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De I’analyse ciblée a la non ciblée : quand la chimie
analytique ouvre le champ d’investigation des
micropolluants

Application au milieu aquatique

H. Budzinski, MH. Dévier, C. Gardia-Parege, L. Fuster
LPTC — EPOC- UMR 5805 CNRS - Université de Bordeaux

universite
“BORDEAUX




Water Stress by Country: 2040

ratio of withdrawals
to supply

Low (< 10%)

Low to medium (10-20%)
B Medium to high (20-40%)
M High (40-80%)
W Extremely high (> 80%

NOTE: Projections are based on a business-as-usual scenario using SSP2 and RCP8.5.

For more: ow.ly/RiWop WORLD RESOURCES INSTITUTE ki
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sources

domestiques

Rejets agricoles Rejets industriels Rejets hospitaliers
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Fuster (2017)

Multi-usages — Multi-sources — Multi-classes — Multi-composés E
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Composés chimiques
fabrication et commercialisation

NEES Rejets hospitaliers
domestiques

Atmosphére

solides liquides

Installation de Station de
stockage des traitement
déchets des eaux
usées

Eaux de surface

Eaux souterraines Fuster (2017)

Composés chimiques
Reg. 1907/2006/CE : REACH
Reg. 1107/2009/UE : produits phytosanitaires
Reg. 528/2012/UE : biocides
Dir. 2001/82-89/CE : médicaments a usages vétérinaires/humains

Emissions et Rejets
Dir. 2010/75/UE « IED » ; émissions industrielles
Reg. 166/2006 « E-PRTR » : déclaration des rejets : 91 molécules
Dir. 91/271/CEE « ERU » collecte, transport et traitement des
eaux urbaines

Milieux
Dir. 2000/60/CE : DCE
Dir. 2006/118/CE : eaux souterraines
Dir. 2008/56/EC « DCSMM » : milieu marin
Arrété du 08/01/98 pour épandage boue sur sol agricole




Analyses ciblées :

Nombre de molécules ou de groupes de molécules

A B Molécules identifiées Nanoparticules ? - Screening de plus en plus large
" Molécules analysées E:;:lr:tais;un - Mise en évidence d',un grand
maceutiques nombre de composés
Eﬁ:::;:iines - Sensibilité améliorée de facon
. " Retardateurs de flamm continue

(d"apres Roose et al. (2011) Marine Board-ESF, position paper)

Dioxines

TBT
Lindane

HAP

Hg, Cd,Pb

1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Années Di_&O



M'aprés Rosse et al., (2011) Nanoparticules
Phtalates
B denthics Surweillés Médicaments
Divers pesticides
\ PAHs . Hydrocarbures aromatiques polycycliques Composés
Contaminants réglementés PROEs: Polybromodiphinytithers organiques volatils
l H(B: Hexachlorobenzéne Paraffines chlorées
PCBs:  Polychlorobiphényles Divers retardateurs
OTins: Oxydes d'étain de flamme

OCPs: Orthochlorophénols

Contaminants d’intérét
émergent déja identifiés

TBT
~ Lindane
PAHs

__PBOEs |

Nombre de composés ou groupes de composés

Analyses ciblées Non ciblées

Contaminants inconnus
1950 1960 1970 1980 1990 zooo zo1o

() [ ) 0) () 0
| | |
MS GC/MS MS QqQJLC- MS/M Q -TOF MS
quadripdle (QqQ)
TOFMS Orbitrap™

Interface ESI

commerciale
LC/MS (Noguera-Ovieda et Aga, 2016)

O® O




Contaminations environnementales - Micropolluants

e Faibles niveaux (ex : ng/L) (sensibilité — traces et ultra-traces)
— Cas des hormones stéroidiennes : effets toxiques au ng/L
— Normes de Qualité Environnementale (NQE) : Endosulfan 0,5 ng/L — EE2 0,035 ng/L

e Matrices complexes et variées , o .
P sélectivité/multirésidus

e Multi-contaminants — Mélanges

e Variabilité / Représentativité (spatiale / temporelle)

e Spéciation/transformation #

e Lien présence/effets toxiques # %QV




Les enjeux

* >130 millions de composés organiques et inorganiques référencés (CAS registry)
* Plus de 110 000 composés chimiques mis sur le marché européen (dont 30 000 a 70000 utilisés chaque jour)

