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Résumé

Le nombre des substances organiques d’origine anthropique détectées dans I’environnement
aquatique ne cesse d’augmenter; un grand nombre demeure inconnu des scientifiques et des
pouvoirs publics. Les sédiments peuvent « capter » une fraction des contaminants organiques du
milieu aquatique et les archiver. L’analyse ciblée par spectrométrie de masse conventionnelle ne
permet que la détection et la quantification d’un nombre restreint de contaminants sélectionnés a
priori. L'objectif de I'action B2.2 est de développer une méthode d’analyse combinant approches
suspectée et non ciblée, basée sur la spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS) pour
permettre une détection plus exhaustive des contaminants, notamment les émergents, dans les
sédiments du Rhone.

Dans un premier temps, nous présentons les principales conclusions d’une étude bibliographique
mettant en évidence la grande diversité des contaminants, dont des hydrophiles émergents, déja
mesurés au moins une fois dans les sédiments, a des concentrations de quelques ng/kg a plusieurs
mg/kg de sédiment sec. Les connaissances sur les contaminants hydrophiles émergents restent trés
limitées (1 a 2 publications par substance). L’analyse par HRMS, couplée a la chromatographie
liquide (LC) et suivie de stratégies suspectée et non ciblée, est prometteuse pour explorer dans les
sédiments les contaminants émergents, comme les pharmaceutiques, cosmétiques, pesticides
récents, perfluorés et produits industriels. Ensuite, nous comparons différents protocoles
d’extraction par solvant avant analyse par LC-HRMS, ce qui a permis d’en choisir un adapté a
I'extraction d’un panel le plus large possible de contaminants organiques émergents dans les
sédiments. Nous présentons également les nouveaux workflows de traitement des gros jeux de
données générées par HRMS, développés dans le cadre de cette étude. Pour I'analyse non ciblée, le
logiciel libre MZmine3 est utilisé, alors que pour I'analyse suspectée, le logiciel libre jJHRMS toolbox
est utilisé avec les bases de données Waters et MassBank. Dans une derniére partie, nous
présentons les résultats et de premieres interprétations des analyses d’échantillons de matieres en
suspension (MES) de I'OSR, prélevés entre septembre 2021 et ao(it 2022, en amont et aval de la
métropole lyonnaise. L’analyse ciblée a permis de quantifier 17 pesticides et 25 pharmaceutiques.
Des retardateurs de flammes, plastifiants, cosmétiques ou composés industriels ont été identifiés
par analyse suspectée. La présence de composés chlorés et perfluorés a également été mise en
évidence avec I'analyse non ciblée. Ces résultats doivent encore étre consolidés et complétés.

Mots-clés

Rhone, Observatoire, Sédiments, OSR, Matiéres en Suspension (MES), Analyse non-ciblée,
Micropolluants organiques, contaminants émergents
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1. Introduction

Avec plus de 150 millions de substances enregistrées au Chemical Abstract Services (CAS) en 2019
(Hiibner, 2019) et 140 000 substances recensées par REACH dans I’'Union Européenne, le nombre
de molécules organiques synthétisées au niveau industriel ne cesse d’augmenter. Utilisées pour
de multiples usages dans notre société, ces molécules couvrent une large gamme de propriétés
physicochimiques et peuvent avoir une certaine activité biologique (désirée ou non). On vy
retrouve, par exemple, des agents conservateurs, des tensioactifs, des retardateurs de flammes,
des biocides dont des pesticides, des cosmétiques ou encore des produits pharmaceutiques
(antibiotiques, hormones, cytostatiques, antidépresseurs, etc.). Au cours de leur cycle de vie, ces
molécules issues de la chimie de syntheése et leurs potentiels produits de dégradation peuvent
contaminer les milieux aquatiques selon des voies différentes, comme par exemple le
ruissellement des eaux pluviales sur des sols agricoles ou urbains, les rejets d’eaux usées
(domestiques ou industriels), méme apres traitement partiel dans des stations d’épuration. Ces
molécules deviennent alors des micropolluants organiques que les scientifiques peinent a

caractériser et qui sont difficiles a prioriser et réglementer pour les pouvoirs publics.

Selon leurs propriétés physicochimiques, les micropolluants des milieux aquatiques se distribuent
dans trois compartiments : sous forme dissoute dans la phase aqueuse, accumulés dans les
organismes aquatiques (biote) ou transférés aux sédiments. L'analyse d’un échantillon d’eau
permet de caractériser la contamination en un point géographique précis au moment du
prélevement. L’analyse d’'un échantillon de biote permet quant a lui d’estimer la contamination
sur une période de temps et sur une zone géographique qui sont plus larges et moins bien
controlées (selon I'age de l'individu et I'étendue sur laquelle il se déplace). Et, les matiéres en
suspension sédimentent avec le temps, en couches superposées qui, si elles ne sont pas
remobilisées, peuvent étre analysées et permettre d’étudier I'historique de la pollution sur

plusieurs décennies et dans une zone géographique précise.

L'analyse d’échantillons sédimentaires tels que des matieres en suspension (MES), sédiments de
surface ou carottes de sédiment a déja été réalisée avec succes pour établir les historiques de
contamination inorganique par certains métaux dans le Rhone (Dendievel et al. 2020). De la méme
maniére, d’autres études portant sur des contaminants organiques ciblés tels que les
polychlorobiphényles (PCB) ou les substances poly et perfluoroalkylées (PFAS) ont également été

réalisées dans des carottes de sédiments afin de révéler des profils temporels de contamination
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dans plusieurs fleuves francais (Mourier et al. 2014, Mourier et al. 2019). Les sédiments sont donc
un moyen pour étudier I'évolution de la contamination liée aux interdictions successives de
certaines molécules particulierement délétéres pour I'environnement (par exemple les biocides
atrazine et carbendazime), ou a la mise sur le marché de nouvelles molécules, ou encore a
I'optimisation des systemes de traitement des eaux usées et autres rejets liés aux activités

humaines.

Afin d’analyser les contaminants organiques dans les sédiments, la méthode conventionnelle
consiste a les extraire de la matrice sédimentaire pour ensuite les séparer par chromatographie et
les détecter par spectrométrie de masse a basse résolution (MS) selon une approche dite
« ciblée ». Cette approche est particulierement sensible (limites de détection basses) et permet
d’obtenir une concentration pour chaque molécule ciblée. Cependant, elle possede un
inconvénient majeur. En effet, les contaminants a détecter doivent étre sélectionnés a priori et
leur nombre est relativement restreint (généralement entre 50 et 150, grand maximum) car
I’'approche « ciblée » requiert un étalon analytique pour chacun d’entre eux. Pour pallier cela, il
convient alors de recourir a une détection selon une approche dite « non-ciblée », basée sur la
spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS). Brievement, cette autre approche analytique
détecte I'ensemble des composés organiques présents dans un échantillon sans aucune sélection
a priori, a la condition que ceux-ci puissent étre ionisés dans le spectromeétre de masse et que leur
concentration soit suffisante. Les composés ainsi détectés sont caractérisés par leur temps de
rétention chromatographique, par I'aire du pic chromatographique, par leur ratio masse/charge
(m/z) et, parfois (selon I'instrument et la méthode employée pour I'acquisition des données), par
leurs ions fragments spécifiques. L'identification des composés détectés est alors possible dans un
second temps a |'aide de multiples approches dont la plus commune (dite « analyse suspectée »)
consiste a comparer les données acquises a des bases de données comportant plusieurs milliers
de contaminants organiques déja connus et leurs caractéristiques (dont leur masse exacte et leurs
ions fragments). Cependant, les données d’analyse non-ciblée par HRMS peuvent également étre
interprétées dans leur ensemble sans identification des molécules. On parle alors de I'analyse de
I’empreinte chimique des échantillons. L'objectif est généralement de comparer l'intensité des
signaux dans plusieurs échantillons formant une série temporelle ou spatiale afin de déterminer

des groupes de composés au comportement similaire (Merel et al., 2015).
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Pour I'action B2.2 du programme OSR6, nous proposons donc une approche originale basée sur
I’'analyse HRMS de matériel sédimentaire. Les différentes approches (ciblées, suspectées et non
ciblées) sont réalisées sur des MES collectées par le réseau de suivi de I'OSR. Deux verrous
scientifiques et techniques doivent étre pris en considération. Le premier verrou réside dans
I’extraction par solvants des contaminants organiques des sédiments. Les méthodes d’extraction
disponibles dans la littérature ont été développées et optimisées pour I'analyse d’'un nombre limité
de contaminants par une approche « ciblée ». Or, pour I'analyse des sédiments par une approche
non-ciblée, il s’agit d’optimiser et d’appliquer un protocole permettant d’extraire le plus grand
nombre de contaminants possible avec le maximum de sensibilité. Le second verrou réside dans
le traitement de la grande quantité de données issues de |I'analyse non-ciblée par HRMS. Il est ici
nécessaire de développer et valider une succession d’étapes (workflow) de tri des données afin de

mettre en évidence de facon fiable le plus large panel possible de contaminants.

Ce rapport est composé de quatre parties: une étude bibliographique sur les contaminants
organiques retrouvés dans les sédiments de lacs et de riviéres a travers le monde (Chapitre 2) ; un
résumé des développements analytiques réalisés, incluant le protocole d’extraction et les
workflows de tri et de traitement des données issues de HRMS (Chapitre 3); des premiers
exemples d’application de ces méthodes sur des MES de I’OSR (Chapitre 4) ; les perspectives de ce

travail dans le programme de I’OSR 7 (Chapitre 5).

2. Revue bibliographique sur la contamination des sédiments
aquatiques continentaux par les micropolluants organiques

2.1 Méthodologie de sélection des articles

L'objectif est de faire un état de I'art sur les types de matrices analysées (MES, sédiments de
surface, carottes sédimentaires), la nature des contaminants et les niveaux de contamination
mesurés, les techniques et protocoles pour les extraire et les stratégies analytiques mises en

ceuvre pour les détecter.

La recherche bibliographique a été réalisée en ciblant des publications scientifiques de rang A,
sélectionnées avec Web of Science (WoS) a l'aide de I'’équation de recherche détaillée dans

I’annexe 1. Dans un premier temps, l'item « topic » de WoS a été utilisé pour sélectionner les
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articles portant sur les sédiments et les MES. Ensuite, différents filtres ont été appliqués, comme
le montre le détail de I’équation de recherche en annexe 1. Nous avons sélectionné les domaines
de recherche « environmental sciences » et « analytical chemistry ». Nous avons conservés les
documents publiés aprés 2010, date de publication du dernier état de I’art sur I'analyse des
polluants organiques dans les sédiments (Parkinson and Dust 2010). Nous avons sélectionné les
articles permettant de couvrir les diverses familles de contaminants organiques (soit un total de
plus de 100 000 contaminants) répertoriées dans les bases de données du réseau européen
Norman (www.norman-network.com/nds/susdat/). Enfin, nous avons sélectionné les articles
mettant en ceuvre la spectrométrie de masse pour la détection de contaminants organiques, ce

qui nous a permis de rassembler 660 articles a la date du 12 avril 2023.

Les 660 articles sélectionnés dans WoS ont ensuite été examinés individuellement afin de retenir
seulement les plus pertinents a I'aide des critéres suivants :

- Les analyses devaient porter sur des échantillons environnementaux. Les articles de
développement de méthodes sans application sur un sédiment naturel ont été rejetés, ainsi
gue les revues bibliographiques.

