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/ Théme R2 :

Diagnostic et optimisation des systemes d’assainissement vis-a-vis des polluants/micropolluants
Diagnosis and optimization of wastewater sanitation systems regarding pollutants and micropollutants

Action R2.6 :

Nouvelles méthodes de caractérisation: Analyse par screening qualitatif et écotoxicologie
Qew methods for the characterization : Analysis by qualitative screening and ecotoxicology

~
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Introduction

Quelles molécules ?
Which molecules ?

Furosemide HJ?

o Diurétique largement utilisé depuis 1964
Widely used diuretic since 1964

o Parmi les médicaments les plus prescrits 2
Among the most prescribed drugs worldwide

o Détecté sans ambiguité dans le milieu aquatique
Unambiguously detected in the aquatic environment

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 'Stokes & Nunn, 1964 2ClinCalc DrugStats Database 2018



Nombre d’étude ou le furosémide est retrouvé dans les eaux usées
Number of studies where furosemide was found in wastewater

Eaux usées issues de milieu municipal, y

urbain, industriel, agricole, hospitalier ou {, ‘

FORT- V4 [ p

non spécifiés .

P { v 4
T [_] = pas de données ou furosémide non détécté

o A ~1-

B .

\a



Nombre d’étude ou le furosémide est retrouvé dans les eaux de surface

Number of studies where furosemide was found in surface water.

Eaux de surfaces issues de rivieres (trés
majoritairement), lacs, mers, océans,
estuaires et deltas

1 B |:| = pas de données ou furosémide non détécté



Nombre d’étude ou le furosémide est retrouvé dans les eaux souterraines

Number of studies where furosemide was found in groundwater.

‘ Eau potable

Eaux souterraines issues de puits,
captages et réservoir d’eau potable

1 . S |:| = pas de données ou furosémide non détécté



Nombre d’étude ou le furosémide est retrouvé dans les sédiments et boues

Number of studies where furosemide was found in sludge and sediment

Sédiments issus de riviére ou boue de
station de traitement des eaux

1 B |:| = pas de données ou furosémide non détécté



Nombre d’étude ou le furosémide est retrouvé, tous milieux confondus




Introduction

Quelles molécules ?
Which molecules ?

o) OH [Clmoyenne/mean [C]max. Ref
Furosemide Hﬂ Faux de surface 248 ng L 6 894 ng.L" 42
e Surface water 9- 9-
ey Influents de STEU 1 A
Y N/S‘\ WWTP Influents 3926 ng.L 71 500 ng.L 52
RN ¢
Effluents de STEU 4 A
WWTP Efluont 1876 ng.L 26 000 ng.L 73
. 7gn T . 1 A
Diurétique largement utilisé depuis 1964 5?'3"272 ;l::nr;:aux 18 495 ng L 392000 ng.L" | 26
Widely used diuretic since 1964 P
. - ! Installations pharmaceutiques ) ;
Parmi les médicaments les plus prescrits 2 Pharmaceutical facilities 1250000 ng.L" 1300000 ngL" 2
Among the most prescribed drugs worldwide
Boues de STEU
. . s - . 127 ug/kg 686 ug/kg 17
Détecté sans ambiguité dans le milieu aquatique WWIP sludge
Unambiguously detected in the aquatic environment Sédiments 68 g/kg 350 pg/kg .
Sediments
' Stokes & Nunn, 1964 2 ClinCalc DrugStats Database 2018
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[Clmoyenne/mean [C]max. Ref
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— Le Furosémide est considéré comme polluant prioritaire
Furosemide is considered as a priority pollutant

Production, sale or
consumption (kg/year)

Removal in WWTP

Persistance/ stability in
freshwater

Occurence in
environment

PEC X x

Toxicity X x X

Ecotoxicity X X X X

MEC/PNEC ratio or
equivalent

Other X

Bioconcentration factor
(BCF)

Excretion rate
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Quelles molécules ?
Which molecules ?

. Ho Saluamine
Furosemide N\//(f>
o) o) o)

O _II
HoN o O
Cl Cl

o Deux métabolites connus depuis 1981" mais trés peu étudiés
Both known as a Furosemide metabolite since 1981 but very little studied

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 'Andreasen et al. 1981

Furfural

"



Introduction

Quelles molécules ?
Which molecules ?

