INSTITUT DES 2 N
SCIENCES UNIVERSITE D= LYON "E-. Ly —— = —
ANALYTIOUES § -

LYon | s = e—

G2

Caractérisation d’un pilote de traitement tertiaire par
une approche globale basée sur
la spectrométrie de masse haute résolution
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Activités anthropiques responsables d’'une contamination généralisée de
I'environnement

- 135 millions de substances organiques ou inorganiques connues et
enregistrées (CAS)

- 35 millions sont disponibles commercialement

- 60 000 sont incluses dans des produits de consommation courante

STEP représentent une source jugée importante de rejets de micropolluants
dans les milieux aquatiques

Diminution de la présence de micropolluants dans les milieux récepteurs
— interdiction ou réduction de l'usage de certaines substances
— augmentation de l'efficacité des ouvrages d’assainissement existants

— évolution des ouvrages vers la mise en place d’un traitement tertiaire



Objectif

Investigations des performances d’un pilote tertiaire
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Evaluation de la qualité des eaux réellement traitées par le pilote
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LC-MS/MS (QgQ) LC-HRMS (QToF)
Quantification de traces Screening de suspects Screening non ciblé
de composés d’intérét base de données 2 approches de retraitement
prédéfinis
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Présentation du pilote CarboPlus®
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Quantification de 28 composés d’intérét émergent

Recherche de sélectivité et sensibilité

LoD LOO EntréeCt SortieCt Abattement

Composes vises: (ng/L) (ng/l) (ng/L) (ng/L) (%)
- 20 médicaments Paracétamol 0,5 0,5 407,8 255,2 37
-5 pesticides Maproxéne 0,5 2,0 186,3 29,6 52
\ Diuron 0,5 1,0 10,2 = LoD 100
- 2 estrogenes Carbamazépine 0,1 1,0 474,0 257,2 46
- PFOS Sulfadiazine 0,5 1,0 16,4 9,4 43
Sulfamethoxazole 0,5 1,0 2431,0 1614,1 34
. : Iy . Ketoproféene 0,1 1,0 169,4 60,5 64
Prepa_ratlon d e,chan.tlllon Propanolol 0,1 1,5 159,5 22,6 85
efficace et sélective Aténolol 05 1,0 3244 109,1 66
SPE Oxazépam 0,5 2,0 657,5 344,7 a7
Trimethroprime 0,5 2,0 223,6 45,0 79
v Diclofénac 0,1 0,5 9227 5354 42
Séparation des composés ciblés Norfloxacine 30 50 <LOD = LoD /
Ciprofloxacine 7,0 35,0 203,4 57,5 71
LC Ofloxacine 0,5 1.0 378,8 138,8 b3
\l/ Tetracycline 5,5 22,0 229,7 114,7 50
Erythromycine 1,0 4,0 189,0 134,3 28
Détection et quantification Roxithromycine 0,1 0,5 260,2 275,5 5
|\/|S/|\/|S (|\/|R|\/|) Lorazépam 0,1 1,5 22,7 14 38
Acetamipride 0,1 1 15 5,8 61
a @ - Thiaclopride 2 2,5 < LOD < LOD /
[ . 4 : Clothianidine 0,2 3 < LOD < LOD /
@ ° :n o 2| M " Imidaclopride 0,2 2 11,4 < LOD 100
% @@= ¢ ¢ v e v b § . Thiamethoxam 0,3 0,5 < LOD < LOD /
o’ N, : J||I lbuproféne 2 6 < LOD < LOD /
Slélection — ) : ) — ) Time Estrone 1,5 2,5 < LOD < LOD /
Fragmentation Select'lon ion 17B-Estradiol 5 7 < LOD < LOD /
parent fils

PFOS 0,3 0,5 18,1 11 39




Quantification de 28 composés d’intérét émergent

Evaluation et suivi de l'efficacité du pilote sur la base de données quantitatives

B Moyenne entrée pilote B Moyenne sortie pilote ® Abattement moyen
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Analyse non ciblée par LC-HRMS

Filtration

Double extraction SPE : HRX et Cunax2
Pool des 2 extraits

Evaporation et reprise dans I'eau
Congélation 48h

1t

Préparation d’échantillon ——>  Analyse n——>  Retraitement des

‘ données

Couplage LC-HRMS
U3000 (Thermofisher Scientific®), MAXIS Plus (Bruker®)