- Les échantillons analysés devaient étre uniquement des sédiments d’eaux de surface, en
zones continentales et cotieres. Les articles portant uniguement sur des échantillons
marins (hors zones cotieres), des sols et des sédiments de bassins de décantation ou de

station d’épuration des eaux usées ont été rejetés.

A l'issue de cette ultime sélection, 166 articles ont été conservés pour une étude approfondie.
Pour chacun d’entre eux, les contaminants analysés ont été référencés avec leur concentrations
maximum et minimum mesurées dans l'article. De la méme maniere, le type d’échantillon
(carottes, MES, etc.), le prétraitement (séchage, stockage), la méthode d’extraction (technique,

solvant, etc.) et le type d’analyse (LC ou GC, ciblée ou non ciblée) ont été renseignés.

2.2  Caractéristiques des sédiments dans les articles sélectionnés
Comme le montre la figure 1, les sédiments étudiés ont des provenances géographiques diverses.
Plus des deux tiers sont des sédiments prélevés dans des eaux continentales en Europe (68) ou en
Asie (47). Sur les 166 articles étudiés, 126 sédiments ont été prélevés dans des rivieres, contre
seulement 53 dans des lacs. Quant au type de sédiments, ce sont généralement des sédiments de

surface. Cela s’explique par la plus grande facilité a les échantillonner, en comparaison des MES et
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carottes de sédiments. En effet, les MES sont majoritairement récupérées par filtration de grands
volumes d’eau et les carottes sédimentaires nécessitent un carottier et des études poussées de

terrain pour choisir I'endroit le plus pertinent a carotter.

Localisation

A)

Aln B) Environnement C) Type de sédiment
9 3 17 6
‘“‘ 37 ‘
16
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u Europe Lacs

18 .
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&ri aj
- 2mz:que :u ord \ « Lacs + rivieres Carottes
o \\ i 24 MES
= Moyen Orient N \ Cotiers
= Australie 16 \\ = ND 110 = ND 118

m ND
68

Figure 1: A) Localisation, B) type d’environnement et C) type de sédiments étudiés dans les 166 publications.

(ND : non disponible)

2.3  Une grande diversité de micropolluants organiques identifiés dans
les sédiments
Dans les 166 articles, 1 184 micropolluants différents ont été recensés. Ils ont été classés en 11
catégories, listées dans la figure 2. La catégorie « autres » comprend différents types de composés
comme les dioxines et furanes produits involontairement lors de combustions, ou encore des
produits aux larges applications industrielles comme les nonylphénols. Au-dela de ces catégories,
on peut définir deux grands groupes, les contaminants historiques (HC) et les émergents (CEC). Les
HC comprennent les polychlorobiphényles (PCB), les retardateurs de flammes tels que les
polybromodiphényléther (PBDE) ou ceux organo-phosphatés, les pesticides organochlorés (OCP)
et les hydrocarbures, dont les composés aromatiques polycycliques (HAP). Les CEC incluent
d’autres pesticides, les pharmaceutiques, les cosmétiques, les hormones, les perfluorés (PFAS) et
les plastifiants. La figure 2A montre qu’environ 42% des CEC recensés dans notre revue

bibliographique sont des pharmaceutiques ou des pesticides.

Nous observons que 82% des contaminants référencés ont été étudiés seulement dans une ou
deux publications (figure 2B). Les contaminants cités dans plus de 10 références sont des HC,
comme les 7 PCB indicateurs et les 16 HAP de I’'US EPA (Agence de protection de |'’environnement
des Etats-Unis). D’autres PCB (parmi les 209 existants en théorie) et d’autres HAP (parmi les 50
référencés dans cette revue bibliographique) ont été aussi étudiés, mais dans moins de

publications.
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Figure 2 : Nombre de micropolluants détectés dans les matrices sédimentaires en fonction de A) leur catégorie

et B) leur fréquence d’étude.

Au sein des catégories de CEC, nous observons une grande diversité de micropolluants et de
nombreuses sous-catégories peuvent étre définies. Les pharmaceutiques comprennent des
antimicrobiens, des anxiolytiques, des bétabloquants, des anticonvulsants, etc. Les drogues illicites
ont également été associées a cette catégorie. Concernant les pesticides, au-dela des 3 grandes
catégories insecticides / fongicides / herbicides, nous pouvons identifier plus de 80 sous-
catégories, au regard des structures chimiques, avec par exemple, les herbicides triazines, les
insecticides carbamates ou néonicotinoides, les fongicides azolés, etc. La figure en annexe 2,
illustre cette grande diversité des contaminants retrouvés dans les sédiments.

Au sein des catégories de CEC, certains composés sont assez largement étudiés (dans > 10
publications), comme les pharmaceutiques carbamazépine, ibuproféne ou diclofénac;
I’antimicrobien triclosan présent dans les cosmétiques ; le plastifiant bisphénol A ou le pesticide
atrazine. A l'inverse, au sein des catégories HC, des composés sont peu étudiés (dans 1 ou 2
publications) a I'image de certains nouveaux retardateurs de flamme comme le

pentabromotoluéene et tétrabromobisphénol A.

2.4  Une large gamme de concentrations mesurées méme pour les
micropolluants hydrophiles
La figure 3A montre la répartition des concentrations recensées (maximum et minimum de chaque
contaminant par publication) regroupées par catégorie. L'examen des moyennes et médianes pour

chaque catégorie permet de mettre en évidence une tendance a des niveaux de contamination
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plus élevés pour les hydrocarbures et PCB ; et des niveaux plus bas pour les pharmaceutiques,
cosmétiques et hormones. Néanmoins, pour toutes les catégories de micropolluants, les niveaux
de concentrations sont mesurés sur une trés large gamme (> 5 ordres de grandeur), répartis du

ng/kg jusqu’a la centaine de mg/kg (poids sec).

La figure 3B montre que I’hydrophobie des composés ne suffit pas a expliquer les niveaux élevés
de concentration des contaminants dans les sédiments. En effet, des composés avec un log Kow®
tres faible (donc trés hydrophiles) sont retrouvés a de fortes concentrations, comme la caféine (log
Kow = -0,1) dans le bassin de la riviere Jundiai au Brésil (jusqu’a 3,3 mg/kg), I'antibiotique
oxytetracycline (log Kow =-1,6) dans des sédiments de surface du fleuve Hai He en Chine (maximum
de 2,4 mg/kg) ou la biotoxine anatoxin-a (log Kow = 0,8) retrouvée en Espagne a 1,12 mg/kg. Ces
fortes concentrations peuvent s’expliquer par des productions / consommations élevées associées
a des quantités rejetées dans les milieux aquatiques élevées et par une affinité pour les sédiments
due a des interactions autres qu’hydrophobes, comme par exemple des interactions ioniques. Il
est donc pertinent d’explorer les contaminants hydrophiles dans les sédiments ; les connaissances

dans le domaine sont aujourd’hui lacunaires.

1Le Kow est le ratio de la concentration a I'équilibre d'une substance chimique dans I'octanol sur la concentration
de cette méme substance dans I'eau.
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Figure 3 : Répartition des concentrations de micropolluants mesurées (ug/kg poids sec) dans les matrices
sédimentaires A) par catégorie et B) en fonction du Log Kow (source PubChem).
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En fonction du type de sédiment, la nature des composés détectés peut étre différente. Dans
certaines études, les auteurs ont analysé a la fois des sédiments de surface et des MES sur une
méme zone géographique. Les contaminants plus hydrophiles, comme les pharmaceutiques et les
hormones, sont retrouvés a plus fortes concentrations dans les MES vs. les sédiments de surface
(Aminot et al., 2015 ; De Sousa et al., 2018). A contrario, les composés plus hydrophobes, comme
les PCB ou le PFAS acide perfluorooctanoique, sont retrouvés en plus fortes concentrations dans

les sédiments de surface vs. les MES (Montuori et al., 2014 ; Mudumbi et al., 2014).

Quant aux concentrations dans les couches superposées des carottes sédimentaires, elles
permettent de dresser des historiques de contamination. Pour certains composés, les
concentrations diminuent avec le temps (du bas vers le haut de la carotte) comme le bisphénol A
remplacé par le bisphénol S dans une carotte du parc national de Derdap en Serbie (Hagemann et
al., 2019), les OCP dans la riviere Mei en Chine (He et al., 2020) ou encore les PCB dans une carotte
du Rhone (Mourier et al., 2014). L'inverse se produit pour d’autres composés, témoignant d’une
augmentation de leurs rejets au cours du temps. C’est le cas des PBDE et des HAP dans une carotte
du lac Poyang en Chine (Wan et al., 2020), ou des pesticides irgarol, terbutryne, et prométryne

dans les carottes des lacs Greifen et Lugano en Suisse (Chiaia-Hernandez et al., 2020b).

2.5 L'absence d’une méthode d’extraction unique pour tous les
micropolluants

Avant d’analyser un composé, il doit d’abord étre extrait du sédiment par des solvants organiques.
On distingue les techniques d’extraction a haute température et haute pression de celles réalisées
dans des conditions plus douces. Parmi les extractions douces, on retrouve |’extraction assistée
par ultrason (US), la méthode d’extraction QUEChERS (pour Quick, Easy, Cheap, Efficient, Rugged
and Safe), et l'extraction par agitation a température ambiante. Les extractions a haute
température sont les extractions par liquide pressurisé (PLE) comme celle utilisant I'appareil ASE
(Accelerated Solvent Extraction), I'extraction Soxhlet et I’extraction assistée par microondes
(MAE). Excepté pour quelques composés thermolabiles comme les estrogenes ou des toxines, les
techniques d’extraction mentionnées ci-dessus ont déja été mises en ceuvre avec succes pour la
plupart des contaminants référencés dans cette revue (dans des conditions différentes selon la
nature des composés a extraire). L’extraction Soxhlet est préconisée dans d’anciennes méthodes

de I'US EPA, et elle est encore largement utilisée, notamment pour des HC. Cependant, d’apres
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notre revue, les techniques d’extraction largement majoritaires sont I’ASE et I’US, qui sont utilisées

respectivement 46 et 69 fois dans les 166 publications.

Si I'efficacité de I'extraction des contaminants étudiés ne dépend pas (ou peu) de la technique
d’extraction, elle dépend fortement de la nature du ou des mélanges de solvant utilisé(s). Avant
une analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a basse
résolution (GC—MS) de composés plutét hydrophobes, les solvants d’extraction utilisés
majoritairement sont I'acétone, I’hexane et le dichlorométhane. Pour les extractions de composés
hydrophiles a modérément hydrophobes, avant une analyse par chromatographie en phase liquide
couplée a la spectrométrie de masse (LC—MS), les solvants classiquement utilisés sont le méthanol,

I’eau et I'acétonitrile.

D’autres parametres peuvent influencer |'efficacité de I’extraction comme la masse de sédiments
extrait, 'ajout d’une étape de purification, le volume de reprise, le nombre de cycles d’extraction,
etc. Ces parametres sont optimisés plus finement en fonction des propriétés des composés pré-
ciblés, et aussi du type de sédiment a analyser (niveaux de contamination, teneur en matiére
organique ...). Pour des analyses non ciblées ou pour étudier un large panel de composés
caractérisés par des propriétés physico-chimiques variées, il n’existe pas de méthode unique
d’extraction. Dans ce cas, il convient de combiner différentes conditions et natures de solvants

pour couvrir un maximum de micropolluants différents.

