation

B uniques ESI+

B commons ESI+

omnipresents ESI+ Colonne « universelle »

Impossible de tout voir en routine
Important de savoir ce qui est potentiellement

analysable ou non par les méthodes choisies




Développement de méthodes pour le traitement de donneées

Echantillonnage

Préparation de
I’échantillon

Analyse de
I’échantillon

Traitement des

données

Rendu de
résultats
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Temps de rétention (min) Temps de dérive (ms) Spectres de masse (m/z) Intensité du
Séparation en fonction de  Séparation en fonction de Séparation en fonction de la signal
I’affinité chimique la taille et la forme masse

Set de données en 4D !

~ 20 000 pics / injection, soit 3-4 Go par injection
Chaque échantillon injecté en triplicat

=> Nécessité de prévoir un espace et une stratégie pour
le stockage des données

A e
) - a



Développement de méthodes pour le traitement de donneées

v

Prétraitement Priorisau.. Lave

de données signaux T Interpretation

Nécessité§l’établir une stratégie de priorisation |dentifications longues et comple es

Focus sir un nombre limité de signaux Nécessite de nombreuses étapes de werification
Quid du reste des signaux détectés ? Parfois impossible de confirmerA’identité

Evaluation de
I’évolution globale de
I’échantillon

Prise en compte de Caractérisation

I’'ensemble des signaux

globale
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Développement de méthodes pour le traitement de donnees

Caractérisation

globale
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marqueurs® Kendrick plot** Van Krevelen plot™**
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* NUrenberg et al., Water Research (2019)
** Sanchis et al., Water Research (2018)
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Quelques resultats

 Comparaison de différents logiciels et

algorithmes e
* Etablissement d’'une méthode rapide et . &

adaptée
 Mise en place d’'une application pour
automatiser les étapes de traitement

Kendrick plot

Distribution type

c18_replicate_1 c18 o3_replicate_1




Applications et perspectives




Exemple d’identification de molecules

Eaux usées traitées avant/apres désinfection (acide performique)

1000 S A
800 —-‘!l " Service public de I'assainissement francilien
5 ‘ \ % :
., 600 §
& PARIS 2024
400 ' %
200 Avant PFA Aprés PFA
Effectiveness 5887 3798 640
of Disinfecting
Wastewater Treatment
0 5 10 15 20 25

Plant Discharges

Retention Tirne (min)
V0.1-S_replicate_3

V0.1-d-S_replicate_3 Nombre de marqueurs

= . , détectés
Ouvrage IWA — désinfection des eaux usées

(SIAAP) — chapitre 4
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Exemple d’identification de molecules

OPLS-DA & s-plot : discrimination d’échantillons

Echantillons
Non-désinfectés

Scores colored by Group_1

Echantillons
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Exemple d’identification de molecules

Disinfected Retention time Formule
St m/z l . I pl1] iFit (%)
markers (min) brute

N-oxydes observées par
S w2 wm sy oo o Sl 08 ozonation (Merel et al. 2017)

251.17533_5.81 leocalne N-oxide
a8 251.17533 5.811 4.867 -0.0282 -0.643974 C,,H,,N,0, 87.46

= |dentification inédite en
324'(:5;?;7'86 324.04560 7.868 5.127 -0.0289 -0.630778 CofthgdI 59.34 W(\k déSinfECtion par PFA

2

324'243_’6:;7'99 324.04562 7.992 5.144 -0.0255 -0.623155 H
s 1 N
2e5
\H/\N/\ Expected mass : 235,1801
Mass error : 1,9ppm
411.25772 8.274 6.477 -0.0139 -0.609606 2505
Lidocaine
2e5
402.20091 9.557 6.373 -0.0081 -0.63989

Intensity [Counts]

1.5e5

Lidocaine N-oxide

1600001 5.86 H C|)_
N
+/\
so000 ] \H/\N Expected mass : 251,1740
o K Mass error : 1,9ppm

4.06

T
325
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|ldentification de mecanismes de dégradation

06/01/2022

Lidocaine P1, Lidocaine N-oxide Se m |‘q ua nt | f| Cat 1ON
m/z: 235.1810 (0.3 mDa), RT=4.4 min m/z: 251.1758 (0.4 mDa), RT=5.1 min
Hs —{} Lidocaine <O~ P1 —/—P2 —-P3
NH 7e+b 7e+3

lﬁ b =

o

5e+5 - - 5e+3 2

2 N

2 4e+5 - 4e+3 o

a 5

CHj 3 3e+5 - 3e+3 ©

o =

NH _CH 2e+5 1 > h2e+3 &

71/\ T e

i 1e45 AR L 1e+3 ®
My CHy 0 4 0

P2, Lidocaine-C2H4 (cleavage) P3, Lidocaine-C4H9N (cleavage)
m/z: 207.1491 (-0.1 mDa), RT=3.8 min m/z: 164.1065 (-0.1 mDa), RT=4.2 min

Lidocaine = 5 uM, pH7, phosphate buffer, PFA =5 mg/L

Maolida Nihemaiti, _
post-doc 20182019 JPEC | i

Connaissance - Action

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Reaction time (min)

