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Madame Miege est directrice de recherche en chimie environ-
nementale a 'INRAE. Ses travaux contribuent a produire des
connaissances sur les sources, I’'occurrence et le devenir des
micropolluants organiques dans les milieux aquatiques. Elle
développe des outils et des stratégies innovants pour per-
mettre, sur le terrain, un échantillonnage représentatif dans le
temps et, dans le laboratoire, des analyses moléculaires ciblées
et non ciblées par chromatographie et spectrométrie de masse.

Monsieur Ducrocq est docteur en chimie environnementale. Ses
travaux consistent a développer des méthodes d’analyses non
ciblées par spectrométrie de masse a haute résolution, appli-
quées a des échantillons environnementaux pour explorer la
diversité moléculaire des contaminations. Son expertise porte en
particulier sur le développement de workflows pour le traitement
de grands jeux de données avec des oultils et logiciels en libre
d’acces (transparents et évolutifs).
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Introduction

Les micropolluants
organiques : définition

Les micropolluants sont des
molécules issues de la syn-
thése industrielle que l'on
retrouve, malheureusement,
dans l'environnement, dans
les différents compartiments,
comme l'eau, les sols et lair.
Ils ont une action polluante
a des concentrations infimes,
une action toxique ou éco-
toxique’ pour tout ou partie des
organismes ou écosystemes.

On entend maintenant beau-
coup parler de ces micropol-
luants dans les médias, en
particulier de leur présence
dans les milieux aquatiques.
Il s’agit de tensioactifs? dans
les lessives, de retardateurs
de flamme?®, comme les PCB
sur nos tissus pour limiter
les départs de feu, sur nos
canapés..., ou encore de pes-
ticides* dans nos jardins. On
consomme aussi des produits
pharmaceutiques qui ne sont

1. Ecotoxique : propriété d'une
substance chimique qui cause
des dommages aux écosystemes,
c'est-a-dire aux communautés
d'étres vivants et a leurs interac-
tions avec leur environnement.

2. Tensioactifs : composés
chimiques utilisés dans les pro-
duits comme les lessives, qui
permettent de mélanger l'eau et
les graisses pour nettoyer plus
efficacement.

3. Retardateurs de flamme : subs-
tances chimiques appliquées sur
des matériaux (comme les tissus)
pour réduire leur inflammabilité.
Exemple : les PCB (polychlorobi-
phényles), interdits depuis 1987.
4. Pesticides : produits chimiques
utilisés pour tuer ou contréler des
organismes nuisibles comme les
insectes, les mauvaises herbes ou
les champignons.

pas parfaitement métabolisés
et que l'on peut retrouver dans
les eaux usées, on y retrouve
également des hormones,
des agents humectants, des
filtres UV, des cosmétiques,
des colorants, des conserva-
teurs issus des matrices ali-
mentaires...

Notion de limites planétaires

En 2009, un groupe de cher-
cheurs internationaux a mis
en avant 9 domaines poten-
tiellement dangereux pour
U'environnement et dont il fal-
lait suivre la progression en
définissant des «limites pla-
nétaires» a ne pas franchir.

Le présent chapitre concerne
la limite qui correspond a la
pollution chimique, c'est-a-
dire a lintroduction d’entités
nouvelles dans la biosphere.
Depuis 2022, elle correspond a
la 5¢limite planétaire® franchie
sur les 9 limites définies
(Figure 1). On peut d’ailleurs
voir sur la figure 1 que l'on a
dépassé en la matiére la limite
verte (la limite d’espace de vie
protégé et préservé], et que
l'on est dans la zone orange,
donc dans un risque accru
pour la santé de l'environne-
ment et des étres humains.

La pollution chimique est
difficile a quantifier, mais on
évalue a 350000 le nombre de
produits chimiques qui sont
mis sur le marché, dans le

5. Filtres UV : substances pré-
sentes dans les cosmeétiques
comme les crémes solaires pour
protéger la peau des rayons ultra-
violets du soleil.

6. Limite planétaire : concept
scientifique définissant les seuils
a ne pas dépasser pour garantir
la stabilité de lenvironnement
terrestre et la sécurité humaine.



Pollutions chimiques (entités nouvelles):
= la 5*™¢ |imite planétaire (sur 9) franchie en 2022

(Persson et al., 2022)

= l'un des principaux facteurs responsable du déclin de la
biodiversité (rapport IPBES, 2019)

¥ 350 000 produits chimiques mis sur le marché dans le monde

¥ 140 000 substances recensées par la réglementation REACH
=> Le nombre de molécules organiques synthétisées au niveau
industriel ne cesse d’augmenter (X3 en 2050)

Perturbation des
e

atdu

Richardson et al., 2023

Illustration des 9 limites planétaires de protection de l'environnement. Sur sa partie verte, le diagramme montre

les 9 domaines identifiés : leur évolution est marquée en couleur orange.

monde - un chiffre imprécis,
mais slrement tres élevé.
On évalue aussi a 140000 le
nombre de substances qui sont
recensées par la réglementa-
tion REACH’ qui recense les
molécules et les risques asso-
ciés, et permet éventuellement
d’en limiter les usages. Quoi
qu’il en soit, ce nombre, méme
s'il est variable, et bien qu'il
existe différentes méthodes
pour l'évaluer, est grand. Il
ne cesse d'augmenter et il est
prévu qu’il soit encore triplé
d’ici 2050.