Colonne : Acclaim RSLC C18 (2,1x100mm, 2,2um)

Phases mobiles : A : eau/MeOH (90/10) +5mM NH,OH +0,01% HCOOH
B : MeOH +5mM NH,OH +0,01% HCOOH

lonisation ESI+, ESI-

Analyses en mode MS, AutoMSMS et bbCID de 80 a 1000 Da

QC intra- et inter- séquences, blancs analytiques, triplicats d’injection




LC-HRMS (QToF)

Screening de suspects
base de données




Screening de suspects

Recherche en base de données Bruker® en mode ESI et ESI-

* PesticideScreener 2.0 _ o
2500 substances pharmaceutiques et pesticides
* ToxScreener 2.0

Criteres d’identification de niveau de confiance 2* :
Précision en masse, temps de rétention et profil isotopique sur I'ion parent et les ions fragments

pC2entree_bbCID_GA3 01_183 Select Analyte

Batch Result [ Analysis Result 22

Row  Analyte Formula = SN MRSQ Score  m/zScore RT Score mSigmaScere lons Score  Am/z[mDa] m/zexp. m/zmeas. ART[min] RT[min]exp. RT [min] mS5igma
35 Ritalinic acid Ci:HiNO: 40 1, E + + ++ 1.04 2201332 2201342 043 461 5.04 309
36 Benproperine CaHzMNO 3 i ++ + -0.78  310.2165 310.2158 042 832 8.74 836
37 Morcocain CasH1sMOs 29 i - ++ ++ + 0.76 2901387 2901394 0.00 515 515 1444
38 Mordiazepam CasHu CINO E + ++ ++ ++ + 051 271.0633 2710638 0.20 923 943 1749
39 1-Hydroxymidazolam CizH1:CIFM:0 3% + ++ + + + 0.78  342.0804 3420812 0.34 8.44 878 254
40 Hydrecodone CasHzNO: 36 68 + + ++ + ++ 111 3001594 300.1605 016 368 385 376
41 Phenytsin CasHuM:0: EE | + - - ++ 066 253.0072 2530978 -0.03 708 705 107
42 Prazepam CasHyrCIN:O 35 E E + + ++ + ++ 153 3251102 3251118 -0.02 1048 10.46 58.2
43 Methysergide lsomer 1 CuHerM:0;: ELH ++ + -0.69  354.2176 3542159 042 5.29 571 1128
44 2C-B CroHBrNO; 33 + + + 147 2600281 260.0295 0.36 5.56 592 2064
45 Amidephrine CroHisM20:5 32 + + + + + 1.26  245.0854 245.0967 -0.33 2.54 21 339
46 Atorvastatin CazHasFN:0s 2 i - ++ ++ + ++ 148 559.2603 550.2618 0.23 9.96 1019 47.0
47 Hydremorphone CarHisNO: il + + + + + 146 2861438 2861452 036 291 327 8.2

* Schymanski, E. L. et al. Analytical and Bioanalytical Chemistry 407, 6237-6255 (2015)



Screening de suspects

83 molécules identifiées

52 médicaments natifs: antihypertenseurs, antidépresseurs, analgésiques,
antalgiques, antifongiques, béta-bloquants, anxiolytiques, AINS, antiviraux

9 métabolites de médicaments
11 métabolites de drogues illicites

11 pesticides

47 présentes dans toutes les sorties
6 non détectées

pas de nouvelle molécule

83 molécules =) § =z



Screening de suspects

83 molécules identifiées
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» Grande disparité dans I'abattement des principales familles de médicaments et pesticides

» Intérét du pilote pour améliorer I'abattement d’une grande variété de molécules



LC-HRMS (QToF)

Screening non ciblé
2 approches de retraitement




Screening non ciblé

Détection et regroupement de signaux
Obtention de features (m/z; Tr)

/. N\

Application de filtres Matrice de données
Signaux les plus intenses Statistiques : ACPs
Vérification du blanc (Profile Analysis, 2.2, Bruker®)

N e

Mise en évidence de (m/z; Tr) les plus intenses et/ou discriminants

!