* Dans l’environnement, ces chiffres sont décuplés -> produits de transformation

Un compose peut mener a Taux de quantification des pesticides dans les Parfois...produit de
plusieurs produits | cours d’eau en France (2007 ¢ 2009) transformation plus toxique
o} | ,
I
F,c—ii_(m ol o e o que le composé parent
g T |Reduction S, 0%  10%  20%  30%  40%  50%
N Photolyse  HN"™y
& <l a ol AMPA (H) & \
Processus “Atrazine déséthyl (H) | U
cry  Dbiotique biotique ¢, Glyphosate (H) N N
Sulfone Sulfide Diuron (H) F\Q\(Q 0
|
JECA\ VP szlleDd(ﬂg o
FC. cmn O e FiC-S. Gy 4- . .
I e l_(N Isoproturon (H) Risperidone
HaN N HN“ N
T, o L o Chlortoluron (H)
f;[ © Métolachlore (H)
&, L, “Atrazine (H)
Desulfinyl Amide Bentazone (H)
! i Aminotriazole (H)
o o o “2-hydroxy atrazine (H)
FS Gy FC-8  C-OH 2,4-MCPA (H)
Ml:,(n " ,Z:\(N Mécoprop (H)

a Cl Cl Cl
\@ (Commissariat général au développement Durable, octobr,
CFy 2011)
ue

Carboxamide Acide carboxylig




- lesenjewx

e Etablir un lien entre I'état chimique et les observations
écologiques

> lien de cause a effet

Part des masses d’eau de surface (toutes catégories d'eau confon- Part des masses d’eau de surface (toutes catégories d'eau
dues) en bon ou trés bon état écologique confondues) en bon état chimique

Bon état

1

Bon état 2010

| =

Mauvais état Mauvais état




Différents axes de recherche

Développement de stratégies analytiques
Caractérisation des sources
Etude des phénomenes de transformation

Développement de |'analyse dirigée par les effets (EDA)

.
ok



Différents axes de recherche

Développement de stratégies analytiques



Adaptation de la méthodologie

Acquisition
des données

Préparation
des
échantillons

Retraitement des données
Analyse globale
Priorisation des composés

Injection directe  Non spécifique  Information Echelle %’A
Extraction large complexe

d’identification
Etude statistique 6/5:&




Stratégies analytiques

|Analyses ciblées (QQQ) Analyses non ciblées (HRMS) 1400
Target Target Suspect Non target

1200
e Liste réduite Liste réduite Liste étendue )
O  de molécules de molécules de molécules
(] 1000
£
(&
Q )
o ,

< 800 [ ’ 5
Sensibilité | | <
v § ))
g Spécificité = 600 | , \ 0
= moléculaire _
kS (masse, formule) 2 s
G - >
'E 400 Q.0
[T) * ). < ’v»‘i N "‘ 4} C 4 b7
) 69 o ')

Ei Structure &) yededsC

200 A 0
S v probable 35 0@ © ol
= N spectre ad ’
B Sélection de ; (sp -

. ragmentation
9 candidats J 0 :
8 y . . (TR, masse, spectre 0 10 ,20 _ 3? 40
Confirmation et fragmentation...) Temps de rétention (min)

P

guantification

(avec étalon analytique) D/.)_\D




Acquisition et traitement des données HRMS

Criblage moléculaire
(Molecular Feature

g Extraction)
. | . Spécificité des molécules

Method Wiawds Actions Configuration Tools

| s
BB EIRFMTN S TV
) Compound List

| 3] Avtormsticaty Show olres |15 K1 G B O B 2
9 Cpd Xi LU A

Showtide )

*
Saurce %

6 v Swwd Y ORI Y mz 'V Mm ¥ Sow ¥ Soelld) ¥ Sooe(0B)

P.' 7 7 " . Vé .
Empreinte moléculaire de

I’échantillon
(Mass Profiler)

T2 84 5 67 8 5 1011 12131415161 181 22 22225 67282 0|°
Courts vs. Acqisiion Tme (min)

1000 4

5 800 4

S 600 §

i

40 |

3
200 4%

Mass spectrometer: ES=iE &
Agilent 6540 Q-TOF LC/MS T

Gamme de masse : 100-1700 m/z e
Mode ionisation : ESI +, ESI- o ‘

1400

Mode d’acquisition : MS

1000

Y-Axis

g 800

H

= 600
40

200

10 15 2 25 30

\ Retention Time (min)