2.6 Lapertinence de I’analyse non ciblée par LC-HRMS pour explorer les
contaminants émergents
Sur les 166 articles étudiés, 89 utilisent la LC-MS, et 88 la GC-MS. Les HC ont tendance a étre
analysés plutot par GC-MS, tandis que les CEC le sont plus souvent par LC-MS. Cependant, certains
HC, comme les HAP, peuvent aussi étre étudiés par LC-MS et certains CEC, comme des pesticides

non organochlorés ou des cosmétiques, par GC-MS (cf. figure 4).

Dans certains cas, les auteurs mettent en ceuvre une dérivatisation avant analyse GC-MS (cf. figure
4). C’est une réaction chimique qui permet de rendre des composés plus volatils et donc d’analyser
par GC-MS des composés généralement analysés par LC-MS, comme par exemple
I'antiinflammatoire naproxene par Chakraborty et al. (2018) ou le pesticide simazine par Chiaia-

Hernandez et al. (2020b).
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Figure 4: Nombre de composés détectés dans les sédiments en fonction de la méthode d’analyse

chromatographique (LC-MS vs CG-MS avec ou sans dérivatisation).

Dans plus de 85% des articles, les auteurs font de I’analyse ciblée avec spectrométrie de masse
couplée a de la chromatographie liquide ou gazeuse (LC-MS ou GC-MS). Certains se focalisent sur
un nombre limité de catégories de micropolluants. D’autres tentent d’en mesurer plusieurs
centaines, comme Babic et al. (2018) et Skrbic et al. (2018) qui ont cherché a quantifier
respectivement 104 et 313 composés dans des sédiments de la région du Danube en Serbie et en

Croatie. Le nombre moyen de composés mesurés par analyse ciblée est de 17.

En comparaison, I'analyse suspectée avec spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS)
permet de scruter la présence d’un plus grand nombre de composés. Nous avons trouvé 12
publications (7 en GC-HRMS, 5 en LC-HRMS) avec de I'analyse suspectée sur des sédiments de lac
ou de riviere. Par exemple, grace a la GC-HRMS, Chiaia-Hernandez et al. (2020a) ont détecté 69
composés, tandis que Chamorro et al. (2012) ont détecté 33 composés qui n’avaient pas encore
été mis en évidence dans des sédiments. Nous avons trouvé seulement 5 articles avec analyses
suspectées par LC-HRMS : 1) 25 PFAS ont été mis en évidence dans les 5 principaux fleuves frangais
(Munoz et al., 2016), dont des PFAS recensés une seule fois dans cette revue, avec des structures
peu communes ; c’est le cas du N,N-diméthyl-3-(perfluorooctanamido)propan-1-amine oxyde ou
du N,N,N-trimethyl-3-(perfluorooctylsulfonamido)propan-1-aminium; 2) 11 HAP dans des
sédiments du Fjord du Roi au Svalbard (Nejumal et al., 2017), dont certains HAP qui ne font pas

partis de la liste des 16 classiquement analysés (par exemple le 2-mercaptobenzothiazole et le
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dibenzothiophéne); 3) 2 cosmétiques (triclocarban et dichlorocarbanilide) et un produit de
dégradation (méthyltriclosan) dans une carotte lacustre en Suisse (Chiaia-Hernandez et al., 2013) ;
4) 2 pharmaceutiques (naproxene et métoprolol) dans des sédiments de surface a Stockholm
(Minten et al., 2010); 5) Ye et al. (2021) ont détecté les retardateurs de flamme phosphatés
classiques avec I'analyse ciblée et ont étendu leur liste avec 15 autres retardateurs de flamme

phosphatés trouvés par analyse suspectée.

Enfin, les analyses par HRMS permettent également d’explorer des groupes de composés sans leur
donner un nom précis. C’'est ce que I'on appelle I’analyse non ciblée. Par exemple, Peng H et al.
ont recherché tous les composés bromés (Peng et al., 2016a) et iodés (Peng et al., 2016b) dans
des sédiments du lac Michigan aux Etats-Unis. Ils ont ainsi détecté plus de 3 000 composés iodés
et 2 520 composés bromés. Une autre démarche non ciblée a été suivie par Chiaia-Hernandez et
al. (2017) pour I'analyse d’une carotte sédimentaire du lac Greifen en Suisse : ils ont réalisé une
classification ascendante hiérarchique sur les signaux détectés par LC-HRMS et ont pu ainsi mettre
en évidence 4 groupes de composés, parmi lesquels : 1) un groupe de 1469 composés dont la
concentration augmente a partir des années 1940 et qui sont réduits par I'implantation d’une
station d’épuration en 1954 ; et 2) un deuxiéme groupe de composés apparaissant aprées
I'implantation de la station et qui sont réduits aprés I'amélioration du procédé de traitement des

eaux en 1974 (figure 5).
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Figure 5 : Profils temporels des groupes de composés impactés par 1) 'implantation et 2) I'amélioration d’une

station d’épuration dans le lac Greifen en Suisse ; tiré de Chiaia-Hernandez et al. (2017).
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En résumé

e 1184 composés organiques différents ont été retrouvés dans les 166 publications
sélectionnées mettant en ceuvre des analyses par spectrométrie de masse pour la détection

des micropolluants organiques dans des sédiments d’eaux de surface ;

e Une grande diversité de micropolluants est présente dans les sédiments, a des concentrations

de quelques ng a plusieurs mg/kg de sédiment sec ;

® Les composés hydrophiles (log Kow < 3) peuvent également étre retrouvés a de fortes
concentrations (> mg/kg), comme par exemple certains antibiotiques (ofloxacine,
sulfaméthoxazole, tétracycline et oxytétracycline, ...), des insecticides comme le diméthoate,
des agents de conservation comme I'alcool benzylique (utilisé dans les cosmétique, entre

autres).

e Laspectrométrie de masse a haute résolution couplée a la chromatographie liquide (LC-HRMS)

est adaptée pour I'exploration de contaminants émergents dans les sédiments ;

e laspectrométrie de masse a haute résolution avec les stratégies d’analyses suspectées et non
ciblées est prometteuse pour améliorer les connaissances sur la contamination des sédiments

par les micropolluants organiques d’origine anthropique.

OSR6 Rapport Scientifique final | Actions B2.2 et B3.3 | 2024



3. Développement méthodologique

3.1 Introduction
Suite a I’étude bibliographique, nous avons choisi de nous concentrer sur I'analyse LC, bien
adaptée a I'exploration des micropolluants émergents dans les sédiments. La figure 6 illustre
I’ensemble des étapes pour cette exploration, incluant I’analyse LC-HRMS ou LC-MS/MS, et pointe
(en vert) les étapes qui ont été testées/optimisées dans le cadre de I’action B2.2 de I'OSR. Ces
étapes sont présentées dans ce Chapitre 3. Il s’agit: 1) de I'extraction par solvant des
micropolluants contenus dans les sédiments, 2) du traitement des données HRMS pour I'analyse
non ciblée, et 3) du traitement des données HRMS pour I‘analyse suspectée.
Echantillonnage +

4

1 Préparation de I'échantillon :

: [ Prétraitement H Extraction ] o . 1

1 Extraits sédimentaires 1
]

4 \
(] T 1
o Spectrométrie Y Analyse LC—MS
1 1
H [ Chromatographie liquide ]——[ (MS/Ms) ]—’ Ciblée H
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Figure 6 : Analyse des micropolluants organiques dans les sédiments. En vert : les étapes optimisées pour les

analyses non ciblées et suspectées.

3.2  Extraction par solvant des micropolluants de la matrice sédimentaire :
comparaison de protocoles
3.2.1 Meéthodologie
Parmi les différentes techniques d’extraction possibles, I'extraction par ultrasons (US) et celle par
ASE ont été retenues car I'étude bibliographique a montré que ce sont les deux techniques
majoritairement mises en ceuvre pour les sédiments. De la méme maniere, sur la base de la
littérature, les solvants sélectionnés pour extraire un panel large de micropolluants avant une

analyse par LC-MS sont le méthanol (relativement polaire) et I'acétone (modérément apolaire).
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L'optimisation de la méthode d’extraction est fondée sur des expérimentations réalisées a |'aide
d’un sédiment de travail disponible en grande quantité au laboratoire. Il s’agit d’'un sédiment
naturel prélevé sur I’Helpe Mineur, aussi utilisé pour la validation du workflow de traitement des
données HRMS (cf. § 3.4). Ce sédiment a été dopé avec 8 contaminants organiques deutérés
potentiellement détectables dans le Rhone dont 5 pharmaceutiques (aténolol_D7,
noréthindrone_D6, carbamazépine_D10, sulfaméthoxazole D4, amitriptyline_D6) et 3 pesticides
(diuron_D6, tébuconazole_D6, simazine_D5). Puis, I'extraction a été réalisée par ultrason ou par
ASE, en utilisant successivement un mélange acétone/méthanol (50/50, V/V), puis du méthanol
pur. Pour chaque technique, l'influence du nombre de cycle(s) d’extraction a été examinée. De
plus, I'efficacité de I'extraction par ASE a été testée avec une température basse (50°C) et une
température haute (100°C). Les expériences ont été réalisées en triplicatas et chaque échantillon
a été analysé par LC-HRMS (chaine Waters ACQUITY UPLC H-Class couplée a un Xevo G2-S QToF).
Une deuxieme série d’extractions a ensuite été réalisée pour optimiser les effets matrices vs. les
limites de détection, avec comparaison de deux prises d’essai (0,5 g et 1 g masse séche), étude de
I'impact d’une purification par (d)SPE (Dispersive Solid Phase Extraction), et de la dilution des
extraits sédimentaires (dilué 2, 5 et 10 fois). Les différents protocoles et paramétres testés sont

synthétisés dans la figure 7.
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Figure 7 : Démarche et parametres testés pour I'optimisation de la méthode d’extraction des sédiments avant
analyse non ciblée. (ND : non dilué ; D2, D5, D10 : facteur de dilution de I'extrait avant analyse).

3.2.2 Résultats
Nous faisons I'hypothése que le meilleur protocole pour I'analyse non ciblée est celui qui permet
d’extraire le plus grand nombre de composés, avec des intensités les plus hautes et ayant une
variation la plus faible entre les triplicatas. Ce protocole optimisé doit aussi couvrir une large

gamme de composés sur I'espace masse sur charge = f(temps de rétention).

Concernant le nombre de cycle d’extraction (1 ou 2), les résultats sont illustrés dans la figure 7.
Que ce soit pour I’ASE ou I'US, réaliser 2 cycles d’extraction au lieu d’un seul permet de détecter
un plus grand nombre de composés. La différence est plus marquante pour I’ASE que pour les US.
Apreés un cycle, 2 270 et 3 087 composés sont extraits par ASE et US respectivement ; cela atteint
3519 et 3541 composés aprées un second cycle d’extraction. Les intensités sont aussi
significativement supérieures pour I’ASE aprés deux cycles (figure 8A); alors qu’avec les US,
aucune différence significative n’est remarquée entre 1 et 2 cycles. La variabilité des intensités

(figure 8B) est plus faible pour I’ASE aprés deux cycles ; alors qu’elle est similaire avec les US apres
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1 ou 2 cycles. Enfin, plus de composés sont détectés apres deux cycles d’US pour les composés de

petites masses, sortant a la fin de la séparation chromatographique (figure 8C et D, cercle rouge).