Saluamine Furfural
Furosemide HJ} 5 .

0, HoN-S + / \
- X OH
HoNR o {0
2% O @l o
cl cl

o Deux métabolites connus depuis 1981" mais trés peu étudiés
Both known as a Furosemide metabolite since 1981 but very little studied

o Furfural : Possiblement cancérogéne, reprotoxique et hépatotoxique 2
Possibly carcinogenic, reprotoxic and hepatotoxic

o Saluamine : Fort irritant 3, possible génotoxique, cytotoxique et perturbateur endocrinien *
Highly irritating, possible genotoxic, cytotoxic & Endocrine disruptor

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 'Andreasen et al. 1981 2 Thermo Fisher Safety Data Sheet ® ECHA * Al-Omar et al. 2009 1
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Quelles molécules ?
Which molecules ?

Saluamine
Furosemide H\/7£;§ . .

O o I
2 ) i
Cl oxydation o o
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Quelles molécules ?
Which molecules ?

H Saluamine Furfural
Furosemide Nﬂ
(@] O O
O f I
S HoN-S + / \
H N/S\\ (“) OH ; 0
2 ) i
Cl oxydation I el o o
Ho | = (2) o  Produit par électrochimie
e ye e + Produced by electrochemistry
Pyridinium of N
Furosemide CO,H
(PoF)
ci wICMPE
SO,NH,

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 'Laurencé et al. 2011 12
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Quelles molécules ?
Which molecules ?

O.._ _OH .
H Saluamine
; / \
Furosemide N
o 83
W _ +
HNR N g OH
2% O Cl oxydation I & ol
Ho | = (2) o  Produit par électrochimie
.« e e + 2 Produced by electrochemistry
Pyridinium of N
Furosemide CO,H o Obtenu par bioconversion 23
Obtained by bioconversion
(PoF) .
c I CMPE
SOxNH; Aspergillus
candidus

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 'Laurencé et al. 2011 2 Olvera-Vargas et al. 2016 ® Laurencé et al. 2014

Furfural

Cunninghamella
echinulata

12
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Quelles molécules ?
Which molecules ?

Saluamine Furfural
Furosemide va[;} . .

Q‘ H2N—§ + / \
H N/S\\ (“) OH ; 0
2 ) i
Cl oxydation I o o 0

HO -~ (2) o  Produit par électrochimie

e ye e | + Produced by electrochemistry

Pyridinium of N

Furosemide
(PoF)

CO,H o Obtenu par bioconversion 23
Obtained by bioconversion

Cl i",',',."ICMPE o  Maétabolite humain *
SO,NH, Human metabolite

Furosemide —— Pyridinium of

Furosemide

(Bio)conversion

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 'Laurencé et al. 2011 ? Olvera-Vargas et al. 2016 ° Laurencé et al. 2014 “ Laurencé et al. 20192
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Quelles molécules ?
Which molecules ?

Furosemide HV/‘[}
Q.

BN
HN""o ¢ oxydation I

HO

| X (2)
Pyridinium of N~
Furosemide COzH
(PoF) -
cl Wi CMPE
SO,NH,

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 'Laurencé et al. 2019

Toxicité chez le rat ’

o Mort des neurones dopaminergiques
Death of dopaminergic neurons

"
‘Q{J N \ "

Ctrl PoF

=

o Accumulation d’a-synucléine dans les neurones
Accumulation of alpha synuclein in neurons

o Altération du complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale
Alteration of the complex | of the mitochondrial respiratory chain

Inducteur possible de neurodégénérescence
Possible inducer of neurodegeneration

13
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Introduction

Quelles molécules ?
Which molecules ?

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

O.__OH
. H
Furosemide N\/[?
Q f
HN S
2% O cCI oxydation I
Pyridinium of N
Furosemide CO.H
(PoF)
cl {&ICMPE

SO,NH,

Saluamine Furfural

Présentent-ils un risque a des concentrations
pertinentes dans I’environnement ?

Do they present a risk at environmentally relevant concentrations?