Identification moléculaire

TR et aire du composé

' 7 A
d’intérét
+ES| Scan (rt: 8.200 min) Frag=110.0V REGARD_2017-02-21_063.d
x10 8 |+ESI EIC(278.2123) Scan Frag=110.0V REGARD_2017-02-21_063.d x10
13 i 278.2124
124 1.3 100.00 %102 |Cpd 102: +ESI Product lon (rt: 8.159, 8.239, 8.320 min, 3 scans) Frag=110.0V CID@40.0 (278.2123[z=1] -> **)..
o 1.2 C H NO N 58.0652
| 1.1
v 177727 2| Y
091 1 061
0.84 0.9 0.4
121.0650
074 0.8 0.2 91.0542
06 07 ol 79.0543 " 107.0497 132.0568 147.0807
0.5 0.6
41 0.5
0.3
0.24 04 279.2157
o1l 0.3 18.39
8 0.2 280.2183 Compar_alson_des spectres qbtepys a
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 0.1 237 ceux disponibles dans les librairies
Counts vs. Acquisition Time (min) 0 . | spectrales
B main, 276 277 278 279 280 281 282 283 284 X X
i == Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) (internes, commerciales)
[ =
] 5
J
% Pas de correspondance:
E 2 Correspondance: Recherche de structure par :
\ T
Spectrometre de masse : 110 [ S P o 758 270 £ S oA OG0 R Structure probable - logiciel in silico (Metfrag)
R ' s - Propriétés physico-chimique
. "” 08
Ag'Ient 6540 Q TOF LC/ S o - Référence bibliographique...
0.4
121.0650 z
Mode d’acquisition : " S T R Achat du composé:
q ° X102 |Cpd 102: +ESI Product lon (rt: 8.159, 8.239, 8.320 min, 3 scans) Frag=110.0V CID@40.0 (278.2123[z=1] -> ™). Si disponible dans Ie L, d
‘ o commerce iste de structure
Target MS/MS . probable
. 790543 9 9‘542 107.0497 21080 147.0807
Auto MS/MS (Data Dependent Acquisition) . Confirmation
Rl
(*]
x10 2 |Venlafaxine C17H27NO2 + Product lon Frag=150.0V CID@40.0 ForensicsTox_AM_PCDL.cdb
4 58.0651 \CH'J
’ -
06 H
04 121.0648 N’CM3 J
Oi 79‘0‘5‘42 910‘542 } '32?570 167?804 . . CH3 .
Venlafaxine

40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



Niveau d’identification

-

Structure confirmée

Structure
probable

v’ Larecherche d’inconnue est complexe
v" La confiance a accorder aux données est relative et abstraite

Candidats potentiels

Formule

y @ ™

(Schymanski et al, 2014)

x106 [+ESI EIC(278.2123) Scan Frag=110.0V REGARD_2017-02-21_063.d
1
1.3
1.2
114 x10
" 13
0.9 12
0.8
1.1
0.7
1
0.6
051 0.9
0.4 0.8
0.3 0.7
0.2 0.6
01 05
0 o

+ESI Scan (rt: 8.200 min) Frg

1

» Proposition d’une échelle d’identification pour hiérarchiser les

résultats

» Nécessiter de disposer in fine d’étalons analytiques

_/

g=110.0V REGARD_2017-02-21_063.d

s
2 4 6 8 1012141618902.
Counts vs. Acquiﬁ'(ign,

0.2
0.1
Venlafaxine
\cH3
H
rla/CHS
CH;

278.2124
100.00
x102

0.8
0.6
0.4+
0.29

x102

279.2157 051
18.39 o

280.2183 059

237
|

14

Cpd 102: +ESI Product lon (rt: 8.159, 8.239, 8.320 min, 3 scans) Frag=110.0V CID@40.0 (278.2123[z=1] -> **)..
58.0652

121.0650
91.0542
79.0543 7 107.0497 1320568  147.0807

: Venlafaxine

Cpd 102: +ESI Product lon (rt: 8.159, 8.239, 8.320 min, 3 scans) Frag=110.0V CID@40.0 (278.2123[z=1] -> **)...
58.0652