Pour ce qui concerne les
milieux aquatiques, une sur-
veillance réglementaire est
mise en ceuvre avec la direc-
tive-cadre sur l'eau (DCE?®).

7. Réglementation REACH : régle-
mentation européenne sur les pro-
duits chimiques, qui impose aux
entreprises d'évaluer et de gérer
les risques liés aux substances
qu’elles produisent ou importent.
8. Directrice-cadre sur leau
(DCE) : réglement européen visant
a protéger les ressources en eau
(rivieres, nappes phréatiques, lacs)
etasurveiller les substances dan-
gereuses présentes dans l'eau.

Elle est basée sur des listes
de substances prioritaires’,
ainsi que sur des listes de
substances émergentes'® qui
seront éventuellement prio-
risées si jamais on se rend
compte qu’elles sont dange-
reuses.

Ces listes vont couvrir a peu
prés une centaine de subs-
tances, loin des chiffres énon-
cés juste avant. Et il y a aussi
beaucoup de substances
inconnues, parce qu’'ily a des
résidus de production indus-
trielle, ou parce que, une fois
dans les milieux, ces subs-
tances peuvent se dégrader,
se transformer en d’autres

9. Substances prioritaires : subs-
tances chimiques identifiées
comme particulierement dange-
reuses pour lenvironnement et
la santé, et qui nécessitent une
surveillance et une réglementation
spécifiques.

10. Substances émergentes
nouvelles substances chimiques
détectées dans lenvironnement,
pour lesquelles les risques ne
sont pas encore totalement connus
mais qui pourraient devenir pré-
occupants.
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substances. La directive-
cadre sur l'eau est donc en
constante évolution : les listes
sont mises a jour en fonc-
tion des connaissances qui
évoluent. Pour explorer ces
contaminations, on développe
des outils d’échantillonnage et
d'analyse, lesquels sont éga-
lement transférés, quand ils
sont suffisamment mrs, pour
améliorer cette surveillance
réglementaire.

’I L échantillonnage
sur le terrain : vers

une représentativité

temporelle améliorée

1.1. Les échantillonneurs
intégratifs passifs (EIP)

Le premier outil, présenté ici,
sert a améliorer 'échantillon-
nage des micropolluants dans
les eaux. Un des défis a relever
est d'étre représentatif dans
le temps. Une solution serait

de mutltiplier les échantillons,
mais cela multiplierait les
colts. Des outils qui intégrent
la contamination dans le
temps ont été mis au point :
ce sont les échantillonneurs
intégratifs passifs (EIP'").

Le POCIS'™ est un exemple
d’échantillonneur passif. Cet
EIP comprend une phase
réceptrice, maintenue en
sandwich entre deux mem-
branes poreuses et enserrée
par deux anneaux métalliques
(Figure 2). Le POCIS est placé
dans l'eau ou il est exposé

11. Echantillonneur intégratif pas-
sif (EIP) : dispositif utilisé pour
capturer et concentrer les micro-
polluants présents dans leau sur
une longue période, sans utili-
ser d'énergie active comme des
pompes.

12. POCIS : Polar Organic Chemical
Integrative sampler. Type d'échan-
tillonneur passif concu pour collec-
ter les micropolluants hydrophiles
(qui aiment l'eau), comme certains
pesticides et médicaments.

dans le temps

Membrane

Micropolluant ! Phase
| réceptrice

L'échantillonnage sur le terrain avec les EIP pour une meilleure représentativité

Exemple du POCIS : Polar Organic Chemical Integrative Sampler

Membrane

Phase
réceptrice

POCIS

Schéma et photographie d’un EIP (échantillonneur passif intégratif] : le POCIS.



jusqu’a quatorze jours. Les sur la durée d’exposition dans
micropolluants présents dans l'eau. On arrive donc a des
l'eau migrent et s'accumulent  résultats comme : «Sur les
a lintérieur de UEIP par dif- quatorze jours d'exposition,
fusion chimique passive. Pas il y a 10 ng/L dans l'eau en
besoin de pompe, pas besoin  moyenne pour telle substance,
d’énergie : cela se fait tout seul  etc.»

via un phénomene de gradient
de concentration et d’affinité
pour la phase réceptrice.