Annotation et/ou identification
e Génération de formules brutes MS
* Fragmentation MS/MS
e Comparaison avec Mass Bank, Drug Bank et Met Frag
e Confirmation avec standards analytiques



Screening non ciblé

Exemple: identification de l’irbesartan niveau 1*

Intens.
x107] Entrée pilote C5

29 tg = 9,20 min

20 |

157
10

"y

o 2 4 6 8 1'[]'\&' 14 16 18  Time [min]

Intens. A
5 ]
X0 1 4292415
15
Formule Masse Exacte | Masse Exacte | tg (min) Erreur Erreur mSigma ]
brute Théorique Expérimentale {mDa) {ppm) 10 1
Ca5HasNsO 429.2397 429.2415 9.20 -1.7 -4.0 0.9 i
05 430.2449
] 431.2476
00 ++—r—+H+r——7——7—r— T A
429.0 4295 430.0 4305 431.0 431.5m/z

* Schymanski, E. L. et al. Analytical and Bioanalytical Chemistry 407, 6237-6255 (2015)



Screening non ciblé

Exemple: identification de l’irbesartan niveau 1*

X0
" ®
Intens.
x106 E
1.25 4 d ;
C5 dopé
1.00 o p
0.75 1 C5
0.50 —
0.25
0'00:' T I'k"'l""l
8.0 9.0 10.0 Time [min]

EIC m/z 429,2397

/

N\

Spectre MS/MS

Intens. +MS2(429.2415), 35.4eV, 9.2min #1169
X105 E 1+
207.0925
0.8 A z
non dopé
0.6 A
0.4 A
.2
° 1+ 1+
0o L2080 lh  386229%)
50 100 150 200 250 300 350 400 m/
Intens. ] +MS2(429.2391), 35.4eV, 9.2min #1206
x10 5 1+
1.25 4 207.0915
1.00 A 2
dopé
0.75 A
0.50 1
0259 1+ 1+
84.0804
. . 3862229
0.00
50 100 150 200 250 300 350 400 m/:

Profil isotopique

Intens. { pC5entree_autoMSMS_GA3_01_2030.d: +MS, 9.2}
x106] 479.2407
. [} ,
: 430.2439 Expe.
%- ]
x10° 7] 1+ Cy5Ha29N60, 429.2397
1 429.2397 )
- 1+ Théo.
1 430.2427
04 N
IntenS-_—29C5entreellf)ogpageSTDs_autoMSMS_GA6_01_20
%1061 42972391
14 ¢ 1+ EX e
. 430.2423 pe.
%‘ |
X109 2. 1+ CasHaoNe0, 429.2397
1] 429.2397 .
. + ,
. 430.2427 Théo.
01— - : l
428 430 432 mz

* Schymanski, E. L. et al. Analytical and Bioanalytical Chemistry 407, 6237-6255 (2015)



Screening non ciblé

8 campagnes: 16 échantillons analysés en mode ESI (+)

Scc_)res PC1:36.2% - PC2: 15.6%
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(ICTC2C30C4 HCRTICECTHCE + :entrée
Ot sortie

> Peu de discrimination entre les échantillons d’entrée et de sortie

> Entrée et sortie C8 et sortie C5 semblent différentes des autres échantillons



Screening non ciblé

8 campagnes: 16 échantillons analysés en mode ESI (+)

Scores PC1:36.2% - PC2: 15.6%  Loadings
0.4 +F ¥ _

4 \<'\
0-2j 0.0- 391.280; 13,52
0.0 1 &
-0.2- f -0.2+

A © 2.3
0.4

| -0.4
0.6 5 ° | | |

-0.50 0.00 050 ' 0.4 0.2 0.0 0.2

(C1OC20C30OC4HCHCECTIHCE + :entrée
CHs O sortie

Identification niveau 2 couple (m/z; t;) discriminant

© < 391,280 13,52
o CH4

di-(2-ethylhexyl) phtalate (DEHP)




Screening non ciblé

8 campagnes: 16 échantillons analysés en mode ESI (-)

Scores PC1:69,5% - PC2: 12,5% Loadings
| O} - © 265,148; 11,33
0.2- , 4 0.4 4
o | o o
:‘} v '
i // 5 i3 02_
0.0 ool T <> i
| 0.0
-0.21 - 1
) -0.21
04 T T T T T T J o4 T T T OI T T T T T T T T T
04 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 -0.2 0.0 0.2 04 0.6 0.8
(IC1HC2C3I0C4AHCRTICETICTOHCE + :entrée
O sortie 6 couples (m/z; tg)