14



Introduction

Concentrations environnementales :O??\-‘
Environmental concentrations

Développement de méthodes d’analyse pour la quantification
des composés dans I'eau et dans les boues de STEU :

Development of analytical methods for the quantification of the 4
compounds in water and WWTP sludge

Détermination des concentrations environnementales par
I'analyse d’échantillons (ex: rejets de STEU ou d’hdpitaux)

Determination of environmental concentrations through sample analysis
(e.g. WWTPs or hospitals wastewater)

Etude sur la degradation des molécules (UV, O,,..)
Study on the degradation of the molecules (UV, O,,..)

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022

X

Concentrations toxiques
Toxic concentrations

\/@ L. Q o
o N HoN-S oH /N
CO,H o) 7 o
Cl Cl (o]

15
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Détermination des concentrations environnementales par
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Etude sur la degradation des molécules (UV, O,,..)
Study on the degradation of the molecules (UV, O,,..)

Concentrations toxiques
Toxic concentrations

X

Développement d’un panel de bioessais in vitro et in vivo
Development of multiple bioassays in vitro et in vivo

Application a des concentrations environnementales
L/ Application to environmental concentrations

¢ Sur les composés seuls
On the compounds alone

¢ En mélanges
in combination

0O._OH HO@ p -
H +
N L) i HaN- o R
Q COH o} o
Cl Cl

&
HN""5 & cl
SO.NH,
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SO,NH,
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H > W
N\/@ N HoN- I\
6 OH
cl
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Occurrence
& degradation

Détermination des concentrations de Furosémide, Pyridinium, Saluamine et Furfural dans différentes eaux
Determination of Furosemide, Pyridinium, Saluamine and Furfural concentrations in different types of water

Choix des sites de prélévements ?

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022
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e Concentrations trés importantes e Concentrations importantes
e Etude des produits de dégradation e Etude des traitements “classiques”
e Contribution importante e Apports vers I'environnement

l

Etude sur I'oxydation du furosémide
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Occurrence
& degradation

Détermination des concentrations de Furosémide, Pyridinium, Saluamine et Furfural dans différentes eaux
Determination of Furosemide, Pyridinium, Saluamine and Furfural concentrations in different types of water

STEU Riviére

6
q)\

!
e Concentrations trés importantes e Concentrations importantes e Concentrations environnementales
e Etude des produits de dégradation e Etude des traitements “classiques” e Avant et aprés agglomération

e Contribution importante e Apports vers I'environnement

l

Etude sur I'oxydation du furosémide

{ OSJ {ChlorationJ {UV—Hzon
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Occurrence
& degradation

Détermination des concentrations de Furosémide, Pyridinium, Saluamine et Furfural dans différentes eaux
Determination of Furosemide, Pyridinium, Saluamine and Furfural concentrations in different types of water

EHPAD STEU RiviéQre
(Y0
Y
Avant traitement Aprés traitement Avant STEU Aprés STEU
e Furosémide +++
e Pyridinium ¢/
e Saluamine v/
e Furfural ?

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 17
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Détermination des concentrations de Furosémide, Pyridinium, Saluamine et Furfural dans différentes eaux
Determination of Furosemide, Pyridinium, Saluamine and Furfural concentrations in different types of water

STEU

Avant traitement Aprés traitement

e Furosémide +++ e Peu d'abattement pour le furosémide
e Pyridinium ¢/ e Pyridinium trés réduit

e Saluamine v/ e Saluamine trés réduit

e Furfural ? e Furfural ?

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022

6
b

Avant STEU

Riviere
__j 0

l\ Q

Aprés STEU
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Occurrence
& degradation

Détermination des concentrations de Furosémide, Pyridinium, Saluamine et Furfural dans différentes eaux
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Concentrations environnementales
Environmental concentrations

Développement de méthodes d’analyse pour la quantification

des composés dans I'eau et dans les boues de STEU :

Development of analytical methods for the quantification of the 4
compounds in water and WWTP sludge

Détermination des concentrations environnementales par
I'analyse d’échantillons (ex: rejets de STEU ou d’hopitaux)

Determination of environmental concentrations through sample analysis

(e.g. WWTPs or hospitals wastewater)

Etude sur la degradation des molécules (UV, O,,..)
Study on the degradation of the molecules (UV, O,,..)
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Concentrations toxiques
9@ Toxic concentrations