121.0650
70.0543 910542 4070497 147.0807

CH;
. Criteres de sélection 2123

276 277 278 279 280 281,28
Counts vs. Mass-to-Charge (|
14

0.8
0.6
0.4
0.2

04

Venlafaxine C17H27NO2 + Product lon Frag=150.0V CID@40.0 ForensicsTox_AM_PCDL.cdb
58.0651

121.0648

91.0542

790542 | 1320570 1470804

: Profil : C;;H,,NO,

: 277.2042 Da

“CH,

H
W
|

13933

0 5 60 70 8 9 100 10 10 130 140 150 160 170
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Nb de composés
(Chemspider)

Le plus référencé :
1418 ref contre 23 pour
le 2nd

2<Log Kow<3

0, .



Différents axes de recherche

Caractérisation des sources



Sources : station de traitement des eaux usées (STEU)

AMPERE et ARMISTIQ

Efficacité non évaluée

PBDE, Pesticides (DDT...)
Autres...

4 Efficacité > 70%

PAHs, AKP (NP...), Médicaments
(paracétamol...), Hormones
(BE2...), Autres...

\\

30%< Efficacité < 70% ) 24%
0
Médicaments (roxytromycine...),
Plastifiants (Bisphénol A), Autres..
4
Efficacité <30% )
Pesticides (glyphosate...),
Médicaments (carbamazépine...),

Autres...

Choubert et al., 2012

< Composés introduits dans I’environnement %’A
Impacts environnementaux? Eﬁ



L’analyse globale - station de traitement des eaux usées

00 o,
0 Extrait d’eau brute

3000 = Empreinte chimique de chaque échantillon

2500
= 2000
1500
1000
500

= Plusieurs milliers de composés
v" Impossible de tous les identifier (a I’heure actuelle)
v' Possibilité d’analyser dans sa globalité I'information

0 5 10 15 20 25 30

Temps de rétention
4000

3500 Extrait d’eau traitée
3000
2500
N
'S 2000
1500
1000

500

0 5 10 15 20 25 30 g
Temps de rétention




L’analyse globale - station de traitement des eaux usées

B Composés entrants
B Composés abattus
B Composés géneérés

Composés persistants

= Empreinte chimigue de chaque échantillon

=  Plusieurs milliers de composés

v" Impossible de tous les identifier (a I'heure actuelle)
v" Possibilité d’analyser dans sa globalité I'information

Efficacité des STEU:

Composés 17%
persistants

Composés abattus  83%

Composeés générés  70% des composés
sortants

N
=N

Produits de
transformation ?

o



De I'analyse globale vers l'identification

[ composés détectés dans |'eau brute

| composés détectés |'eau traitée 5 o
[ composés persistants a5 ¢ Extrait d’eau brute

[1cOmMposés « généreés »

» 1000
‘Q
v 900
o 800
g 700 ‘
O 600
o 500
(O] ) o
400
o
o) o
E 300
O w0 l 0
= 100| [ o
0 ——— ° °
il P T 00000 0000000000000 GG0 @
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
HNMST N ON0OO0 S NMTNONWOODO S NMTINONODOO = N M 3 4 5
~ R s H o H A A NNNNNNNNNNOOON®MNmONO®M
W VW WWWWWWVWYO ¢ ¢ ¢ v v & & & & & & & & & & & & & & & & «~ & o
mmmmmmmmm O OV LV VWYWWVWWVWWWOYVOVUOLWL VOV OVWOYVW VOOV LYWLV VvV
HEHAMOT NDONONDON NN NNV NNONNONNNN NN NN NnnNn

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

Masse (Da)

* Les composés abattus sont ceux ayant des masses > 450Da : potentiellement antibiotiques,
surfactants

 Composés de masses plus petites dans I'eau traitée (perte de groupement chimique...)

» Mise en évidence de produits de transformation o



Déconvoluer l'information

4000
* L’identification individuelle de chaque composé est tres 3000
chronophage N
. . . 7 . \ EZOOO
* Voir impossible pour des échantillons tres
complexes 1000
0
> Besoin d’établir des stratégies d’identification 0 5 10 15 20 25 30

Temps de rétention
Rechercher des composés connus

Analyse en suspect




L’identification - La recherche de suspects

En une analyse recherche de plusieurs centaines de molécules
» Gain de temps d’analyse
» Diminution des solvants

Listes de « suspects » pouvant étre axées sur des thématiques
Exemple: Liste REACH
Liste usages
Liste activités biologiques (ex : PE...)