Ily a une multitude de variantes
de ces dispositifs (Figure 3)
pour capter le large panel de
Apres quatorze jours dans les  molécules qui existent. Ainsi,
rivieres (durée classique d'ex-  pour les molécules hydro-
position), le POCIS estramené  philes™, & gauche, on utilise
au laboratoire, ot l'on analyse  par exemple les POCIS, qui
les molécules qu'il contient.  sont bien adaptés pour capter
Au préalable, le POCIS a été  des produits pharmaceutiques
calibré par des expérimen- et des pesticides polaires;
tations en laboratoire, pour pour les molécules les plus
déterminer des cinétiques

d’accumulation pour chaque  13. Hydrophile : qualité des subs-
micropolluant et des taux tances qui ont une affinité avec
d'échantillonnage. Au final, l'eag,c'e’st-é-direqui_s'ydissolvent
4 partir des concentrations ou s’y mélangent facilement. Elles

, . sont caractérisées par un coeffi-
mesurees dans le POCIS, il qiopt ge partage entre octanol et

est possible de recalculer des  eau (Kow) qui est faible (log Kow
concentrations moyennées <3).

Les EIP pour mieux intégrer dans le temps la contamination chimique des eaux
=> de la recherche au transfert pour améliorer la surveillance DCE
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Une multitude d’EIP
: Avantages / un échantillon d’eau :
-~ | Intégrer la contamination dans le temps
g:fmcaffhe.' | i % Limites de détection
pore™ Disks | 7 T

‘ 1 & Fréquences de quantification
pocis % Dégradation des contaminants

' R [rm— | % Volume échantillons (transport facilité)
SPMD : = r e ]
(Triolein) H | r&'ﬂs_‘- i
PDMS/LDPE | - I Recherche -> Verrous :

i ! Comprendre les processus d’accumulation

TSP ] pour un calcul fin des Croy dans reau
Transfert -> Verrous : AglaREF

Proposer un EIP pour toutes les
substances réglementées
Proposer un modéle de calcul simple pour

INR A@ 5 calculer en routine des Cogy dans reau

La diversité des EIP pour capter le large panel de micropolluants en fonction de leur hydrophilie ou hydrophobie
[mesurée par leur Kow : coefficient de partage entre octanol et eau).
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hydrophobes', & droite,
comme les PCB, les PAH'®, on
utilise par exemple des mem-
branes en silicone. Dans les
eaux souterraines prélevées
via des piézomeétres, les EIP
utilisés sont nécessairement
de tailles plus petites, comme
les Chemcatcher ou les TSP
(tiges en silicone polaire).

Les EIP permettent non seu-
lement d'intégrer la conta-
mination dans le temps, mais
aussi d'abaisser les limites de
détection, et donc d’augmenter
les fréquences de quantifica-
tion de tous ces contaminants.
Comme les mesures ne se font
pas dans l'eau mais dans les
EIP, cela limite la dégradation
des molécules piégées, ainsi
que le volume et le poids des
échantillons. Incidemment,
cela facilite le transport pour
des campagnes de préléve-
ment éloignées.

Les EIP ont été étudiés en
recherche et développement
depuis plus d'une vingtaine
d'années. Le défien recherche
consiste a comprendre les
processus d'accumulation de
facon «fine », et a proposer des
modéles mathématiques pour
expliquer tous ces processus
et recalculer de la facon la plus
précise possible la concentra-
tion moyennée dans l'eau sur
la durée d’exposition.

14. Hydrophobe : qualité des subs-
tances qui n‘ont pas d'affinité avec
leau, c'est-a-dire qui ne s'y dis-
solvent pas ou trés peu (exemple :
huiles). Elles sont caractérisées
par un coefficient de partage entre
octanol et eau (Kow) qui est élevé
(log Kow > 3).

15. PAH : composés chimiques
formés lors de la combustion de
matiéres organiques (charbon,
pétrole) et souvent toxiques pour
l'environnement.

Aprés une vingtaine d'années
de recherche sur ces outils,
ils ont pu étre transférés pour
la surveillance réglemen-
taire. Cela a été organisé avec
Aquaref, le laboratoire national
de référence pour la surveil-
lance des milieux aquatiques.
Il s'agissait de proposer un
EIP pour chaque substance
réglementée, et de simplifier
les modeles de calcul de la
concentration moyenne dans
l'eau pour que ces EIP soient
utilisables en routine par tous
les acteurs de la surveillance.

1.2. Démonstration de la
pertinence des EIP pour la
surveillance réglementaire
des eaux - exemple du POCIS

Un avantage des POCIS est
d'abaisser les limites de quan-
tification des substances. Le
défi est plus difficile avec
des substances hydrophiles
qu’'avec des substances hydro-
phobes ; il s’agit de trouver
des phases qui permettent de
les piéger et de les concentrer
in situ pour, in fine, améliorer
les seuils de quantification au
laboratoire.

La figure 4 montre que, pour
les substances réglementées,
le facteur d'abaissement des
seuils de quantification entre
échantillonnage par POCIS
versus échantillonnage ponc-
tuel d’eau varie entre 1,5 et
25, ce qui permet de beaucoup
mieux voir la contamination.