Développement d’'un panel de bioessais in vitro et in vivo
Development of multiple bioassays in vitro et in vivo

Application a des concentrations environnementales
Application to environmental concentrations

¢ Sur les composés seuls
On the compounds alone

¢ En mélanges
in combination

o COH

0Oy _OH HO@ p -
H ]\ + o n
N\/Q N HoN-S : leOH I\
cl

&
HN""5 & cl
SO.NH,
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Ecotoxicological

assessment
. . T
Modales Quelg organismes et b‘loessals : NModéles
in vitro Which organisms and bioassays ? in vivo
Lignée cellulaire Mitochondrie Algue verte Artemia Daphnia Poisson zébre
Mitochondria Green algae “ Zebrafish

@

7 mm

©
@
(neurones) (foie) (reins)

SH-SY5Y Hep-G2 HEK 296 Mitochondrie de foie Chlamydomonas sp. Artemia salina Daphnia magna Danio rerio

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 19
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Utilisation d’un modeéle
comme indicateur?
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Utilisation d’un modeéle
comme indicateur?
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Ecotoxicological
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Ecotoxicological
assessment

Utilisation d’un modeéle
comme indicateur?

Impact sur I’espéce indicatrice
= Toxicité du produit/milieu

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022
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Ecotoxicological
assessment

Utilisation d’un modeéle
comme indicateur?

Pas d’impact sur I’espéce indicatrice
= produit/milieu non toxique ?

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022
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Ecotoxicological
assessment

Utilisation d’un modeéle
comme indicateur?

Pas d’impact sur I’espéce indicatrice

= produitimitiet-non-toxigque?

re des écosystémes

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022
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Ecotoxicological
assessment

* X %
N Directive Cadre sur I'Eau
— Norme Qualité environnementale (NQE)
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Ecotoxicological
assessment

* X %
*

S Directive Cadre sur ’Eau
R — Norme Qualité environnementale (NQE)

Intérét de développer des indicateurs simples sur des espéces

de niveau trophique différent pour aider a caractériser le milieu



Modéles
in vitro

Lignée cellulaire

(neurones) (foie) (reins)

SH-SY5Y Hep-G2 HEK 296

Mitochondrie

Mitochondrie de foie

Ecotoxicological
assessment

Quels organismes et bioessais ?
Which organisms and bioassays ?

Algue verte

D

/
/

5% @

Chlamydomonas sp.

Artémie Daphnie

Artemia salina

Modéles
in vivo

Poisson zébre

7 mm

Daphnia magna Danio rerio
5 4;: i?ttwo;(izﬁitgeh Inhibition d‘: I<I:omplexes ! Mortalité/croissance Mozr‘t‘a;llité I\ZA:: ilglf Mortalité
Mobilité / Perte flagelle Mobilité / test de stress Mobilité / test de stress
Déformations Déformations
Cardiotoxicité Cardiotoxicité
Eclosion
Protéomique

Protéomique

Génomique

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022
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Ecotoxicological
assessment

Test de transition lumiére/obscurité
Dark/light transition test

Zebrabox : Chambre d'analyse automatisée pour la quantification de I'activité locomotrice des larves de poisson zebre
Zebrabox : Automated analysis chamber for the quantification of the locomotor activity of zebrafish larvae

M

Dark

60 min

Larval activity

10 min

10 min

5 min

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 'Adapted protocol from Peng et al. 2016

ViewPoint-

Behavior Technology

an
“PRAMMICS
23



Ecotoxicological
assessment

Test de stress (lumiére/obscurité) aux concentrations environnementales de furosémide
Dark/light transition test at environmental concentrations of furosemide

Exposure

Control 50 ng/L 500 ng/L 5000 ng/L 50 000 ng/L

f<=]

o
u
=

n= 36

Smin| 10min [5min| 10 min |5 min

* k%

Larval activity (difference from control)

Significant difference from control : * (p-value<0.05) ** (p-value<0.01) *** (p-value<0.001)
Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022
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Ecotoxicological
assessment

Test de stress (lumiére/obscurité) aux concentrations environnementales de furosémide
Dark/light transition test at environmental concentrations of furosemide

