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de micropolluants organiques dans les milieux

aquatiques

Dans cette note, les auteurs font le point sur une méthode d’exploration non-ciblée permettant
de détecter de nouveaux micropolluants organiques et les éventuels produits de transformation
des substances rejetées dans les milieux aquatiques. L’analyse exhaustive et sans a priori
d'échantillons collectés dans les milieux aquatiques (eaux, sédiment et biote) par cette approche
en fait un outil complémentaire a 'analyse ciblée et précieux pour la surveillance dans le cadre

de la directive cadre européenne sur l’eau.

Vers une surveillance chimique des eaux
par analyse non-ciblée

Adoptée en 2000, la directive cadre sur |’eau (DCE) intro-
duisait I'objectif de bon état écologique et de bon état
chimique pour les masses d'eau de surface. En pratique,
cela consiste a ceuvrer pour obtenir une diminution de
la pollution des eaux a travers le suivi de substances
ou micropolluants (quarante-cing aujourd’hui selon la
directive 2013/39/EU) considérés comme prioritaires en
raison de leur toxicité et de leur concentration dans les
milieux aquatiques. Pour les micropolluants organiques,
la spectrométrie de masse selon une approche dite
«ciblée» est la technique analytique la plus utilisée en
raison de sa grande robustesse, sensibilité et spécificité
(Escher et al., 2020). Cependant, cette approche ciblée
permet de détecter uniquement des micropolluants orga-
niques sélectionnés au préalable et pour lesquels un
étalon analytique est disponible. Afin de réviser la liste
de substances prioritaires pour considérer de nouveaux
micropolluants organiques pertinents plus ou moins
connus et ubiquistes, ainsi que les éventuels produits de
transformation des substances rejetées dans les milieux
aquatiques, une méthode d’exploration plus globale et
sans a priori, dite non-ciblée, est nécessaire.
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Principe de l'analyse non-ciblée

La chromatographie liquide ou gazeuse assure la sépa-
ration des micropolluants organiques présents dans
un échantillon. En effet, selon ses propriétés physico-
chimiques, chaque micropolluant traverse la colonne
chromatographique en un temps spécifique appelé
temps de rétention. Ensuite, la spectrométrie de masse
assure |’ionisation et la détection des micropolluants
selon leur rapport masse/charge communément désigné
m/z. Tandis que |’analyse ciblée est généralement quan-
titative et fondée sur la spectrométrie de masse a basse
résolution permettant uniquement la détection des m/z
de micropolluants organiques présélectionnés, I’analyse
non-ciblée est généralement qualitative et fondée sur
I"utilisation de la spectrométrie de masse a haute résolu-
tion (HRMS) permettant la détection exhaustive des m/z
sans a priori. De plus, la haute résolution en HRMS per-
met de discriminer des composés dont les masses sont
trés proches alors que ceux-ci seraient indiscernables par
la spectrométrie de masse conventionnelle utilisée pour
I’analyse ciblée. Le résultat d’'une analyse non-ciblée en
HRMS consiste donc en une liste des signaux détectés
et caractérisés chacun par un rapport m/z, un temps de
rétention et une intensité. Selon le type d’échantillon



Focus -

analysé, le nombre des signaux détectés peut varier de
plusieurs centaines a plusieurs dizaines de milliers. Pour
obtenir davantage d’information, certains instruments
utilisés en HRMS peuvent également fragmenter les
micropolluants organiques en provoquant leur collision
avec un gaz neutre afin d’enregistrer aussi les signaux
des fragments. Cette information supplémentaire permet
d’augmenter le niveau de confiance des résultats lors
de I'identification des micropolluants (Schymanski et
al., 2014). En effet, la fragmentation d’'un micropolluant
complete Iinformation relative au rapport masse/charge
et au temps de rétention car elle représente sa signature
spécifique.

L’analyse non-ciblée en HRMS génere donc un volume
de données tres important dont le traitement nécessite
une approche particuliere selon 'objectif recherché
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(Bergé et al., 2018 ; Pourchet et al., 2020 ; Soulier et
al., 2021 ; Tian et al., 2020). D’une maniére générale,
trois stratégies sont employées. La premiére, et la plus
fréquemment employée, dite «analyse suspectée »,
consiste a rechercher les micropolluants organiques tels
que des résidus pharmaceutiques, des biocides ou des
produits de transformation déja parfaitement caractéri-
sés dont la présence dans les eaux est plausible. Pour ce
faire, les données acquises sont confrontées a des librai-
ries de spectres contenant les signatures spécifiques
d’un certain nombre de micropolluants (figure @).
Ces librairies de spectres sont commercialisées par les
fournisseurs de spectrometres de masse a haute réso-
lution ou développées par chaque utilisateur selon ses
besoins. D’autres librairies de spectres sont également
disponibles en libre acces sur internet comme par

@ Représentation schématique simplifiée de I’analyse d’un échantillon d’eau par une approche non-ciblée, des données obtenues
et de leur traitement (identification de micropolluants et génération d’empreinte chimique).