A titre d’exemple, le graphe
de la figure 5 illustre le suivi
du Tébuconazole, un pesticide,
dans la riviere du Gier (Rhéne),
au sud de Lyon. Pendant une
année, nous avons mené en
continu des campagnes suc-
cessives d'échantillonnage de



AQUAREF

De combien les POCIS permettent-ils d’abaisser les limites de quantification ?

Bilan des gains sur I'ensemble des
contaminants (14 jours d’exposition) : s o
30 g NJ'LVCI

25 4

o“-
Diméthénamide ﬁé@

3
o

o LG Ponctuel = 5 ng/L [
@ Min LQ POCIS = 0,2 ng/L QQ@ @ %
- Midiane )
© Max &@‘?&2 . f@@

-
=]

o =]
a3 b T i
BOLIS

. G
- ., g, O
| hylchlor :'l‘ios ‘@ P
s Ethyl PY {@ ;&'{@@

LQ Ponctuel = 5 ng/L
0 LQ POCIS = 3,6 ng/L

Gain ou facteur de concentration
POCIS/Ponctuel
]

[NRAQJ Projet RSP-Eau, 2017-2022

Echantillonnage par POCIS versus échantillonnage ponctuel d’eau : amélioration des limites de quantification (LQ)
des micropolluants.

Quel est 'apport des POCIS sur le suivi des dynamiques temporelles ?

Tébuconazole, un fongicide (riviére Gier, Rhéne)

X : Ech ponctuel eau X
n T __:Ech POCIS —

= Impossible de suivre]
F'évolution de la
_ contamination du
s tébuconazole avec les
it échantillons ponctuels

—_ — e d'eau (< LQ, Limite de
Quantification)
contrairement aux
-=|Q Eau | POCS

Concentrations (ng/L)

AQUAREF

Projet RSP-Eau, 2017-2022

Graphique montrant la mesure du Tébuconazole dans l'eau du Gier (Rhéne] pendant un an.
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quatorze jours. Les résultats
avec l'échantillonnage par
POCIS sont figurés par les
traits bleus. La limite de quan-
tification dans l'eau obtenue
pour le Tébuconazole avec les
POCIS se situe aux alentours
d'un nanogramme par litre,
alors qu’avec les échantillon-
nages ponctuels d’eau, elle est
10 fois plus élevée (10 ng/L).

Au final, avec les échantillons
d’eau, on ne peut absolument
pas suivre la dynamique tem-
porelle de contamination par
le Tébuconazole, puisqu’il n'est
quantifié qu’une seule fois (dans
l"échantillon ponctuel d’eau du
25 avril 2018). Dans tous les
autres échantillons ponctuels
d’eau, soit on est en dessous
de la limite de quantification
de 10 ng/L, soit on a prélevé a
un moment ou la contamination
n’était pas suffisamment élevée
pour étre détectée.

Pour en savoir plus, le site
web d’'Aquaref (Figure é) ras-
semble divers documents
afin de faciliter le transfert de
ces outils : avec des guides

pour les utiliser sur le terrain,
des guides pour les analyser
dans les laboratoires, des
calculateurs pour évaluer les
concentrations moyennes des
micropolluants dans l'eau'.
Sur ce site web sont aussi dis-
ponibles des supports de for-
mation, ainsi qu'un rapport de
synthése sur l'étude menée au
niveau national pour démon-
trer leur pertinence pour la
surveillance réglementaire'.

Ces outils sont maintenant
inscrits dans la réglemen-
tation francaise, plus pré-
cisément dans l'arrété de
surveillance des rivieres et
des eaux cotiéres (en date du
26 avril 2022). Les POCIS sont
donc conseillés pour les molé-
cules polaires, et les mem-
branes en silicone pour les
molécules apolaires.

16. https://www.aquaref.fr/
chimie/eip-echantillonnage-
integratif-passif

17. https://www.aquaref.fr/
surveillance-prospective-
evaluation-pertinence-
echantillonneurs-integratifs-
passifs-eip-surveillan-0
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Méthodologies

d’analyses
moléculaires pour
explorer les rejets et
les milieux aquatiques

Les méthodologies présen-
tées dans ce paragraphe
concernent les analyses molé-
culaires en laboratoire. Les
échantillons collectés sur le
terrain (e.g. des échantillon-
neurs passifs, des eaux, des
sédiments, des poissons...]
sont rapportés au laboratoire,
ou ils sont analysés pour
déterminer les molécules
qu’ils contiennent.

Dans ce paragraphe, nous
présentons les stratégies
d'analyses « non ciblées » qui
utilisent des techniques de
chromatographie couplée a la
spectrométrie de masse haute
résolution (HRMS) (Figure 7).
Le but de ces stratégies est
d'élargir la liste des molé-
cules étudiées par rapport a
des stratégies « ciblées », en
explorant les échantillons sans
a priori, c’est-a-dire en prenant
en compte toute l'information
produite par les instruments
d’analyse et en essayant de
comprendre a quelles molé-
cules elle correspond.