A) B) Répartition des CV des intensités de détection
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Figure 8 : Résultats de la comparaison du nombre de cycles d’extraction. Diagrammes de quartiles sur A) les
intensités des composés détectés et B) la variabilité des intensités au sein des triplicatas. (n = nombre de
composés ; lettre = significativité des différences des moyennes par le test de Tuckey; CV: coefficient de

variation en %). Empreintes chimiques HRMS apres C) 1 cycle d’US et D) 2 cycles d’US.
Cette méme démarche a été appliquée pour les autres conditions (i.e. température pour I’ASE,

technique ASE vs US ; prise d’essai, purification des extraits, dilution des extraits), ce qui a permis

de dresser le tableau 1 récapitulatif ci-dessous.
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Tableau 1 : Synthese des résultats de comparaison des protocoles d’extraction des sédiments. Les informations

reportées spécifient le choix le plus favorable pour chacun des critéres étudiés.

Cycles Température Purification  Prise d’essai Dilution Technique
1ou2 50 ou 100°C OuiouNon 0,5goulg ND D2 D5 D10 ASE ou US
Nombre total de composés
2 = = 1g Dilution =
Diagramme de quartiles sur I'intensité o .
Efficacité 2 = Purification 1g Bitution ASE
Diagramme de quartiles sur le CV*
Fiabilité 2 100°C = 0,5¢ D2-D5 us
Diagramme de Venn .
Similarité = = = = Dilution =
Empreintes chimiques . . o
Couverture m/z Rt 2 50°C Purification = Dilutien ASE
Facteurs Pratiques et écologiques
1 50°C Purification 0,5g Bilution us
TOTAL
2 = Rurification = Dilution =

ND : non dilué, Dx : dilué x fois, CV : coefficient de variation, m/z : masse / charge, Rt : temps de rétention.

Au final, seuls le nombre de cycles d’extraction (2 au lieu d’une seule), I'absence de purification et
de dilution influencent favorablement I'efficacité de I’extraction. Dans un dernier temps, I'aspect
pratique et écologique de la méthode a été considéré (avec une préférence donnée aux protocoles
a basse température, consommant le moins de solvant, les plus courts, etc.). Nous avons donc
sélectionné le protocole suivant : 0,5 g de prise d’essai, extraction par ultrasons, avec 2 cycles
d’extraction, sans purification, ni dilution avant analyse par LC-HRMS. C’est ce protocole qui est

utilisé pour I'analyse des échantillons de MES de I'OSR dans la suite de cette étude.

3.3 Traitement des données HRMS pour une stratégie d’analyse non ciblée :
comparaison des workflows

3.3.1 Méthodologie
Les analyses LC-HRMS ont été réalisées sur une chaine Waters ACQUITY UPLC H-Class couplée a
un Xevo G2-S QToF, avec une ionisation positive par electrospray. Pour tester différents workflows
(c’est-a-dire le processus de traitement des données obtenues aprés analyse par LC-HRMS), un jeu
réduit d’échantillons est sélectionné. Ce sont des extraits du sédiment de travail dopés avec un
mélange de 80 composés (liste de composés détaillée dans I'annexe 3). Pour évaluer les
performances des différents workflows par rapport aux effets matrice (a réduire au mieux) et a la
sensibilité analytique (a améliorer au mieux), les extraits de sédiment sont injectés dilués par 2, 5,

10 et non dilués. Un blanc d’extraction (du sable d’Ottawa, sans la matrice sédiment) dopé, ainsi
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gu’un blanc d’eau ultra-pure non dopé (blanc EUP) permettent de vérifier la sensibilité analytique
(ou seuils de détection) sans effet matrice et I'absence de contamination pendant tout le processus
d’analyse. Pour estimer la variabilité de chaque workflow, chaque échantillon est analysé par LC-

HRMS avec un triplicatas d’injection, comme décrit dans la figure 9.

Matrice de
travail (0,5g)
+ sable d’Ottawa

Extraits ASE Mélange de 80
50°C, 2cycles standards

Dopage /

]

( Analyse LC-ESI+-HRMS

Blanc; Sed_ND; Sed_D2; Sed_D5; Sed_D10; Blanc_EUP

[ Conversion des données ]

. MZming3

[ WF si;nple ] [ WF gap filled ] [ WF recursif ] [ WF complet ]

l l l i

[ Filtre des listes de composés R

Figure 9 : Comparaison de 4 workflows de traitement de données HRMS pour une approche d’analyse non ciblée.
ESI : ionisation par Electrospray, WF : workflow (= processus de traitement de données), logo R : logiciel libre R

de traitement de données, logo mzmine3 : logiciel libre de traitement de données HRMS.

Le traitement des données est réalisé avec le logiciel MZmine3, a la suite d’une conversion des
données en format libre et sous forme centroidée. Un composé est représenté par sa masse sur
charge (m/z), son temps de rétention (Rt) et une intensité. La liste de composés détectés par
MZmine3 est filtrée avec un script R « fait maison », pour éliminer les composés non pertinents, a
savoir ceux présents dans les blancs (i.e. les composés non détectés dans 100% de chaque

triplicata) et les composés ayant un CV de leur I'intensité supérieur a 30%.

Nous avons comparé 4 workflows de complexité croissante. Le « workflow simple », le plus
basique, est constitué d’'une simple détection de pics chromatographiques et d’un alignement des
Rt pour tous les échantillons. L’alignement est I'étape qui permet de lier les pics correspondant a
un méme composé a travers les différents échantillons analysés. Le « workflow gap filled » inclut

en plus une étape dite de « gap filling » aprés alignement, qui va permettre de rechercher a
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nouveau dans chaque échantillon les signaux des pics potentiellement ratés lors de la premiere
détection et de les ajouter a la liste. Le « workflow récursif » retourne dans les données brutes
détecter les pics en ciblant les m/z et Rt de la liste des pics extrait du « workflow gapfilled » (=
target detection), toujours dans le but de récupérer les pics potentiellement manqués. Enfin, pour
passer d’une liste de pics a une liste de composés, il reste a regrouper les pics correspondant a un
méme composé, c’est-a-dire les isotopes et les adduits. C'est ce qui est fait avec le « workflow

complet ». Les différents workflows sont schématisés dans la figure 4.

Pour comparer les workflows, trois critéres sont observés :

- Les traceurs dopés dans les échantillons doivent étre retrouvés dans la liste finale ;

- Le nombre de composés spécifiques aux échantillons dilués doit étre faible. On s’attend a
ce gu’un composé visible dans I'extrait de I'échantillon dilué X fois, soit aussi visible dans
les extraits du méme échantillon moins ou non dilués ;

- Enfin des analyses en composantes principales ont été réalisées pour vérifier si les
différences de composés détectés par chaque workflow améliorent la compréhension
statistique du jeu d’échantillons (i.e. distinction et répartition entre les échantillons de
sédiments plus ou moins dilués et les controles qualité : eau ultrapure, sable d’Ottawa non

contaminé dopés, sédiments dopés).

3.3.2 Résultats

A) Nombre de standards dopés détectés B) Nombre total de composés détectés C) Composés spécifiques détectés
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Figure 10 : Comparaison du A) nombre de composés dopés, B) nombre de composés totaux et C) nombre de

composés spécifiques, détectés apres chaque workflow de traitement de données HRMS.

La figure 10 illustre le nombre de composés retrouvés dans les différents échantillons en fonction
des workflows appliqués. C'est dans les blancs d’extraction (i.e. sans sédiment mais avec les

composés dopés, en bleu dans la figure 10A) que le plus de composés dopés sont détectés, et ceci
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sans influence du workflow. Cela s’explique facilement par I'absence d’effet matrice et donc plus
de facilité a détecter les composés dopés. Dans les extraits de sédiments dopés et plus ou moins
dilués (en dégradés de marron et orange), les deux workflows les plus simples (dits simple et gap
filled) permettent de détecter un moins grand nombre de composés que les deux workflows plus
élaborés (dits récursif et complet). Sil’on considére les composés totaux retrouvés dans les extraits
de sédiment (figure 10B), c’est I'inverse : il y en a moins qui sont détectés par les workflows les
plus élaborés en comparaison avec les workflows les plus simples. Cela s’explique par le fait que
les workflows plus élaborés permettent de supprimer des signaux non pertinents (i.e. dans le bruit

de fond ou fortement impactés par des effets matrice).

Si 'on considére le nombre de composés spécifiques (figure 10C), il est presque nul avec les deux
workflows plus élaborés dans les échantillons de sédiment dilués; ce qui est une preuve
d’efficacité (les composés sont vus dans I'extrait sans besoin de le diluer). A I'inverse, avec le
workflow le plus simple, on voit 320 et 284 composés dans les extraits dilués 5 et 10 fois ; ces
composés n‘ont pas pu étre détectés dans I’extrait non dilué a cause des effets matrice. Ici encore,

les workflows plus complexes permettent de s’affranchir des effets matrice.

Pour finir, nous avons réalisé des ACP pour observer la répartition statistique des échantillons en
fonction des workflows (figure 11). Sur le « workflow simple », les échantillons correspondant au
blanc d’eau ultra-pure non dopé (EUP), au sédiment dilué 10 fois et 5 fois sont presque confondus
(non étiquetés car superposés, dans le rond rouge, en haut a gauche). Le « workflow gap filled »
permet de mieux séparer tous les échantillons, mais la répartition des différents échantillons reste
encore difficile a interpréter. Les deux workflows plus élaborés (récursif et complet) permettent
de bien mieux distinguer les échantillons avec une répartition logique des échantillons non dilués
jusqu’au blanc EUP, en passant par chaque niveau de dilution décroissant. Cette mise en évidence
statistique de I'amélioration du jeu de données HRMS caractérisant chaque échantillon avec les
deux workflows plus élaborés s’explique par la suppression des isotopes et adduits ; alors que
ceux-ci encore présents avec les workflows les plus simples induisent des covariances qui

brouillent la distinction des échantillons dans les ACP.
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Figure 11 : Analyses en composantes principales (ACP) sur les blancs et échantillons de sédiment en fonction du
workflow de traitement de données HRMS. Les fleches bleues illustrent le gradient des échantillons les plus
contaminés vers les moins contaminés.

3.4 Traitement des données pour I'analyse suspectée: outils et bases de
données utilisées

3.4.1 Les bases de données et leur niveau de confiance associé
L’analyse suspectée permet d’identifier des composés en fonction de leur m/z et du m/z de leurs
fragments. D’autres informations, comme le profil isotopique ou le temps de rétention, peuvent
étre utilisées pour améliorer la confiance dans I'identification des composés détectés. Une échelle
des niveaux de confiance, de 1 a 5, a été proposée par Schymanski et al. (2014). Brievement, le
niveau 1 correspond a une identification confirmée avec un étalon analytique, c’est-a-dire que
I’étalon a été injecté dans la méme séquence analytique (dans notre cas, par LC-HRMS). Les
niveaux 2 et 3 correspondent a des identifications probables, appuyées par la détection de
fragments (niveau suspecté, le composé est nommé mais avec une incertitude plus ou moins

grande). Les niveaux 4 et 5 ne permettent pas d’identifier le composé (niveau non ciblé, le
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composé est détecté sans pouvoir étre nommé). Cependant le niveau 4 apporte quelques
informations sommaires sur la structure de la molécule, |a ol un composé du niveau 5 est identifié

uniquement par ses caractéristiques d’analyse (m/z et Rt).