Exposure

Control 50 ng/L 500 ng/L 5000 ng/L 50 000 ng/L

j<=J

o
u
(=

Relation dose-réponse
Dose-response relationship

Larval activity (difference from control)

Significant difference from control : * (p-value<0.05) ** (p-value<0.01) *** (p-value<0.001)
Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022 24



Ecotoxicological
assessment

Test de stress (lumiére/obscurité) aux concentrations environnementales de furosémide
Dark/light transition test at environmental concentrations of furosemide

Exposure
. Control 50 ng/L 500 ng/L 5000 ng/L 50 000 ng/L
o @
= e [Clmoyenne/mean
o
o S
c Eaux de surface 1
2 P Surface water 248 ng L
Q n
O =
c Influents de STEU
o -1
g WWTP Influents 3926 ng.L
=
- Effluents de STEU 2
-*E WWTP Effluent 1 B9 g
E Relation dose-re_pon_se Effluents d'hépitaux 1
- Dose-response relationship ) 18 495 ng.L
© Hospital effluents
z SRR R
3 **k %

Significant difference from control : * (p-value<0.05) ** (p-value<0.01) *** (p-value<0.001)
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Ecotoxicological
assessment

0. Normal 1. haemorrhage 2. small size 3. Floating

1mm 2mm

5. Oedema 6. Dead

4.




Ecotoxicological
assessment

Test de fuite

Escape test

o  Par contact manuel
Escape test with manual contact

o Par secousse mécanique + zebrabox

With mechanical shake + zebrabox 1s stimuli at 30Hz P
ViewPoint ”
Behavior Technology
; ; ; ; ; - abdb
20 min 1 min{1 min{1 min {1 min 1 min “PRAMMICS
A
e N

Larval activity
>sp—
E—

Time (s) 26
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Ecotoxicological
assessment

Test de fuite a de faibles concentrations de Pyridinium du furosémide (50 ng/L a 6,25 ng/L)
Escape test at low concentrations of PoF (50 ng/L to 6,25 ng/L)

o

154 X
20 min 1 min{1 min|1 min {t min {1 min
A JL
| I
—_ ‘1 |
€ 10 / I [
s o e
) A A \RZR S W WA R S
]
c
©
]
0
v |
3 05+
©
8]
0
w
0.0 Medium 6.25 ng/L 12.5 ng/L 25 ng/L 50 ng/L

Exposure

Significant difference from control : * (p-value<0.05) ** (p-value<0.01) *** (p-value<0.001)
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27



Ecotoxicological
assessment

Evaluation de I'inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale
Evaluation of the inhibition of the mitochondrial respiratory chain

o Testd'inhibition du complexe | avec
un spectrométre UV-Visible *

Complex | inhibition test with a
UV-Visible spectrometer

:

- + . Production d’énergie cellulaire
H H - ) .
dans les mitochondries

Cellular energy production in
mitochondria

v-730
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Vitesse (UA/s)

Oe+00

0.15ng/L 0.6 ng/L

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022

1.25ng/L 2.5 ng/L
Exposure

Ecotoxicological
assessment

Inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale (complexe 1) par le Pyridinium du furosémide
Inhibition of the mitochondrial respiratory chain (complex I)

' *FF*—ﬁ**

3.12ng/L 6.25 ng/L

125 ng/L 25ng/L 50 ng/L

29



Vitesse (UA/s)

Oe+00

0.15ng/L 0.6 ng/L

Fidji Sandré - Séminaire OPUR - 6 janvier 2022

l #fy*;*

1.25ng/L 2.5 ng/L
Exposure

Ecotoxicological
assessment

Inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale (complexe 1) par le Pyridinium du furosémide
Inhibition of the mitochondrial respiratory chain (complex I)

AN

3.12ng/L 6.25 ng/L

.

125 ng/L 25ng/L 50 ng/L
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Conclusion

Messages clés
Key messages

Le Furosémide est un modéle prometteur pour I'étude des composés
pharmaceutiques et des produits de dégradation dans I'eau

La présence de produits de dégradation du furosémide est avérée et ces
derniers ont un impact sur certains organismes a des concentrations
environnementales

Une étude écotoxicologique permet de mieux caractériser le milieu en

complétant les analyses chimiques
O.__OH
o
HZN/S\\O Cl
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