Ces travaux ne sont pas encore
au stade du transfert pour la
surveillance réglementaire,
mais ils sont au stade de
recherche et développement.
Le verrou a lever est le déve-
loppement de workflows',
c'est-a-dire des étapes suc-
cessives pour trier et inter-
préter U'énorme quantité
d'informations générées, avec

18. Workflow : ensemble des
étapes et des méthodes utilisées
pour traiter et analyser des don-

utilisation d’outils informa-
tiques et statistiques. Il ne suf-
fit plus d'étre chimiste : il faut
désormais étre chimio-statis-
ticien ou chimio-informaticien
pour arriver a comprendre les
données issues des appareils
de spectrométrie de masse a
haute résolution.

Les trois approches possibles
pour des analyses molécu-
laires de contaminations dans
les échantillons environne-
mentaux sont décrites ci-
aprés (Figure 8).

La premiere approche, l'ana-
lyse ciblée classique, utilise
la spectrométrie de masse a
basse résolution. Pour cette
stratégie, il faut disposer des
étalons (i.e. solution de concen-
tration connue préparée par
dilution de la molécule pure)
pour chaque molécule, et il est
alors possible d'affecter un
nom a chaque composé, ainsi
qu'une concentration précise.
Par exemple, nous avons des
méthodes qui ont été déve-
loppées en laboratoire pour
une vingtaine de composés
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nées scientifiques, souvent a laide  Photo d'un instrument d’analyse moléculaire : appareil de chromatographie
d’outils informatiques. et de spectrométrie de masse haute résolution (temps de vol).
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Les trois approches d’analyses moléculaires par chromatographie couplée a la
spectrométrie de masse basse ou haute résolution (MS ou HRMS)

Les trois approches analytiques

Informations
Analyse ciblée
Ms + Standards

Analyse suspectée
HRMS + Bases de
données

Analyse non-ciblée
HRMS + algorithmes ‘\

-

= Conentrsbion en g/l =
=20 PFAS
7 PCB indicateurs Composés identifiés [P —— 1
Pesticides/ - Nom &
Ph.armaceutiqes - Concentration __—.a& 8
2
o il 3
Composés suspectés o'ro ,@jb\ 2
- Nom ou structure 0 L o 2 =
- Niveau de confiance :‘\:;(;I" 3 |=
209 PCB - Intensité “EL" Noms de molécules s,
Produits =
v R =
Composés détectés ]
. - Masse sur charge (m/z) é—'
48 molécules - Parfois groupement
inconniiie fonctionnel a4
perfluorés, chlorés, .... - Fragments 5
- Temps de rétention (Rt)
- Intensité s

Les trois approches analytiques pour caractériser les micropolluants organiques dans les échantillons

environnementaux.

perfluorés' (PFAS), pour une
trentaine de pesticides ou une
quarantaine de produits phar-
maceutiques. Cela permet de
prédéfinir ce que U'on cherche,
et éventuellement de le trouver
dans les échantillons.

Pour élargir ce panel de molé-
cules, la deuxiéme approche,
dite d’analyse suspectée, n'a
pas besoin d’étalon, mais utilise
des bases de données molé-
culaires et la spectrométrie de
masse a haute résolution. Cela
va permettre de rechercher un
plus grand nombre de molé-
cules. Ainsi, pour les PFAS,
cela permet d'étudier plusieurs

19. Perfluorés : catégorie de molé-
cules chimiques résistantes a la
dégradation, souvent toxiques et
persistantes, utilisées notam-
ment dans des produits comme
les poéles antiadhésives ou les
vétements imperméables.

centaines de composés. Pour
les PCB, il est possible de cou-
vrir les 209 congénéres. Les
produits de transformation,
que l'on ne connait pas a priori,
peuvent aussi étre explorés.
D’ailleurs, ceux-ci peuvent étre
plus toxiques et plus dangereux
que leurs produits parents. Les
informations que l'on obtient sur
ces molécules sont leurs noms
ou une structure chimique. Sans
étalon analytique, lidentité du
composén’est pas certaine a
100 % et sa concentration n’est
pas disponible, mais seulement
une intensité relative, beaucoup
moins précise que la concen-
tration.

La troisieme stratégie est
l'analyse non ciblée. Elle uti-
lise aussi la spectrométrie
de masse a haute résolution
mais, cette fois, les straté-
gies a développer nécessitent



d’utiliser des algorithmes pour
trier la donnée, qui correspond
a des milliers d'informations
sur des molécules inconnues.
Avec l'analyse non ciblée, l'in-
formation est moins précise,
mais elle permet de couvrir un
plus grand nombre de compo-
sés. L'information moléculaire
que l'on obtient est une masse
tres précise, lidentification
de fragments?, des temps de
rétention chromatographique?
et une intensité. Parfois,
il est possible de mettre en

20. Fragments : petites portions
de molécules générées lorsque les
molécules originales sont brisées
en morceaux lors de lanalyse, ce
qui aide a identifier leur structure
chimique.