Screening Traceurs

abacavir 2-hydroxy-atrazine testostérone 6:2 FTSA
acébutolol SRR 8:2 FTSA
T AMPA 1/dlphag
acide &-chlorobenzoique D hydroxyprogesterone EtFOSAA
acide clofibrique
R azoxystrobine 17 a ethynyestradiol FOSA
acidelisnelibiate bifenthrine 18 a ethynyestradiol FOSAA
acide salicylique carbendazime
amitriptyline chlorfenvinphos 6alpha-Me prednisolone RO
. PFBA
aspirine BT T androstenedione A
chiorpyrifos-ethyT PFBS
aténolol cyfluthrine canrénone / spironolactone ==
atorvastatine cypermethrine cortisone
bézafibrate DCPMU PFHPA
DEA dexamethasone
bisoprolol PFHpS
DIA DHA
= PFHXA
caféine HIEZIoN]
carbamazépine dichlorvos DHEA PFHxS
cétirizine ifenoconazole A B dihydrotestosterone DHT PENA
clopidogrel ClAT AT hydrocortisone PFOA
dimetachlore N
diclofénac hydroxydihydroprogesterone| PFOS
diuron DHP
disopyramide DMISA PFPeA
Huoxetine DVIST hydroxypregnenolone OHPn
ne endosulfan Norethindrone
— epoxiconazole
gemfibrozil - EEmAETEE s AT E Levonorgestrel
hydroxy-ibup famoxadone norgestimate
i & fenbuconazole
Trepreine OH-progesterone-cap
kétoproféne fipronil .
fipronil desulfinyl prednisone
lamivudine f rsuffide
: tpronitsultide pregnenolone Pn
levetiracetam fipronil sulfone
lorazépam flazasulfuron progesterone Pg
e fluquinconazole 4-nonvl_phen‘ol (mélange
_ flutriatol isoméres)
méprobamate glyphosate 4-ter octylphénol
meétoprolol hexazinone NPLEC
naproxéne hexazinone NP10E
REViapine hydroxy-simazine NP20OE
_ imidaclopride OP10E
o iSoproturon OP20E
oxazépam [ lambda-cyhalothrine | 4MBC
paracétamol finuron avobenzone
- mancozebe
pravastatine EHMC
metolacniore
e métolachlore ESA octocrylene
- metolachlore ODPABA
ropranolo
o omethoate oxybenzone
ranitidine permethrine
ritonavir propiconazole benzyl paraben
sotalol simazine butyl paraben
P Spiroxamine ethyl paraben °

tau-fluvalinate

tebuconazole

di(2-éthylhexyl)phthalate

chlorhexidine

isobutyl paraben

terbuthylazine

isopropyl paraben

terbutryne

methyl paraben

erbutylazine desethyi

pentyl paraben

tetraconazole

propyl paraben

triclosan

trifloxystrobine

trifluraline




Différents axes de recherche

Etude des phénomenes de transformation



Dégradation en milieu controlé

Eaux de |'estuaire de Seine (bouchon vaseux) + Effluent
de STEU

/ Analyses ciblées \
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Moyenne de tous les aquariums
Echelle relative de stabilité en Seine
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—
\ Persistance en phase dissoute /




Dégradation en milieu contrélé

Eaux de I'estuaire de Seine (bouchon vaseux) + Effluent / Analyses non ciblées
de STEU el e Condition

" 21 jours ﬂ' 1
‘ Agilent® LC-QTOF
\ }

Y Composés dégradés—
/ Analyses ciblées \

{5“ N Composés persistantsfr
Moyenne de tous les aquariums Composés générés

Echelle relative de stabilité en Seine

o j_m

[

d e & & & & &0 Q¢S Composés dégradé
é & (,p\ & o 065\(‘ (@ .p N & (o
b°e“«‘?°o°<» Q‘OQOV (&\o é?e@:&@"e“'&"\i‘ °Q<b5~ @Q , R e ———
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L’identification - cas des produits de transformation

» Etablissement d’une liste de suspects basée sur les produits de transformation connus et
référencés ou sur des transformations supposées théoriques (oxydation, hydrolyse, ...)