283,265 ; 14,81
255,233 ; 14,39
207,139 ; 10,25
Identification niveau 1 265,148 : 11,33
339,234 ; 13,32
96,969 ; 1,18

<€

Sodium dodecysulfate (SDS)

18th International EWA Symposium — 1%t to 2" June 2016, Munich



Screening non ciblé

7 composés au hiveau 2

Anhydride phtalique

contamination lors du prélevement
Di-(2-ethylhexyl) phthalate
Lidocaine et son métabolite 3-hydroxymonoethyl glycinexylidide
Oseltamivir

Oléamide

Erucamide




Screening non ciblé

14 composés au niveau 1

Gabapentine
Venlafaxine
Abacavir
Abacavir Carboxylate
Sphingosine
Bestatine
Sitagliptine
Céliprolol
Losartan
Irbesartan
Valsartan
Olmesartan

Telmisartan
SDS

antiépileptique
antidépresseur
anti-HIV
métabolite anti-HIV
alcool gras
antileucémique
antidiabétique
antihypertenseur
antihypertenseur
antihypertenseur
antihypertenseur
antihypertenseur

antihypertenseur
tensioactif

i oH OH

NH,
Gabapentine
CgHy;NO,

F

F

Venlafaxine

D
F N N C,;H,,NO,
N A=y
NH, O

gy

Sitagliptine
C16H15F6N50

OH
: W N

HO
MNH-

Sphingosine
C18H37NOZ



Screening non ciblé

13 composés quantifiés

LOD-ng/L LOQ-ng/L Linéarité

Gabapentine 1,1 4,2 0,9999
Venlafaxine 1,1 4,2 0,9978
Abacavir - Ajouts dosés d’un des 0,4 1,2 0,9994
Abacavir Carboxylate échantillons (QC) — droite de 0,1 0,2 0,9956
Sphingosine calibration 1,4 4,7 0,9999
Bestatine - Analyse rétrospective des 0.6 19 0,9942
Sitagliptine » données dgs 13 composés via » 03 0,9 0,9994
DataAnalysis
Céliprolol - Pondération par la valeur 1,5 5,2 0,9987
Losartan moyenne obtenue via QC 8,2 27,4 0,9998
Irbesartan inter-séquences 7,4 24,8 0,9933
Valsartan 1,8 5,9 0,9915
Olmesartan 16000000 - ; 4,3 14,4 0,9990
Telmisartan 12000000 1 T 8,8 293 0,9978

éponse
\

8000000 =

R
\
\

_ 26
4000000 1 _—* R® =0.9965

5+
0 100 200 300 400 s00 600 70O 800 900 1000
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Screening non ciblé

13 composés quantifiés
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» Présence d’antihypertenseurs sartans en forte teneur en entrée du pilote, modérément
abattus par le pilote

» Intérét du pilote pour sphingosine, bestatine



De nombreuses informations obtenues pour évaluer I'efficacité du pilote

- Globalement: peu de variabilité entre les différentes campagnes, peu de
discrimination entrée/sortie

- Intérét du pilote pour abattre des molécules encore présentes apres le
traitement biologique; cependant I'abattement n’est souvent pas total

- Plusieurs molécules d’intérét identifiées voire quantifiées

Une quantité de données considérable apportée par la LC-HRMS

Des inconvénients et freins
— contraintes du work-flow analytique
— identification dépendante des bases de données encore peu renseignées
— faible inter-opérabilité des différents types de spectrometres de masse

— retraitement des données tres chronophage



De nombreuses informations obtenues pour évaluer I'efficacité du pilote

- Globalement: peu de variabilité entre les différentes campagnes, peu de
discrimination entrée/sortie

- Intérét du pilote pour abattre des molécules encore présentes apres le
traitement biologique; cependant I'abattement n’est souvent pas total

- Plusieurs molécules d’intérét identifiées voire quantifiées
Une quantité de données considérable apportée par la LC-HRMS

Des inconvénients et freins
— contraintes du work-flow analytique
— identification dépendante des bases de données encore peu renseignées
— faible inter-opérabilité des différents types de spectrometres de masse
— retraitement des données tres chronophage

18th International EWA Symposium — 1%t to 2" June 2016, Munich
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