Nous avons environ 80 étalons analytiques disponibles au laboratoire (LAMA/RiverLy, INRAE)
permettant d’identifier ces composés dans les échantillons analysés par LC-HRMS avec un niveau
de confiance de 1. Lorsque ces composés ont également été quantifiés dans les sédiments par
analyse ciblée (MS basse résolution), on leur assigne le niveau 1+. Nous les différencions des

composés détectés par LC-HRMS, mais non quantifiés (niveau 1).

Deux bases de données ont été utilisées et adaptées a I'outil libre sélectionné pour le traitement
des données suspectées (jJHRMS toolbox, cf. § 3.4.2) pour élargir le panel de composés a explorer
dans les sédiments, avec un niveau de confiance de 2. La premiére est la base de données du
fabricant de de notre appareil LC-HRMS (Waters), comprenant environ 3000 composés,
majoritairement pharmaceutiques et pesticides. La deuxieme est la base de données MassBank

(https://massbank.eu/MassBank*), dont nous avons récupéré des informations pour environ 2000

composés, y compris des composés pharmaceutiques, des pesticides non organochlorés, des
plastifiants et des PFAS. C'est une base de données publique, c’est-a-dire que tous les laboratoires
peuvent I'alimenter. Avec cette base de données, le niveau de confiance obtenu est inférieur a
celui avec la base de donnée Waters. En effet, les informations viennent de laboratoires et
d’appareil différents. Il peut y avoir des différences dans les méthodes, des contaminations

peuvent se glisser parmi les fragments référencés, etc.

Enfin, il est également possible de prédire (par modélisation) la fragmentation de certains
composés supplémentaires en se basant sur leur structure. La confiance associée a ces derniers

composés est de 3.

3.4.2 L’identification avec un outil en « libre acces »
Il existe peu d’outils en libre acces pour faire de I'analyse suspectée sur des données LC-HRMS,
avec notre méthode de fragmentation (méthode MSe de Waters). Cette méthode fragmente tous
les ions qui passent dans I'appareil. Les fragments des composés avec un méme temps de rétention
sont mélangés. Il n’est donc pas possible de savoir directement a quel ion appartient le fragment.

D’autres méthodes ciblent et fragmentent seulement une masse a la fois (méthode MS?). Cela
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permet d’identifier plus facilement et avec plus de confiance le pic, mais la plupart des composés
ne sont pas fragmentés.
L’outil que nous avons utilisé est JHRMS toolbox (Samanipour et al., 2019, 2018). Il est développé
par le groupe Environmental Modeling & Computational Mass Spectrometry (EMCMS). Une
interface graphique est en cours de développement. Son algorithme de détection des pics est dit
« self adjusting », c’est a dire qu’il y a peu de parameétres a régler. A partir des résultats obtenus
avec jHRMS toolbox, de nombreux filtres sont ensuite appliqués, avec un script R « fait maison »,
pour sélectionner les fragments et les composés pertinents.
Selon la méthode que nous avons développée, les composés suspectés doivent :

- Avoir une intensité 3 fois supérieure a celle du blanc ;

- Etre détectés dans tous les échantillons de chaque triplicata ;

- Avoir une erreur en masse inférieure a 5 ppm;

- Etre fragmentés a 20% minimum (i.e. l'intensité de I'ion dans la donnée fragmentée a

diminué d’au moins 20% par rapport a celle dans la donnée non fragmentée) ;
- Avoir au minimum 2 fragments ;
- Avoir des fragments avec une intensité inférieure a celle du composé non fragmenté

correspondant.

Pour vérifier la qualité des pics détectés, les données brutes sont ensuite observées avec
MZmine3. Cette étape étant tres chronophage, il est important de bien filtrer les données au
préalable. En fonction du nombre de fragments trouvés par rapport au nombre de fragments

renseignés dans la base de données, le niveau de confiance est ajusté.

Les niveaux de confiance que nous avons établis dans cette étude, a partir de I'échelle initiale

développée par Schymanski et al. (2014), sont synthétisés dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Niveaux de confiance pour I'analyse suspectée dans les sédiments, adaptés par rapport a I'échelle
de Schymanski et al. (2014).

Niveaux de Analyse Informations
confiance
1+ Ciblée (basse résolution) Concentration dans les sédiments
1 Suspectée (HRMS) Etalons disponibles avec Rt vérifié
2a+ Suspectée (HRMS) Base de données Waters
3 fragments ou plus
2a- Suspectée (HRMS) Base de données Waters
2 fragments
2b + Suspectée (HRMS) Base de données MassBank
3 fragments ou plus
2b - Suspectée (HRMS) Base de données MassBank
2 fragments
Suspectée (HRMS) Fragments prédits
4 Non ciblée (HRMS) Information sur une partie de la structure
Non ciblée (HRMS) Masse sur charge, Rt et intensité
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En Résumeé

e Plusieurs étapes du processus d’analyse ont été optimisées et testées, depuis la
préparation de I'échantillon de sédiment jusqu’au traitement des données suite a
I'analyse non ciblée par LC-HRMS pour la détection de contaminants organiques

émergents.

Extraction
o Cette étude a permis de définir le protocole de préparation des échantillons le plus

efficace pour I'analyse LC-HRMS. Il consiste en une extraction assistée par ultrasons,
avec une prise d’essai de 0,5 g (masse séche), 2 cycles d’extraction (avec du méthanol,
puis un mélange de méthanol/acétonitrile), sans purification, ni dilution de I'extrait
avant analyse. C'est ce protocole qui est appliqué pour les échantillons de I'OSR dans

la suite de cette étude.

Analyse non ciblée
e Le logiciel libre MZmine3 est utilisé pour la détection de pics, couplé a R pour filtrer la

liste de composés.

e Le workflow complet permet d’obtenir une liste de composés optimisée. Les multiples
retours dans les données brutes (gap filling + target detection) pour vérifier que des

pics nont pas été manqués semblent primordiaux.

Analyse suspectée
e L’identification est réalisée avec le logiciel libre jHRMS toolbox, également couplé a R

pour filtrer la liste de composés. La validation de l'identification des composés est

réalisée par une visualisation des pics avec MZmine3.

e L’identification des composés est associée a différents niveaux de confiance qui
résultent de I'utilisation de différentes bases de données que nous avons rassemblées
et adaptées a notre workflow mettant en ceuvre des logiciels libres.
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4. Analyses des MES du Rhone — Premiers résultats

4.1 Choix des échantillons
La derniere année du programme OSR6 inclut I'application de la méthodologie développée a
I’analyse de sédiments du Rhone. Cette application, qui se poursuivra dans le programme OSR 7,
vise a i) consolider et/ou finir d’optimiser la méthodologie sur des échantillons réels, ii) apporter

de nouvelles connaissances sur la contamination des sédiments du Rhone.

Le nombre d’échantillons de MES (plus de 1700) collectés et bancarisés, essentiellement par piege
a particules ou centrifugeuse en continue, a différents points du Rhone, a I'occasion des différents
programmes OSR successifs est considérable (Gruat et al., 2022). Pour certaines stations de
prélevement, ces échantillons permettent de retracer une période allant de 1 a 15 ans.

Pour notre étude, les échantillons de MES prélevées par piége a particules (exposition et

intégration de la contamination sur 1 mois), ont été sélectionnés pour répondre a deux questions :

e Question 1: Quel est 'impact global de la zone urbaine de Lyon sur la contamination en

micropolluants organiques des MES ?

La démarche est d’analyser des MES prélevées en amont et en aval de Lyon afin de
caractériser le nombre et la nature des contaminants apportés par la métropole. C’est une
guestion qui a déja été abordée en considérant spécifiquement les métaux et les HAP dans
une action de I'axe B de I'OSR6 portant sur la détermination des sources de MES et des
contaminants apportés au Rhone (stage M2 de J. Roger en 2021, stage M2 de J. Alkhoury
en 2022, Delille et al., rapport OSR, 2021). Une analyse ciblée et non-ciblée d’échantillons
de MES prélevés au cours d’'une année hydrologique aux stations de Jons, Sabne et
Andancette permet d’aborder cette question sous I'angle de la contamination par les

micropolluants organiques au sens plus large, avec un focus sur les émergents.

e Question 2 : Peut-on mettre en évidence une saisonnalité dans la nature et ’abondance

des micropolluants organiques dans les MES ?

Certains contaminants organiques peuvent avoir des rejets influencés par les saisons. Par
exemple, les pesticides d’usage agricole peuvent étre mobilisés et arriver dans le fleuve

Rhone en plus grande quantité pendant les périodes de leur utilisation et aussi lors
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d’épisodes pluvieux. De méme, les antihistaminiques rejetés avec les effluents de stations
d’épuration peuvent également étre plus abondants dans le Rhone a la période de I'année
ou ils sont le plus prescrits (printemps/été). L’analyse ciblée et non-ciblée de MES prélevées
pendant une année sur une station chargée en contaminants (par exemple, la station située
a Andancette, en aval de Lyon) permet d’étudier des profils temporels sur un large panel

de contaminants organiques.
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Figure 12 : Carte des stations du réseau de suivi des MES de I'OSR. Nombre d’échantillons (n) considérés dans
cette étude a la station sur la Sadne et aux deux stations sur le Rhéne (Jons et Andancette).

Pour répondre a ces deux questions, nous avons sélectionné les MES échantillonnées a
Andancette, dans le Rhéne en aval de Lyon, tous les mois entre septembre 2021 et aolt 2022 ;
ainsi que les MES collectées en amont de Lyon dans la Saéne et a Jons dans le Rhone, aux mois
d’octobre et décembre 2021 et janvier, mars, mai et juin 2022 ; soit un total de 24 échantillons.

Les lieux d’échantillonnage sont indiqués sur la figure 12.
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4.2 Analyses ciblées (niveau de confiance 1+, tableau 2)
Apres extraction par solvant des micropolluants contenus dans les MES, les extraits ont été
analysés par spectrométrie de masse haute résolution (analyses suspectées et non ciblées ; cf.

Chapitre 3) et basse résolution (analyses ciblées ; Dabrin et al. 2021).

Les résultats des analyses ciblées dans les 24 échantillons de MES sélectionnés ont permis
d’identifier et quantifier 42 composés parmi les 78 ciblés (cf. annexe 3), notamment des pesticides
et des pharmaceutiques. L'ensemble des résultats (concentrations et fréquences de

guantification) est détaillé dans I'annexe 5.
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Figure 13 : Concentrations (pg/kg poids sec) des micropolluants organiques mesurées par analyse ciblée dans 3
échantillons de MES échantillonnées en octobre 2021 en amont et aval de Lyon.
Vert : pesticides ; Rose : pharmaceutiques.

La figure 13 montre un exemple des composés détectés et leur concentration dans les MES
collectées en amont et aval de Lyon, en octobre 2021. On observe que les MES du Rhone en amont
de Lyon, a Jons, sont déja contaminées par un certain nombre de micropolluants (ex.:
I'antibiotique clarythromicine, I'anti-arythmique flécainide, le bétabloquant céliprolol et le
pesticide diuron). En aval de Lyon, dans les MES du Rhéne a Andancette, de nombreux composés

sont présents en plus forte concentration qu’en amont (ex: fénofibrate, théophylline,
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amitriptyline). Cette augmentation de la contamination des MES dans le Rhone entre I'amont et
I'aval de Lyon peut s’expliquer en partie par I'apport de MES contaminées en provenance de la
Sadne? et par le rejet de contaminants dans les phases dissoute ou particulaire dans la zone
urbaine de Lyon. Dans la figure 13, on constate en effet que les MES de la Sabne en amont de Lyon,
sont déja contaminées par un grand nombre de pesticides (ex: boscalid, diméthomorphe,

métolachlore, ...) et de pharmaceutiques (flécainide, irbésartan, propranolol, lamotrigine, ...).