Recherche de PT par expérimentation et par Recherche de PT dans la bibliographie
simulation [ st L ,
\CH3 m/z 294 E‘ — N,< i ~CH,
o b
Afi A m/z 310
‘(\xﬁ ., _—CH, R H' NzoI\_ N\ —CH,
) 5 ' ,J CHy l CH,, o ‘ y
< % m/Z 264 o \ o +2 04 Ho m/Z 216
I \ 4OH: | -CH,:
L “ ,’.::i‘f\v o 1| o \‘\ ‘: i
3" OGNS &
L ) ] m/z278 = 1., N AL — T L
* Création de produits de transformation N el " o
N ,,cu_'N' o Ny
* Identification de produits de (% < mjz1e0 ~ M2216 m/z218
transformation mewh T A .
M~ o ! ‘\\ TR - l o
E t/ OU L.-\\V::‘:J\\-«"CH;‘..«~..~0N 0 :I:lnJ T o
 Etablir des listes de suspects artificiels mjzat0 O * m/z 117 m/z 105

(Garcia-Galan et al 2016) 4

basés sur les processus de ;

transformation



L’identification - cas des produits de transformation

Produits de transformation suspectés « Identification de la venlafaxine et de son produit

de transformation le o-desméthylvenlafaxine
. dans un effluent de STEU
Venlafaxine

0
0 I 5 10 15 20 25 30
Temps de rétention (min)

x102 | Cpd 44: +ESI Product lon (rt: 3.634 min) Frag=110.0V CID@40.0 (264.1972[z=1] -> **) REGARD_2017-

HO N 58.0652
0.84
0.6
044
107.0493
H 0.24
3C\ HO 46.0653 79.0542 91,0544 119.0863 133.0644 145 0635
N 7 o . e | |
H3 x102 | Cpd 44: +ESI Product lon (rt: 3.634 min) Frag=110.0V CID@40.0 (264.1972[z=1] -> **) REGARD_2017-

1 58.0652

O-Desméthylvenlafaxine”] e s o

.0493
. 119.0863 133-‘0544 145.0635

14
x102 | O-Desmethylvenlafaxine (Desvenlafaxine) C16H25NO2 + Product lon Frag=150.0V CID@40.0 Forensit
58.0651
b (*]
0.8

107.0491

79.0542 910542 ‘ 133-‘06“3 145.0648 (/

50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




L’identification - cas des produits de transformation

Produits de transformation suspectés

01234567 891011

Temps de rétention (min)

Produits [M+H]+

DVFX 264.1958

PT294 294.2053

Venlafaxine  pr316 3102008
PT216  216.086
PT218 218.1012
PT280 280.1903
DVEX

PT296 296.1852

PT312 312.1799

Identification de la venlafaxine et de son produit
de transformation le o-desméthylvenlafaxine
dans un effluent de STEU

Détection de différentes masses pouvant
correspondre a d’autres produits de
transformation



L’identification - cas des produits de transformation

Produits de transformation suspectés

01234567 891011
\ Temps de rétention (min)

Produits [M+H]+

DVFX

264.1958

PT294

294.2053

Venlafaxine PT310

310.2008

PT216

216.086

PT218

218.1012

PT280

280.1903

DVFX PT296

296.1852

PT312

312.1799

* Identification de la venlafaxine et de son produit
de transformation le o-desméthylvenlafaxine
dans un effluent de STEU

» Détection de différentes masses pouvant
correspondre a d’autres produits de
transformation

* Détection des deux composés dans le milieu
naturel
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-, 2500 Milieu naturel
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1500
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20 30
temps de rétention (min)

[

m/z 264

, _ m/z 278 (venlafaxine)
(O-desméthylvenlaxafine)



Différents axes de recherche

Développement de |'analyse dirigée par les effets (EDA)

o,
Ret



Approche EDA

éponse cellulaire
naturelle
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U Caractérisation
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o .
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Etude éco-toxicologique en zone urbaine
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Profil biologique apres fractionnement

(o]

Activité luciférase
(relative par rapport au controle positif)