21. Temps de rétention chroma-
tographique : temps que met une
substance pour traverser la colonne
chromatographique et atteindre le
spectrometre de masse.

évidence un atome caractéris-
tique (chlore, brome...) ou un
groupement fonctionnel dans
la molécule.

A partir de toutes ces informa-
tions sur la nature et/ou l'iden-
tité des composés, on définit
un niveau de confiance?. Pour
l'analyse ciblée, le niveau de
confiance est le meilleur, soit 1;
pour l'analyse suspectée, il est
de 2 ou 3; et pour l'analyse non
ciblée, il est de 4 ou 5.

Les techniques utilisées pour
identifier les molécules sont
d'abord la chromatographie,
puis, dans un deuxieme temps,
la spectrométrie de masse
(Figure 9).

22. Indice de confiance : échelle
utilisée pour indiquer la fiabilité
de lidentification d’'une molécule
en spectrométrie de masse, le
niveau 1 étant le meilleur niveau
et 5 le moins bon.

Chromatographie couplée a la spectrométrie
de masse haute résolution (HRMS-QToF) Tubedevol

Intensité totale

Schéma des différentes parties d'un spectrométre  temps de vol*

=
Chromatographie =
Source ] 7 Chromatogramme Rt (min)
ai Feature = signal
H " -
H Quadrupole Cellule de collision ] ; NI o= caractérisé par m/z, Rt,
[ vl = |7 2
= (_A_\(—Aﬁ | " g Intensité
-Ff - - ; [ I'\ | 8 Un composé est défini
| | | £l par plusieurs features
Spectre de maswn-ur! (Da)
Propulseur Détecteur
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Données Brutes

Conversion, peak

DS Mzrine

4 scans/sec sur 17 min + ‘maison o :

= 4 D00 scans Indos st des " picking, alignement, "

3 000 masses par scans - — Msconvert HALOSEEKER regroupement, tri, Liste de composés
stratégies * 1000-10000 / échantillon

= 12 millions de m/z

d'identification, ... Indice de confiance sur

lidentification: 145

AMassBank Workflowdmetabolomics ‘
A -
b MS-DIAL

IN RA@ * Documantation Waters @

Illustration de 'analyse non ciblée : instruments, étapes et logiciels de traitement des données et type
de résultats.
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Quand les échantillons arrivent
au laboratoire, ils sont soumis
a une extraction par solvants
des micropolluants qu’ils
contiennent ; puis lextrait
est injecté dans le chroma-
tographe pour séparer les
molécules et permettre leur
transfert dans le spectrometre
de masse. La, elles s'ionisent
avant de se fragmenter. Elles
passent dans un tube a temps
de vol ou leur vitesse de pas-
sage permet de déterminer
une masse trés précise, une
information précieuse sur leur
identité.

En sortie de chromatogra-
phie et de spectrométrie de
masse, on obtient un chroma-
togramme et un ensemble de
spectres de masse. On appelle
un « feature » : un signal carac-
térisé par une masse trés pré-
cise, un temps de rétention et
une intensité. Chaque com-
posé est défini par plusieurs
« features ».

En fin d’analyse, on obtient,
pour chaque échantillon,
une quantité de données
brutes tres impressionnante,
jusqu’a 12 millions d’ions
avec une masse sur charge.
Le challenge est donc la :
le traitement statistique et
informatique de ces don-
nées, et, en mode recherche,
la contrainte d’utiliser des
logiciels libres (car transpa-
rents et évolutifs). Il s’agit de
convertir la donnée qui sort
de ces appareils sous un for-
mat libre, puis de trouver une
facon de redessiner les pics,
de les aligner, de regrouper
ceux qui correspondent a un
méme composé, de trier ceux
qui n‘ont pas d'intérét et de
trouver des stratégies pour
identifier tous ces composés
pour les faire passer d'un

niveau 5 a un niveau 4, puis
a un niveau 3, 2, et jusqu'a 1
si confirmation avec un éta-
lon analytique (par analyse
ciblée).

Au final, en fonction des
échantillons environnemen-
taux, on trouve entre 1000 et
10000 composés par échan-
tillon, avec un niveau de
confiance sur leur nature et
identité qui varie entre 1 et 5.

Exemples de travaux
de recherches actuels

3.1. La dégradation
des pesticides

Dans son travail de recherche
réalisé lors de sa theése,
Kévin Rocco travaillait sur
la dégradation des pesti-
cides (Figure 10). Il a pris
comme molécule d'étude le
Tébuconazole, qui est un fon-
gicide retrouvé dans les sols
agricoles.

La premiére étape a été de
développer une base de don-
nées avec les informations sur
les produits de dégradation®
potentiels du Tébuconazole.
Pour cela, il a di faire une
recherche bibliographique,
puis il a utilisé des outils de
prédiction pour modéliser
tous les processus de dégra-
dation possibles afin de dres-
ser une liste des produits de
dégradation potentiels, ce qui
représentait jusqu’a presque
300 molécules possibles.
Puis il a d{ utiliser des outils
pour prédire les informations

23. Produits de dégradation : subs-
tances chimiques résultant de la
décomposition d'un composé ini-
tial (par des processus naturels ou
artificiels comme la lumiére, les
bactéries ou la chaleur).