La saisonnalité de la contamination dans les MES du Rhéne varie en fonction du contaminant, de
ses usages et sources de contamination; et aussi en fonction du débit du fleuve et des
concentrations en MES, parametres liés en partie aux précipitations. Les variations dépendent
aussi des propriétés physico-chimiques du composé qui conditionnent son devenir (dégradabilité)
et son transfert vers les MES (distribution entre phases dissoute et particulaire). La figure 14
montre les concentrations des deux pesticides (chlortoluron et diuron) et deux pharmaceutiques
(irbésartan et flécainide) les plus concentrés, détectés tous les mois entre septembre 2021 et ao(t

2022, a Andancette en aval de Lyon.

Pour l'irbésartan, qui est un pharmaceutique luttant contre I’hypertension, on observe que sa
concentration dans les MES est plus élevée en hiver avec un pic a 3,58 pg/kg de sédiment en
novembre. A ce stade, nous ne pouvons pas encore expliquer ce résultat, ni en fonction de I'usage,
ni du débit du Rhone, ni des précipitations, ni des flux et concentrations de MES. La flécainide qui
aide a lutter contre les troubles cardiaques est présente tous les mois, avec un pic en mars et un
autre en mai. Sa courbe de concentration tend a étre inversement corrélée au flux de MES.
L’herbicide chlortoluron, appliqué en post-levée sur les cultures de blés tendres (entre autres), est
logiquement retrouvé en forte concentration a partir du mois d’octobre, période a laquelle le blé
est semé (culture principale de la région — FranceAgriMer, chiffres clés 2020/21, source:
draaf.auvergne-rhone-alpes.agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/grandes_cultures-chiffres-cles_2020-

2021-region_auvergne-rhone-alpes-2.pdf). Enfin, le diuron est un pesticide et aussi un biocide
présent notamment dans les peintures de batiments et peut étre amené au Rhone via les eaux de

ruissellements en zone urbaine. Sa concentration plus élevée aux mois d’octobre, décembre et

2 Le flux total de MES en tonne/mois en provenance de la Sadne représentait 21% du flux & Andancette en octobre
2021 selon les données de BDOH (https://bdoh.irstea.fr/OBSERVATOIRE-DES-SEDIMENTS-DU-RHONE/)
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juin pourrait s’expliquer par des pics de précipitation. En revanche, le pic de diuron le plus intense

en mars n’est pas expliqué par les précipitations.

e &bt — Flux de MES — Prédpitation (station ALBON)

Ditbit moye

cocnentration relative (%)

2 e e e A “ 3 ey < =~
& o W& e B % h;
c,?‘Q o ¥
Max Min
Irbésartan 3,584 0,624
Flécainide 4,612 1,616 )
en pg/kg sediment sec

——Chlortoluron 1,156 0,132
w— Diuron 1,088 0,348

Figure 14 : Evolution de la concentration (en % par rapport a la concentration maximale mesurée sur I'année)
de 4 micropolluants (2 pharmaceutiques : irbésartan et flécainide, et 2 pesticides : chlortoluron et diuron) a
Andancette, en aval de Lyon, au cours de I'année 2021/2022, par rapport aux flux mensuel de MES (en
tonne/mois, source BDOH), au débit moyen mensuel du Rhéne (en m3/s, source BDOH), aux précipitations
moyennes mensuelles (en mm, source donneespublique.meteofrance.fr3).

L'interprétation environnementale de ces premiers résultats n’est pas simple car elle combine
I'influence de différents facteurs: I'usage de ces substances, leurs sources, leurs propriétés
physico-chimiques et la distribution entre phases dissoute et particulaire, les précipitations,
conditions hydrologiques et 'origine des MES. Elle sera poursuivie dans I'OSR7. Ces résultats issus
de l'analyse ciblée seront aussi discutés par rapport aux résultats obtenus par les analyses

suspectées et non ciblées.

3 Les données de précipitations correspondent la somme des relevés journaliers des précipitations a la stations ALBON
(a 4km d’Andancette) sur la période d’exposition de chaque piege
(https://donneespubliques.meteofrance.fr/?fond=produit&id produit=111&id rubrigue=37).
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4.3 Analyses suspectées (niveau de confiance 2, tableau 2)

Pour I'analyse suspectée, le tableau 3 montre les composés identifiés, avec leur niveau de
confiance pour les trois stations au mois d’octobre 2021. Les informations nécessaires pour
I'identification sont présentées en annexe 6 pour la diphénylguanidine détectée a Andancette.
L’analyse suspectée permet de rechercher des groupes de composés plus variés qu’avec I'analyse
ciblée : par exemple les plastifiants phthalates ou les retardateurs de flammes triéthylphosphate
et tris(2-éthylhexyl) phosphate (qui ont remplacé les PBDE apres leur interdiction, qui eux méme
remplagaient les PCB). Beaucoup de composés naturels ont également été détectés et sont
présentés en grisés dans le tableau 3, comme les terpénoides, les mycotoxines, certaines
hormones, etc.

Nous avons également détecté des composés comme le 1,3-diphénylguanidine, un composé
présent dans les pneus, qui est transporté des routes vers le Rhone par des eaux de ruissellement.
Le triphénylphosphine oxide est, quant a lui, un sous-produit de synthese industriel et témoigne
de I'activité industrielle dans le couloir de la chimie au sud de Lyon.

La liste du tableau comprend uniquement les composés détectés par ionisation positive dans trois
échantillons de MES. Elle doit étre complétée par les composés détectés par ionisation négative
(analyses réalisées pour tous les échantillons, mais restant a exploiter). Les composés avec un
niveau de confiance 3 (fragmentation prédite) ne sont pas considérés ici. A noter que pour
identifier un composé de facon fiable, le composé doit dépasser une intensité minimum (variable
en fonction du composé). C’'est-a-dire qu’il doit étre a un niveau de concentration suffisant,
s’ioniser (pour pouvoir étre mesuré par spectrométrie de masse) et se fragmenter (voir partie
3.4.2) pour permettre une identification de sa structure. Cela explique donc que malgré les 5000
composés recherchés, on dépasse rarement la centaine de contaminants identifiés dans un
échantillon. A noter également que les contaminants historiques PCB et pesticides organochlorés

ne sont pas recherchés (analysés par chromatographie en phase gazeuse).
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Tableau 3 : Composés suspectés identifiés dans les échantillons de MES prélevés au mois d’octobre 2021, en
amont (Sadne et Rhone a Jons) et aval (Rhone a Andancette) de Lyon, avec les niveaux de confiance associés. En

gris : des composés naturels.

4-Hydroxycoumarine Composé naturel 2b+ Jons
Acide 2-Benzothiazolesulfonique Anticorrosif 2b+ Jons
Adénosine Composé naturel 2a+ Jons
Aflatoxine B2 Composé naturel 2b Jons
Butyl octyl phthalate Plastifiant 2a+ Jons
Dihydrojasmone Composé naturel 2b- Jons
Diisononyl phthalate Plastifiant 2b- Jons
Diméthylphthalate Plastifiant 2b+ Jons
Vanillate d'éthyle Arome synthétique 2b- Jons
Isatine Composé naturel 2b+ Jons
Méthyleugénol Composé naturel 2a- Jons
Méthylparabéne Cosmétique 2a- Jons
Acide o-anisique Composé naturel 2b- Jons
Phthalic anhydre Industriel 2a+ Jons
Quinoline N-oxide Industriel 2b+ Jons
1,3-Diphénylguanidine Caoutchouc (pneus) 2a+ Sadne
Dicrotophos Insecticide 2a- Sadne
Méthyleugénol Composé naturel 2a- Sadne
Triethylphosphate Retardateur de flamme 2b- Sadne
Tris(2-éthylhéxyl)phosphate Retardateur de flamme 2b+ Sadne
Vérapamil Pharmaceutique (anti-calcium) 2b+ Sadne
Verbénone Composé naturel 2a- Sadne
1,3-Diphénylguanidine Caoutchouc (pneus) 2a+ Andancette
19-Norandrostérone Composé naturel 2a- Andancette
3,6,9,12-Tetraoxatetracosan-1-ol Multiple (solubilisant, émulsifiant, etc.) 2b+ Andancette
Chrysine Composé naturel 2b+ Andancette
Coumarine Composé naturel 2b- Andancette
Dihydrojasmone Composé naturel 2b- Andancette
Flubendazole pharmaceutique (anti-parasitaire) 2b- Andancette
Triphénylphosphine oxide Industriel 2a- Andancette
Tris(1-chloro-2-propyl) phosphate Retardateur de flamme 2a+ Andancette
Tris(2-butoxyéthyl) phosphate Retardateur de flamme 2b- Andancette
Vérapamil Pharmaceutique (anti-calcium) 2b- Andancette

4.4 Analyses non ciblées - Empreintes chimiques (niveau

tableau 2)

de confiance 5,

La spectrométrie de masse a haute résolution permet la détection de plusieurs milliers de pics lors

d’'une méme analyse. Une liste de composés est produite grace a des logiciels et algorithmes qui

permettent de détecter, trier et aligner les pics dans les différents échantillons (cf. partie 3.3). Il

est alors possible pour chaque échantillon de MES de représenter tous ces composés (sans

identité) sous la forme d’'une empreinte chimique (Rt = f(m/z)) comme illustré dans la figure 15.
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Les graphiques de la figure 15-haut représentent les composés détectés en amont de Lyon (Sadne
et Jons sur le Rhone). En aval du Rhéne, il y a plus de composés détectés (figure 15-bas). La figure
15-bas montre les composés spécifiques a I'aval de Lyon, c’est-a-dire les composés qui

apparaissent a Andancette et qui sont probablement issus de la métropole lyonnaise.

En fonction des workflows de filtration des données (i.e. des blancs considérés [blanc solvant,
blanc d’extraction, blanc sédiment, etc.], du seuil d’intensité et de variabilité minimum des
signaux, du regroupement des adduits et des isotopes, etc.), le nombre de composés varie d’'une

centaine a plusieurs milliers.

" N=4756

mz
mz

"W e,

w N = 6299 " N=1748

mz
mz

20 0
t ° 5 8

Figure 15 : Empreintes chimiques des composés détectés par analyse non ciblée dans des échantillons de MES

prélevés au mois d’octobre 2021 en amont (Saéne et Rhone a Jons) et aval (Rhéne a Andancette) de Lyon.

4.5 Recherche de familles spécifiques (niveau 3 - 4, tableau 2)

Sur la base des empreintes chimiques, il existe des stratégies pour aller rechercher et faire ressortir
des familles de composés spécifiques, sans obligatoirement donner de formules chimiques

précises.

4.5.1 La recherche de composés chlorés a partir des profils isotopiques (niveau 4,
tableau 2)
Certains éléments comme le carbone ou le chlore présentent des profils isotopiques spécifiques.