M Blanc

W Sortie

B Entrée
Embranchement

B Amont

Activité AR/GR

» Fractions 46, 52 et 58 actives
» Continuum Amont -> Entrée de STEU
» F58 : I'activité persiste malgré le traitement de la station

» Hypothése : Les molécules responsables des activités sont potentiellement les mémes entre les

échantillons

2



Profil biologique apres fractionnement

¥ Blanc

M Sortie
) M Entrée
8 Embranchement
a2 B Amont

—
N

Activité luciférase
(relative par rapport au Epntr
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Wbl
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Activité ER

» Fractions 12-13, 21, 23, 36, 42, 43 actives
» Continuum Amont -> Entrée de STEU
» F36, F43 : I'activité persiste malgré le traitement de la station
» Hypotheése : Les molécules responsables des activités sont potentiellement les mémes entre les échantillons



Ligands connus potentiellement collectés - calibration HPLC

Activité luciférase
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Stratégie d’identification

» Exemple F52 : activité AR/GR (MPI41,MPI149 et MPI45)

1 - Acquisition puis extraction des ions

2 - Empreintes moléculaires d’une fraction
3 - Comparaison des empreintes

4 - Liste de molécules communes

5 - Recherche de la structure

Jan

+ESI TCC Scan Frag=110.0V Micropolis_2017-06-09_031.d

Blanc

10%°

w

107,

x10

107

o/

+ESI TCC Scan Frag=110.0V Micropolis_2017-06-09_033.d

Sortie : MPI 47

Mass vs.

Retention Time

7

~
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R R )

+ESI TCC Scan Frag=110.0V Micropolis_2017-06-09_035.d

Entrée: MPI 45

+ESI TCC Scan Frag=110.0V Micropolis_2017-06-09_037.d

Embranchement : MPI 49

w
7

+ESI TCC Scan Frag=110.0V Micropolis_2017-06-09_039.d

Amont : MPI 41 N
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Counts vs. Acquisition Time (min)
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310007
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Retention Time (min)
Comparaison des empreintes
v
Aire
m/z rt MPI45 | MPI49 | MPI41
226.1595| 10.718 | 368940 | 288954 | 223908
311.156 | 12.045 | 501336 | 1734851 | 1595802
416.3532| 14.425 | 544291 | 151751 | 219528
448.3427| 16.381 | 266844 | 422500 | 271015
564.401 | 16.741 | 359880 | 80303 | 350687 N
533.2936| 24.178 | 404659 | 122538 | 83228

Norcitalopram



Molécules suspectées et identifiées - Activité AR/GR

Activité luciférase
(relative par rapport au contréle positif)

.

(30,5B,60a)-3-Hydroxy-6-méthyl-20-
oxopregnane-17-yl acétate

A

2 . .
Pipérine

B Blanc
M Sortie
B Entrée

Embranchement

B Amont

——»  Composés détectés
mais pas de structure
probable attribuée
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‘Structure confirmée

Structure probable
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5 Masse

(Schymanski et al, 2014)



Molécules suspectées et identifiées - Activité ER

» Composés détectés dans MP141, MPI49 et MPI45

Ole positif)

N
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Activité luciférase
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Bilan de |’étude

Les profils biologiques de fractionnement obtenus montrent un continuum amont —
sortie de STEU :
» Les molécules biologiquement actives sont communes

Des analyses non ciblées ont été effectuées sur les fractions :
 F46, F52, F58 -> activité AR/GR
e F12-13, F21, F23 -> activité ER

La stratégie d’identification est basée sur les composés communs entre les différents
échantillons

Différentes familles de composés sont identifiees dans les différentes fractions :
métabolite de médicaments, psychotropes, phytoestrogenes, parabéne...

» Parmi les composés identifiés, des ligands ER sont détectés -> daidzéine,

éthylparabene %11’4
L9



CONCLUSION ET BESOINS

=  Mise en évidence d’'un grand nombre de composés (de + en +)
= Caractérisation de mélanges de plus en plus complexes
=  (Capacité d’adresser les faibles concentrations

Mais

= Impossible de tout caractériser — Effet mélange

=  Produits de transformation

=  Lien présence/effet? (« Effect Directed Analysis »)
=  Variabilité

"= Long terme - Fenétre d’exposition

=  Améliorer le traitement et le stockage des données HRMS %QV
(bases de données, logiciels, statistiques, ...) JQ%
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