Echantillon d'eau
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@ Apport potentiel de 'analyse non-ciblée en complément de I'analyse ciblée pour la directive cadre européenne sur l'eau (DCE).
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exemple MassBank (https://massbank.eu/MassBank/)
ou mzCloud (https://www.mzcloud.org). La seconde
stratégie, dite «analyse structurale», consiste a étu-
dier en détails les signaux demeurant inconnus afin
d’identifier les micropolluants organiques associés. Par
exemple, grace a la précision de la masse mesurée, la
formule brute d’un micropolluant organique inconnu
peut étre déterminée. Ensuite, I’examen détaillé de
la fragmentation de ce micropolluant peut conduire
a la proposition d’une structure. Cette approche est
fréquemment employée afin d’identifier de nouveaux
produits de transformation d’un micropolluant connu
(Tian et al., 2020). La troisieme stratégie, dite «analyse
d’empreinte chimique », consiste a examiner les don-
nées acquises dans leur ensemble sans tenter d’identi-
fier les micropolluants organiques associés (figure @).
Cette approche permet d’observer la variation de la
composition de I'eau le long d’une riviere ou durant le
traitement des eaux usées. L'application d’outils statis-
tiques permet alors un examen approfondi des données.
Une analyse cluster permet, par exemple, de grouper
les micropolluants dont I’abondance relative évolue
de maniere similaire entre les différents échantillons
comparés et d’aboutir a I'identification de nouveaux
marqueurs de sources de contamination. L'utilisation
et le développement de la HRMS pour des applica-
tions environnementales sont renforcés par les travaux
de collectifs comme le réseau européen NORMAN
(https://www.norman-network.com) auquel les cher-
cheurs d'INRAE contribuent activement.

Intérét de l'analyse non-ciblée
pour la directive cadre européenne sur l'eau

L'analyse exhaustive et sans a priori des milieux aqua-
tiques (eaux/sédiment/biote) par I’approche non-ciblée
en fait un outil complémentaire a I’analyse ciblée et pré-
cieux pour la surveillance DCE (figure @) car :

e le nombre de micropolluants organiques considérés
passe de quelques dizaines lors d’une analyse ciblée a
plusieurs milliers lors d’'une analyse non-ciblée, sous
réserve que les techniques de préparation d’échantillons
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avant analyse soient adaptées. De plus, le colt analy-
tique n’est pas affecté pour une telle recherche purement
qualitative car, hormis quelques composés traceurs pour
le dopage des échantillons, I'analyse suspectée permet
de s’affranchir de I'acquisition d’étalons analytiques
tres colteux. Cependant, le temps lié au retraitement
des données en analyse non-ciblée peut augmenter de
maniere tres significative en fonction de la robustesse du
protocole ou « workflow» utilisé. En ce sens, le retour
d’expérience de douze laboratoires frangais membres du
GT NTS permet de clarifier les pratiques et les précau-
tions a considérer lors de la réalisation d’analyses non-
ciblées pour la recherche de composés suspects dans les
échantillons environnementaux (Soulier et al., 2021).
D’une maniere générale, la surveillance d’'un nombre de
micropolluants organiques grandement élargi dans les
eaux de surface et dans les rejets contribuera a la mise a
jour des substances prioritaires pour la DCE ;

e chaque micropolluant observé peut donner lieu (en
fonction de sa fréquence de détection, sa concentration
et sa toxicité) a la recherche de ses éventuels produits de
transformation qui demeurent généralement méconnus
et négligés mais sont parfois tout aussi actifs que la molé-
cule meére (Kern et al., 2009) ;

¢ |'empreinte chimique de chaque échantillon est enregis-
trée et archivée. L’analyse non-ciblée permet donc de créer
une large «banque d’échantillons virtuelle » disponible
ultérieurement pour une analyse rétrospective, par exemple
grace a l'utilisation de librairies de spectres de micropol-
luants (https://www.norman-network.com/nds/). l
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