Pour illustrer, le carbone 13 est présent avec une abondance de 1% comparée a celle du carbone
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12 (le plus abondant naturellement). Le chlore 37 a une abondance de 32% comparé a celle du
chlore 35. C'est-a-dire qu’une molécule avec 1 atome de chlore va présenter un second pic avec
une masse décalée de 2Da, et un niveau d’intensité de 32% comparé au premier pic (de référence).
On peut ainsi repérer, dans I'empreinte chimique, des composés chlorés et calculer leur nombre
de chlores. En guise d’exemple, La figure 16 présente les profils isotopiques d’éléments halogénés

et du tris(1-chloro-2-propyl) phosphate.

1 12 13 158 160 162 78 79 80 81 330 335
mz mz mz mz
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Figure 16 : Profil isotopique de différents éléments et groupes d’éléments (source www.envipat.eawag.ch/).

La détection des isotopes spécifiques aux éléments chlorés a été faite avec I'outil Haloseeker
2.0.3.3 (Leon et al., 2020). La figure 17 montre une empreinte des composés chlorés détectés
dans les MES d’Andancette prélevées au mois d’octobre 2021. Le point correspondant au tris(1-
chloro-2-propyl) phosphate (m/z = 327 Da, Rt = 13,7 min) de formule brute CoH13Cls04P identifié
par I'analyse suspectée (cf. tableau 3, § 4.3) a bien été annoté avec |'outil Haloseeker comme ayant
3 chlores. Cela augmente la confiance que I'on peut avoir en son identification. On procede de la

méme facon pour la lamotrigine (m/z = 256 Da, Rt = 9,3 min) de formule CoH7CI>Ns,
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Figure 17 : Composés chlorés détectés dans les MES prélevées en aval de Lyon, a Andancette, au mois d’octobre

2021.

L'acide fénofibrique et le fénofibrate sont des composés chlorés qui ont été quantifiés en analyse
ciblée, mais leurs concentrations sont trop faibles (<2ng/g) pour pouvoir détecter leur profil

isotopique relatif au chlore par I'analyse non ciblée.

4.5.2 La recherche de composés perfluorés PFAS a partir du défaut de masse de
Kendrick (niveau 3, tableau 2)

Il est possible d’identifier des PFAS sans avoir d’information sur leurs fragments, en utilisant la
stratégie du défaut de masse de Kendrick (Merel, 2023, Bugsel et al., 2023). Cette stratégie aide a
repérer des séries de composés ayant une structure similaire, variant simplement par un groupe
d’élément. Dans le cas des PFAS, on cherche les composés séparés d’'un ou plusieurs CF,. Un fois
gu’un composé est identifié, il est plus simple d’identifier les autres composés de la série. Pour
cela, il faut combiner plusieurs informations :

1) Le défaut de masse. Le défaut de masse est la différence entre et la masse atomique théorique
arrondie et la masse réelle. Le défaut de masse des PFAS est généralement faible, entre -0,25
et 0,1 Da. Pour 'acide perfluorooctanesulfonique, la masse théorique arrondie est 499, la
masse réelle 498,9302 et son défaut de masse est donc de -00698.

2) Les masses théoriques des PFAS connus. Sur ce point, les bases de données de masses du
réseau NORMAN (norman-network.com/nds/susdat/), contenant plus de 5000 PFAS, ont été
utilisées.

3) Les fragments théoriques correspondant aux PFAS avec une perte d’élément ou de groupe

d’éléments (par exemple CF,0, HF, C2F4, CF2SO3).
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4) Le défaut de masse de Kendrick (KMD), qui permet de normaliser le défaut de masse par
rapport a un groupe d’atomes. Pour les PFAS, la normalisation se fait par rapport au CF,, c’est-
a-dire que les composés qui différent d’un ou plusieurs groupes CF; ont le méme KMD, ils
correspondent a une méme série de PFAS.

5) Les temps de rétention d’une méme série de PFAS. Par exemple, si I'on étudie la série des PFAS
avec un nombre croissant de groupements chimiques CF; : leur temps de rétention augmente
avec la chaine carbonée qui se rallonge. Les PFAS de cette série sont donc distribués de facon

plus ou moins linéaire sur I'espace m/z = f(Rt) (figure 18).
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Figure 18 : Identification de 5 PFAS dans les MES prélevées a Andancette sur le Rhéne en octobre 2021.

La figure 18 montre la mise en évidence de 5 PFAS d’une méme série (méme structure, seul le
nombre de CF2 difféere). Ces 5 PFAS ont été retrouvés au mois d’octobre 2021 sur les trois stations

en amont et en aval de Lyon.

Cette stratégie utilisant le défaut de masse de Kendrick est appropriée pour toutes les familles de
composés formés de chaines carbonées linéaires. Elle peut également s’appliquer pour les

composés avec des ammoniums quaternaires, en normalisant avec CH; par exemple.

4.6 Analyses de clusters (niveaux 1 a 5, tableau 2)

Apres I'analyse ciblée, suspectée et la recherche de familles spécifiques, la plupart des composés

détectés par LC-HRMS restent inconnus. Un traitement statistique par classification ascendante
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hiérarchique sur les intensités de 'ensemble de ces composés, méme ceux inconnus, peut étre
réalisé pour mettre en évidence des groupes avec un méme profil de comportements spatio-
temporels, comme fait par Chiaia-Hernandez et al. (2017, 2020b) et présenté dans la figure 5. Un
tel traitement statistique a été initié avec les MES de I'OSR et il permet de mettre en évidence 5
groupes de composés. La figure 19 illustre le profil de comportement pour I'un de ces groupes de
composés, dans les MES prélevées en amont et aval de Lyon, en mars 2022. Ces premiers résultats

et leur interprétation doivent encore étre consolidés.

Groupe n°2/5
3809 Composés 15 composés chlorés

Composés suspectés :

" —— . Jons (Rhéne) Sadne Andancette (Rhone)
Composé Utilisation Confiance
19 - Nordandrostérone Hormone naturelle 2a-
3-Aminoacetophenone \Composé aromatique naturel  |2b- 3
Acide férulique \Composé naturel 2a-
\Adénosine \Composé naturel 2a+
Aflatoxine B2 Toxine naturelle 2b- 2
\Allopurinel Pharmaceutique 2b-
Boscalid Fongicide 1 P
ICarbamazépine-10,11-époxide  [Pharma (métaboli 1 .g ;
Chrysine ‘Composé naturel 2b+ o
Clari ycine Pharma i 1 _g
Clindamycine Pharma 1 =]
i Pharma (anti éreux) 1 5 0
Pharma (b diazépine) 1 ;
ph Fongicide 1 =
Fenhexamide Fongicide 1 g -
Irbésartan Pharma (antihypertenseur) 1 g
éthyls ol \Composé ique naturel  [2a-
Métoprolol Pharma (béta-bloquant) 1 2
Nordaze Pharma (b diazépine) 1
Oxazépam Pharma (benzodiazépine) 1
Ib | Pharma (bronchodil ) 1 -3
éth Pharma 1 oct déc  mar  mai oct déc  mar mai oct déc  mar  mai
Tyrosine \Composé naturel 2b+
Vanillate d’éthyl Arome héti 2b-

Figure 19 : Profil de comportement d’un groupe de composés, et liste de composés associés a ce groupe, dans
les MES prélevées en amont (Sadne et Rhone a Jons) et aval (Rhdne a Andancette) de Lyon, en mars 2022. Rouge :

profil-spatio temporel moyen ; Bleu : profil du vanillate d’éthyle.
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En Résumeé

e L’analyse ciblée apporte des premieres informations quantitatives (résultats en concentrations)

sur un nombre limité de composés (ici 25 pharmaceutiques et 17 pesticides).

= La contamination en composés pharmaceutiques et pesticides augmente entre le
Rhone en amont de Lyon (Jons) et le Rhone en aval de Lyon (Andancette). L'affluent de

la Sadne contribue a cette augmentation de la contamination des MES a I’aval de Lyon.

e [’analyse suspectée permet de balayer davantage de catégories de contaminants et donne des
informations qualitatives (identification de la structure, sans donner de concentration). La
sensibilité analytique moins basse en spectrométrie de masse haute résolution par rapport ala

basse résolution est probablement un frein a I'identification d’un grand nombre des composés.

= Des retardateurs de flammes, plastifiants, composés industriels ont été identifiés dans
les MES.

e Les empreintes chimiques issues d’analyses non ciblées offrent une vision plus globale de la

pollution.

= En aval de Lyon, les MES sont plus contaminées qu’en amont en termes de nombre de

contaminants détectés.

e Des stratégies analytiques complémentaires a I'analyse non ciblée (calcul du défaut de masse
de Kendrick, détection de profils isotopiques, recherche de fragments non spécifiques)

permettent d’identifier des groupes de composés.

= Des PFAS et des composés chlorés ont été mis en évidence dans les MES du Rhéne.

e La classification ascendante hiérarchique permet de regrouper toutes les informations
précédentes (ciblée, suspectée, PFAS, halogénés, etc.) et de mettre en évidence des profils

spatio-temporels de contaminants.

e Ces premiers résultats et leur interprétation sont en cours de consolidation.
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5. Perspectives

5.1 Continuer I'’exploration des émergents dans les MES

L'acquisition des données par analyses ciblées, suspectées et non ciblées est finalisée pour les 24
échantillons de MES du Rhéne sélectionnés. Le chapitre 4 présente un début d’interprétation des
résultats pour quelques-uns de ces échantillons. L’ensemble des données acquises restent a
interpréter pour les 24 échantillons de MES analysés. La recherche de composés PFAS, par
exemple, doit étre poursuivie pour compléter la liste des 5 composés déja identifiés. Les
interprétations des résultats d’analyses statistiques doivent étre consolidées pour voir s'il est
possible de caractériser des groupes de composés présentant des comportements ou des
tendances (temporelles ou spatiales) similaires. Enfin, dans la mesure du possible, ces résultats
seront interprétés d’ici fin 2024, au regard des métadonnées pertinentes disponibles

(concentrations en MES, débit des fleuves, niveau de précipitation, ...).