Dégradation des pesticides (Thése Kévin Rocco, 2019-2023)
el AT

Identification des produits de transformation grice a des
stratégies analytiques suspectées par chromatographie couplée a la
spectrométrie de masse haute résolution — LC-HRMS.
Construction de base de données.

il Journal of Hazardous Materiols -

Enhanced database creation with in silico
workflows for suspect screening of
unknown tebuconazole transformation
products in environmental samples by
UHPLC-HRMS

INRA@ he-oai7zssea

m temps de rétention
chromatographiques

Theése de K Rocco accessible sur Hal => hal-04515491

« Noms s
des componés

Pridiction de L
Fragmentation (MS)

Sujet de thése sur lidentification des produits issus de la dégradation des pesticides par analyse suspectée.

nécessaires a l'analyse sus-
pectée de ces molécules,
comme leurs temps de réten-
tion chromatographique, leurs
fragments... Il a appliqué cette
base de données et son work-
flow a des échantillons réels
collectés sur des sols agri-
coles, sur lesquels il savait
qu'il y avait eu un épandage
de Tébuconazole. Il a ainsi
mis en évidence six produits
de dégradation en quantité
significative, qui n’avaient
encore jamais été mesurés
dans les sols agricoles. Ces six
nouvelles molécules doivent
maintenant étre étudiées plus
finement, notamment leurs
fréquence et niveau de quanti-
fication dans l'environnement
et leur toxicité, pour évaluer
la pertinence de les surveiller
dans l'environnement (sols et
eaux), voire d’interdire leur
utilisation.

3.2. Exploration de la
diversité des contaminations
dans les sédiments

Dans le cadre de sa these, Tom
Ducrocq? a développé une
méthodologie pour explorer
la diversité des micropolluants
organiques archivés dans les
sédiments de riviéres.

Dans une premiére partie, il a
développé un workflow ; le défi
était d’identifier le maximum
de micropolluants organiques
d'intérét émergent [(i.e. peu
connus), voire aussi des micro-
polluants inconnus, dans les
empreintes HRMS générées
par les analyses non ciblées de
divers sédiments (Figure 11).
Dans une deuxieme partie,

24. Tom Ducrocq (2025), Exploration
des micropolluants organiques dans
les sédiments du Rhéne par analyse
non-ciblée, thése de doctorat de
U'Université Claude Bernard Lyon 1.
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Exploration des contaminations des milieux aquatiques dans les
archives sédimentaires (These Tom Ducrocq, 2021-2025)

=> Etudier l'influence de Lyon

- Identifier le maximum de

Traitements statistiques des données pour
mettre en évidence des tendances spatiales
ou temporelles des contaminations

Ma thése en 180 secondes 2023 - Tom Ducrocq, Youtube

T. Ducrocqg et al., 2024, Chemosphere, 365, 143275,
doi.org/10.1016fj chemosphere. 2024.143275
T. Ducrocq et al, 2025, | Haz Mat, sous presse

micropolluants organiques

Sujet de thése sur U'exploration de la diversité des micropolluants dans les sédiments par analyses non ciblées.

Tom a développé des stratégies
de traitements statistiques des
données pour mettre en évi-
dence des tendances spatiales
ou temporelles des contami-
nations.

Sur une sélection de plusieurs
échantillons de sédiments
collectés dans le Rhone et la
Sadne, en amont et en aval de
Lyon, Tom a d'abord procédé
par analyse ciblée avec les
molécules et les méthodes
que nous avions au laboratoire.
Cela couvrait une centaine de
molécules [pesticides et phar-
maceutiques) a rechercher
dans ces échantillons. L a ainsi
mis en évidence la présence de
42 micropolluants qu’'il a pu
quantifier (identification avec
un niveau de confiance 1 ; voir
figures 9 et 13).

Ila ensuite mis en ceuvre une
analyse suspectée en utili-
sant une base de données qu'il

a alimentée avec 3000 molé-
cules potentiellement archi-
vées dans les sédiments.
Cela lui a permis de mettre
en lumiére 114 nouvelles
molécules (avec un niveau de
confiance 2 ; voir figures 9 et
13) : des pharmaceutiques,
des cosmétiques, des pes-
ticides, ainsi que quelques
produits industriels, dont des
perfluorés, des plastifiants, et
aussi des produits naturels
issus de la dégradation de
la matiére organique végé-
tale et animale. En étudiant
les séries de composés avec
plus ou moins de groupe-
ments CF,”, il a pu identi-
fier de nouveaux composés
perfluorés. Et en procédant
de méme avec les séries de

25.CF, : groupe chimique - consti-
tué d'un atome de carbone lié a
deux atomes de fluor - caracté-
ristique des composés perfluorés.



composés contenant plus ou
moins de groupements CH,?%,
il a identifié de nouveaux bis-
phénols (avec un niveau de
confiance 3 ; voir figures 9 et
13).