11t Micropol
& Ecohazard
conference

Oct. 2019




Suivi de long terme des eaux usées

Obijectifs :

e Suivre I'évolution des eaux résiduaires
urbaines sur le long terme avec
comparaison de la fréquence
d’échantillonnage

* Comparaison Seine Centre / Seine Amont

* Acquérir une base de donnée HRMS

* Bancarisation d’échantillons (SIAAP)

06/01/2022
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Service public de I'assainissement francilien U PU R

Seine centre

. La Briche
Seine aval ==

‘ Seine Morée

Seine Grésillons
S ~ Clichy

Marne aval

USINES DE DEPOLLUTION ——— EMISSAIRES

@ USINES DE PRETRAITEMENT @ BASSINS DE STOCKAGE

B TUNNELS RESERVOIRS

http://www.siaap.fr/fr/equipements/le-reseau/les-emissaires/




Suivi de long terme des eaux usées

: SIAAP - OOO

150 prélevements sur 1 an de suivi = T
Service public de I'assainissement francilien 0 PU R

40
35
30
Strict
,g 18h-6h
€ 25
— écoles
Q .
= fermées confinement
a
couvre feu
o 2 20h-6h 19h-6h 19h-6h
-S = précipitations
S5
Q =@ prélevements SEC COVID
5 15
g =0 prélevements SEV COVID
® prélevement OPUR
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Suivi de long terme des eaux usées - Analyses realisées

SIAAP | pegso

Service public de I'assainissement francilien

Analyse des parameétres globaux :

o 1 I |

Conductivité

laboratoire eau environnement systemes urbains

Turbidité Ecotoxicologie Spectroscopie Micropolluants organiques
* Turbidité
fluorescence 3D
e MES X |
« COD l l
« DBO -
e DCO Cible Non-ciblé
: Biocides Il

* Ammonium s .
* Nitrites . Hspec .

) Biocides, Pharmaceutiques
* Nitrates

* Azote Kjedahl
* Phosphore
e Orthophosphates
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Résultats préliminaires du suivi : parametres globaux

140000
120000

100000

2 30000
_"CU M January 1st - March 16th
T £0000 m March 17th - May 12th
] B May 13th - July 29th
40000
20000
0

2011 2013 2014 2016 2018 2020

Mars-Mai 2020 : confinement strict
20 % des parisiens intra-murros ont quitté la région pour se confiner (INSEE)

06/01/2022




Résultats préliminaires du suivi : écotoxicologie

Evaluation de la toxicité des échantillons

. . e . . : N
f{eallsee sur des larves de poissons zebres soumises D N © & K
a un stress ? < N N ?
e Distance parcourue relevée et comparée a un
témoin 0
 Comparaison pour différents facteurs de dilution '
20 F10
F8
7 o . . o 40 F4
Résultats préliminaires a confirmer _—
et a mettre en lien avec d’autres m Brut
parametres
-80
-100, , )\ Y )
Confinement Déconfinement

strict
06/01/2022 e




Apports de 'HRMS : observatoire des eaux residuaires

OO
Analyse de suspects (375 molécules) O
* Drogues OPUR
* Biocides

* Polluants majeurs des eaux urbaines
* Produits de transformation

Présence ou absence dans les séries 4"
d’échantillons

Complémentaire des analyses ciblées
(produits difficiles a acquérir/chers — ex.
drogues, produits de transformation...)

Possibilité d’études rétrospectives
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Résultats préliminaires du suivi : analyse en suspect

ic normalisée

Q0.4 ® confinement

W déconfinement

\ Retour des personnes qui se
sont confinées dans des

résidences secondaires ?
Mise en place du
télétravail généralisé ?

Restrictions des activités Hypotheses a confirmer
pendant le confinement ? par d’autres données
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Résultats préliminaires du suivi : analyse non-ciblee

® Evolution des habitudes en fonction des périodes ?

 Comparaison des parametres généraux des marqueurs détectés (nombre de
signaux, m/z moyen, temps de rétention moyen...)

e Analyse de séries temporelles (variation d’intensité des signaux corrélée avec
les restrictions / les concentrations en Sars-Cov?2 ?)

® Polluants caractéristiques de chaque période?

* Recherche et étude de marqueurs discriminants

* Tentative d’identification (quelles familles de molécules ? Quelles propriétés ?)

Travail en cours...
06/01/2022 a




Applications : perspectives

Base de données de spectres HRMS I
* Analyses temporelles pour la détection de contaminants § : * * A + : * +

émergents n:ei1:111
* Etudes rétrospectives sur ces « nouveaux » contaminants i . T S e

+ nontarget peaks <-4 potential emerging environmental contaminants

¢ EpldémIOIOgle Sur eaux USéeS } prOjet ANR EGOUT _ 2022_2025 Plassman et al. 2018 (b|00d samples)

e Evolution des habitudes de consommation
* Enrichissement des bases de données interne pour faciliter
les identification futures

Objectif : pérenniser le suivi de long terme avec I'Observatoire ™ P
de long terme sur les eaux usées SIAAP
« Accés eaux usées brutes facilité (SIAAP) e R |

e QObservatoire SIAAP (bancarisation d’échantillons) i
* Stockage de données (serveur — 10 ans)

OO o Observatoire des 4 .
Polluants < 2

06/01/2022 OPUR URbains
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