5.2  Analyser des carottes sédimentaires
En lien avec I'action B1 « Caractériser la contamination (actuelle et historique) aux composés
perfluorés — PFAS » du programme OSR7, il est prévu d’analyser des carottes sédimentaires et
d’appliquer les stratégies d’analyses ciblées et non ciblées présentées dans ce rapport. Deux
carottes ont déja été sélectionnées (déja datées) : 1/ une carotte en aval de Lyon, échantillonnée
dans le Rhéne a Pierre Bénite, qui permet de remonter jusqu’aux années 1990 ; et 2/ une carotte
échantillonnée en amont de Lyon a Jons dans le Rhone, qui permet de remonter aux années 1980.
Les extractions des échantillons de sédiments de ces deux carottes et les analyses sont prévues en
2025 ; ainsi que le traitement de données et I'interprétation des résultats qui se poursuivront en
2026. Des compléments de financement seront recherchés (avec les acteurs de la DREAL, de
I’Agence de I'eau RMC, de la Métropole de Lyon, et dans le cadre du projet européen PARC), pour
poursuivre 'application de la méthodologie développée pour la caractérisation de MES et de

nouvelles carottes sédimentaires.
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7. Annexes

7.1

Sujets,

étapes

Annexe 1 — Equation de recherche bibliographique dans Web of

Science

Filtre WoS

successives

Sédiment

Topic

sedimentS OR suspended matter OR suspended solid$

Chimie,
Environnement

Research
category

env sciences, chemistry analytical

Récent

Années

2010 -2023

Micropolluants

Topic

“Contaminant of emerging concern” OR "emerging contaminant$" OR
DisinfectantS OR PesticideS OR biocideS OR Acaricide$S OR BactericideS OR
FungicideS OR "Haulm destructorS" OR HerbicideS OR InsecticideS OR
Molluscicide$ OR "Moss killerS" OR "Plant growth regulatorS" OR Rodenticide$
OR "soil sterilantS" OR "Disinfection by product$" OR drug$ OR opioidS OR
cannabionoidS OR "psychoactive compoundS" OR SympathomimeticS OR
PBDES OR flame retardantS OR antioxidantS OR sweetener$S OR "foam
stabiliser$" OR humectant$ OR "food additiveS" OR "food contact chemicalS"
OR "human metabolite$" OR toxin$ OR "industrial chemical$" OR "Antifouling
agent$" OR "Benzothiazole$S" OR "Complexing agent$" OR "Corrosion
inhibitorS" OR "Gasoline additive$S" OR LubricantS$ OR antioxidant$ OR Phenol$
OR "Polyaromatic hydrocarbon$" OR "Polymer stabiliser$" OR pigment$ OR
Dyes OR phenolS OR perfluoroalkyl* OR perfluoroalkane$ OR perfluoroalkene$
OR fluorotelomerS OR perfluoroalcohol$ OR perfluorophenol$ OR PFAS OR
PFOS OR PFOA OR PFC OR perfluorinated OR "toxic substance$" OR
antioxidant$ OR fragrance$ OR repellentS OR paraben$S OR siloxane$S OR
sunscreen$ OR "personal care product" OR "UV filterS" OR AnaestheticS OR
AnalgesicS OR AnorexicS OR AnthelminticS OR Anti-inflammatory OR
Antibacterials OR AntibioticS OR AnticonvulsantS OR AntidiabeticS OR
AntiemeticS OR AntihistaminicS OR AntihypertensiveS OR "Antimicrobial
agent$S" OR AntineoplasticS OR AntipruriticS OR AntipsychoticS OR
AntispasmodicS OR muscolotropicS OR AntiulcerativeS OR Antivirals OR
AnxiolyticS OR "Beta-Blocker$" OR "Blood viscosity agent" OR Bronchodilator$
OR DiureticS OR "Lipid regulator$" OR "Muscle relaxant$" OR NSAIDS OR
"Psychiatric drug$" OR SedativeS$ OR hypnotic$ OR SteroidS OR hormone$ OR
StimulantS OR Veterinary OR Pharma* OR PhthalateS OR Bisphenol$ OR
Plasticizer$ OR Surfactant$ OR detergentS OR antifoaming$

Spectrométrie
de masse

All Fields

“mass spectrometry” OR "mass spectrometer"
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7.3  Annexe 3 — Liste des composés utilisés pour le dopage des extraits de
sédiment de travail et liste des composés analysés dans les MES du

Rhéne

Composés Rt (en min) | m/z (Da) Composés Rt (en min) m/z (Da)
Acébutolol 9.34 337.2127 Flurtamone 13.67 334.1054
Acétylsulfamethoxazole 10.04 296.0704 Imidaclopride 9.13 256.0601
Acide fénofibrique 14.73 319.0736 Indoxacarbe 15.39 528.0785
Alprazolam 12.93 309.0906 Irbésartan 13.22 429.2402
Amisulpride 7.94 370.18 Isoproturon 12.98 207.1497
Amitriptyline 12.56 278.1909 Isoproturon monodéméthyl | 12.74 193.134

Aténolol 6.54 267.1708 Isoxabéne 13.91 333.1814
Atrazine 12.89 216.1015 Kétoproféne 13.4 255.102

Atrazine-déséthyl 10.25 188.0702 Lamotrigine 9.59 256.0156
Atrazine-désisopropyl 13.93 174.0546 Linuron 13.72 249.0197
Azoxystrobine 13.59 404.1246 Métamitron 9.58 203.0932
Bézafibrate 13.87 362.1158 Métazachlore 12.93 278.1059
Boscalid 13.87 343.0404 Métolachlore 14.71 284.1417
Caféine 8.44 195.0881 Métoprolol 9.35 268.1907
Carbamazépine 12.32 237.1027 Métronidazole 6.41 172.0721
carbamazépine-1011-époxide | 10.93 253.0976 Napropamide 14.51 272.165

Carbendazime 7.84 192.0772 Naproxéne 13.63 231.102

Céliprolol 10.02 380.2549 Acide Niflumique 14.95 283.0694
Chlorfenvinphos 15.1 358.9773 Nordazépam 13.34 271.0637
Chlorpyrifos ethyl 16.33 349.934 Norflurazon 13.14 304.0464
Chlortoluron 12.69 213.0794 Oxazépam 12.94 287.0587
Clarithromycine 13.32 748.4846 Acétominophéne 6.54 152.0711
Clindamycine 11.29 425.1876 Pirimicarbe 9.73 239.1507
Cyclophosphamide 10.96 261.0326 Propranolol 11.06 260.1651
Diazépam 13.73 285.0788 Propyzamide 14.13 256.0295
Dichloroaniline 12.07 161.9877 Salbutamol 6.47 240.1599
Diclofénac 14.81 296.0244 Sotalol 6.2 273.1273
Difénoconazole 15.4 406.0724 Sulfaméthazine 8.22 279.0915
Diflufénican 15.5 395.0818 Sulfaméthoxazole 8.89 254.0599
Diméthoate 9.71 230.0074 Tébuconazole 14.99 308.1529
Diuron 13.14 233.0248 Terbuthylazine 13.91 230.1172
Erythromycin 12.51 734.469 Terbuthylazine-2-hydroxy 9.59 212.1511
Fenhexamide 14.38 302.0714 Terbuthylazine-desethyl 11.85 202.0853
Fénofibrate 16.09 361.1206 Théophylline 7.64 181.0717
Fénoxycarb 14.69 302.1392 Triméthoprime 7.94 291.1448
Flazasulfuron 13.38 408.0589 Venlafaxine 10.75 278.2111
Flécainide 11.18 415.1456 Spiroxamine 13.3 298.2732
Fluazinam NA 464.9591 Simazine 11.85 202.0851
Flumioxazine 13.38 355.1093 Dimethomorphe 13.97 388.131
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7.4 Annexe 4 — Workflows de traitement de données non ciblées

. O "
1) Workflow simple . . ~=/MassLynx
Passage donnée centroide J
2) Workflow Gapfilled |
. [ Conversion format libre @
3) Workflow Recursif JMSconvert
4) Workflow complet Donnée Brute
A A)
" Peak picking MZmine 3\
Détection des masses intensité min = 200 cps
Construction chromatogramme ADAP algorithme MS1 seulement
points par pics >5 précision mz intra pic < 10 ppm
Intensité point > 200 cps Intensité P1C> 500 cps

Lissage des pics  Savitsky golay algorithme (5 points)

Déconvolution ADAP algorithme
Signal/bruit > 10  Durée d’'un pic : 0,01 —1 min
« largeur/air du pic » < 110 Rt wavelet range : 0— 0,1 min

Détection et regroupement des isotopes H, C + halogens
Mz tol = 5 ppm Rt tol = 3 sec max charge =2
4 MZmine

Alignement par triplicas
mz tol = 10ppm ou 2mDa Rt tol avant alignement =2 min
nb iterations : Auto Rt tol aprés alignement = 1 min
nb point = 60% threshold value = Imin

linear model require same charge
Duplicate Filter mz tol = 0,001 Daou?7 ppm Rt tol = 0,2min
Filtre 3 détection au sein du triplica
Alignement total _idem
Gap filling 100% intensity tol mz tol= 0,001 Daou7 ppm Rt tol = 0,05min |
Duplicate filter (fois 2) mz tol= 0,001 Daou7 ppm Rt tol=0,5min
Annotation des adduits MetaCorrelate = lon identity network { [M-H]+, [M-K]+, [M-Na]+) /
( Regroupement des adduits (plus petite masse) -B

|

A }
[ Récupération et mise en forme de la feature liste )

Listes de composés detectés

Par echantillons

Analyse récursive Mzml e 3

Recherche données brutes
Mz tol = 8ppm ou 2mDa Rt tol= 0,2 min ?

Detection des patterns isotopiques
Mz tal = 5 ppm Rt tol = 3 sec max charge =4 ou 2

Liste de composés

M/z et Rt
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Annexe 5 - Concentrations (pg/kg, poids sec) et fréquences de

7.5

quantification (%) obtenues apreés analyse ciblée des 24 échantillons
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Fréquence de quantification

LoQ Jons Sabne Andancette Total
Famille Composé (ng/kg) [(n=6) (n=6) (n=12) (n=24)
Bronchodilatateur Théophiline 0,2 100 100 100 100
Métabolite Dichlorophénylmethylurée 0,04 100 100 100 100
Anti-épiléptique Lamotrigine 0,2 83 100 92 92
Anti-épiléptique Carbamazépine 0,04 100 100 100 100
métabolite Carbamazépine epoxide 0,04 17 33 17 21
NSAID Acide niflumique 0,04 17 100 100 79
Bétabloquant Propranolol 0,04 100 100 100 100
Bétabloquant Métoprolol 0,04 100 100 100 100
Bétabloquant Sotalol 0,04 50 100 92 83
Bétabloquant Acébutolol 0,04 100 100 100 100
Antidépresseur Amitriptyline 0,04 83 100 100 96
Antidépresseur Venlafaxine 0,04 33 100 92 79
antihypertenseur  Céliprolol 0,04 100 100 100 100
antihypertenseur Irbésartan 0,2 100 100 100 100
Benzodiazepine Oxazépam 0,2 83 67 100 88
Hypolémiant Acide fénofibrique 0,04 0 67 50 42
Hypolipemiants Fénofibrate 0,04 17 83 67 58
neuroleptique Amisulpride 0,04 100 100 100 100
anti-arythmique Flécainide 0,04 100 100 100 100
Antibiotiques Trimethoprim 0,04 83 50 92 79
Antibiotiques Sulfaméthazine 0,2 17 0 17 13
Antibiotiques Clindamicine 0,04 17 50 58 46
Antibiotiques Sulfaméthoxazole 0,04 17 83 58 54
Antibiotiques Erythromicine 0,04 100 100 100 100
Antibiotiques Clarithromycine 0,04 100 100 100 100
Fongicide Carbendazime 0,04 100 100 100 100
Fongicide Azoxystrobine 0,02 100 100 100 100
Fongicide Diméthomorphe 0,02 83 100 100 96
Fongicide Difénoconazole 0,04 0 100 75 63
Herbicide Chlortoluron 0,02 100 100 100 100
Herbicide Propyzamide 0,1 0 50 25 25
Herbicide Napropamide 0,04 0 67 33 33
Herbicide Métolachlore 0,02 100 100 100 100
Herbicide Norflurazon 0,02 0 100 83 67
Herbicide Isoxabéne 0,02 17 100 75 67
Herbicide Boscalid 0,1 33 100 100 83
Herbicide Diflufénican 1 0 50 0 13
Herbicide Isoproturon 0,04 33 0 8 13
Herbicide Diuron 0,2 83 100 100 96
Herbicide Atrazine 0,04 83 100 100 96
Herbicide Atrazine desethyl 0,04 0 0 8 4
Néonicotenoide Imidaclopride 0,04 0 50 8 17
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