Puis il a complété son explora-
tion, cette fois par analyse non
ciblée. Tom a recherché les

26.CH, : groupe chimique - consti-
tué d'un atome de carbone lié a
deux hydrogenes.

molécules halogénées? avec
'étude des profils isotopiques
en utilisant un logiciel en libre
accés (HaloSeeker). Il s’est
focalisé sur la recherche des
molécules avec des atomes de
fluor ou de chlore. Cela lui a
permis de mettre en évidence
la présence de 954 compo-
sés chlorés et 109 composés

27. Avec au moins un atome
d’halogéne, i.e. soit le fluor F, soit
le chlore Cl, soit le brome Br, soit
liode I.

Empreinte chimigue de matiéres en suspension
Novembre 2021 au sud de Lyon
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Identification des composés sur une sélection de plusieurs échantillons collectés dans le Rhone et la Sadne, en
amont et en aval de Lyon. En haut : 'empreinte HRMS (avec les couleurs représentant les niveaux de confiance).
En bas, a gauche : la diversité des familles de molécules et leur proportion. En bas, a droite : le nombre

de molécules mises en évidence (selon le niveau de confiance).
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fluorés, sans Ll'information
précise sur leur nom (avec un
indice de confiance de 4 ; voir
figures 9 et 13). La figure 12
permet d'illustrer le nombre
de molécules mises en évi-
dence par Tom, avec les
niveaux de confiance associés.

Au final, sur ces échantil-
lons de sédiments collectés
autour de Lyon, Tom a iden-
tifié 1230 molécules environ
(niveaux de confiance de 1
a 4). Cela représente environ
5 % de lUinformation conte-
nue dans l'empreinte HRMS
(1230 molécules identifiées
sur les 27000 détectées). Ce
résultat est assez classique. Il
reste encore des recherches a
mener pour identifier un plus

Pesticides
-2 Viticulture
-> Elevage

. Bisphénols
> Industrie ? < a

- Plasticvallée

T-RHONE FRANCAI

Retardateurs de flammes

organophosphorés
Lac Léman

PFAS
- Vallée de la chimie

= Usage mal documenté

D en Europe
\ Méditerranée

[} 50 krm

Mise en évidence de tendances de contamination autour de Lyon.

grand nombre de molécules
dans ces empreintes HRMS
et améliorer les niveaux de
confiance. L'enjeu est de déve-
lopper des workflows, si pos-
sible avec des logiciels libres
et transparents, pour faciliter
leur évolution. Il 'y a aussi un
enjeu d’automatisation, pour
faciliter ce travail d’explora-
tion des gros jeux de données
générées par HRMS.

Cette empreinte HRMS
contient une multitude d’in-
formations sous-exploitées.
Une perspective dans nos
recherches est de « bancari-
ser » ces empreintes HRMS
en complément des banques
d’échantillons environnemen-
taux (i.e. mettre en place des
banques d’échantillons élec-
troniques, en plus des phy-
siques). De cette facon, il sera
possible, dans dix ans, d'étu-
dier des échantillons collec-
tés aujourd’hui (i.e. faire des
analyses rétrospectives), et
ainsi de mettre en évidence la
présence de micropolluants
que l'on ne connait pas encore
dans des échantillons actuels.

En appliquant sa stratégie
d'analyse a des échantillons
collectés en amont et en
aval de Lyon, Tom a aussi pu
faire ressortir des tendances
spatiales de contamination
(Figure 13), avec, par exemple,
des pesticides spécifiques dans
la Sadne en amont de Lyon, des
bisphénols spécifiques dans
le Rhone en amont de Lyon
(probablementissus de l'Ain et
de la « Plastics Vallée »), des
perfluorés spécifiques en aval
du couloir de la chimie, au sud
de Lyon.



Conclusion

Il'y a trois décennies, on ne s’intéressait pas a
la nature des micropolluants, dorigine anthro-
pique, présents dans les rivieres et autres
zones aquatiques. L'amélioration des intru-
ments et stratégies d’analyses moléculaires a
permis d’améliorer les connaissances sur ces
polluants invisibles (sources, niveaux de conta-
mination et devenir dans lenvironnement).
Finalement, plus on en cherche, plus on en
trouve...

Ces recherches scientifiques sont la pour
répondre a une demande sociale actuelle et
permettre de réfléchir a des solutions pour
mieux gérer les pollutions liées aux activités
humaines (industrielles et domestiques). La
santé environnementale conditionne trés direc-
tement la santé humaine : on parle maintenant
de « Santé unique » (concept OneHealth). Pour
permettre d’'agir et d’empécher la dégradation
de Uenvironnement et de la santé, Uenjeu est
maintenant une meilleure diffusion et utilisa-
tion des connaissances produites par les cher-
cheurs vers les citoyens et les politiques.
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