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|. Présentation du sujet

* Présence de micropolluants nombreux et variés dans I‘environnement

« Composés pharmaceutiques présents dans les eaux usées car peu abattus par les Stations de
Traitement des Eaux Usées (STEU)

* Produits de dégradation mal caractérisés

* Impact potentiel sur la santé humaine et sur les écosystemes

Station de traitement des eaux usées de
Seine Amont a Valenton (Val-de-Marne)
www.siaap.fr




|. Présentation du sujet

Parmi ces composés pharmaceutiques :

* Le Furosémide, diurétique courant, se retrouve dans les eaux de surface (jusqu‘a la centaine de ng/L dans

les rivieres)!)
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(U(Calamari et al., 2003, Valcdrcel et al., 2011)



|. Présentation du sujet
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* Le Furosémide, diurétique courant, se retrouve dans les eaux de surface (jusqu‘a la centaine de ng/L dans
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|. Présentation du sujet

Parmi ces composés pharmaceutiques :

* Le Furosémide, diurétique courant, se retrouve dans les eaux de surface (jusqu‘a la centaine de ng/L dans

les rivieres)!)

e Au LEESU, Pyridinium de Furosémide capable d‘induire les marqueurs de H.C Eﬁf A\
.C—

la maladie de Parkinson chez les rongeurs a forte dose (%)

 Peu de données toxicologiques sur les trois produits de dégradation

HO Furosémide
Pyridin’iUI.n de | N7 ) . OHHV@ oxydation
Furosemide COH - QS 0

of T HN "y 4

Transformation du Furosémide en ses produits de dégradation

(U(Calamari et al., 2003, Valcdrcel et al., 2011) @ (Laurencé et al, 2019)
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Quelles sont
les concentrations environnementales ?



|l. Matériel et méthodes : Extraction, Purification et Analyse

Pour des échantillons de matrice solide :
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*Pressurized Solvent Extraction



|l. Matériel et méthodes : Extraction, Purification et Analyse
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|l. Matériel et méthodes : Extraction, Purification et Analyse
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Dopage de 200 ng de Furosémide et Pyridinium de Furosémide chacun
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|l. Matériel et méthodes : Extraction, Purification et Analyse

1g de boue 0,5g de boue 1g de boue
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|l. Matériel et méthodes : Extraction, Purification et Analyse

1g de boue 0,5g de boue 1g de boue
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EXTRACTION

Ultrasons Micro-ondes

* Filtration filtre plissé
« Evaporation
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* Filtration filtre plissé
« Evaporation
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|l. Matériel et méthodes : Extraction, Purification et Analyse

1g de boue 0,5g de boue 1g de boue
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|l. Matériel et méthodes : Extraction, Purification et Analyse
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Dopage
EXTRACTION .
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PURIFICATION

OASIS HLB Cartridge

Appareil de purification pour une SPE f
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Evaporation : Flux d’azote
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Eau ultra pure/méthanol
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|l. Matériel et méthodes : Extraction, Purification et Analyse
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| ll. Matériel et méthodes :
m P' \ Analyse en Chromatographie Liquide et
UL\ Spectrométrie de Masse (LC-MS)

LC: —{T]}

>
Chromatography =
Separation of the mixture

* Les analytes sont organiques, faiblement apolaires et

Prepared sample

facilement solubles dans les solvants courants
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Data acquisition
and processing
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healthcare-in-europe.com/en/news/a-brief-history-of-mass-spectrometry.html

Process control
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lll. Résultats et discussion :
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healthcare-in-europe.com/en/news/a-brief-history-of-mass-spectrometry.html

Analyse en Chromatographie Liquide (LC)

Exemple du Furosémide

210409_FURO_INFUSION_MSNEG 1 (0.502)

100

100+

F15:MRM of 2 channels ES-
328.976 = 204 953

Furosemide _ 3.023e+004
t=5.76 min
Aire =1447 .28
Intensité =30232

min

(TR 1)
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lll. Résultats et discussion :
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Infusion en Spectrométrie de Masse (MS)

Cl

Pour le Furosémide
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ll. Résultats et discussion :
Infusion en Spectrométrie de Masse en
tandem (MS/MS)

W, IO
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Pour le Furosemide \H,
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OH
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lll. Résultats et discussion :
Analyse en LC-MS

e Ces analyses ont été répétées pour le Pyridinium de Furosémide et la Saluamine

Masse du fragment

eI LN Electrospray +/- ionique analysé Etalon interne
(g/mol) rétention (min) pray 9 y
(m/Z)
Pyridinium de 328,72 0,74 , 249,02 Aténolol-d7
Furosémide
Saluamine 250,66 1,43 + 233,10 Aténolol-d7
Furosémide 330,74 5,70 i 204,84 S“'famegzoxam'e'
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lll. Résultats et discussion :
Droites d’etalonnage

e Gamme : 13 points de Furosémide, Pyridinium de 25
y=0,0117x +0,0125 e
Furosémide et Saluamine o R?=0,9978 ..
* Lagamme de solutions a été injectée en LC-MS puis, ::t’ v e
< e
\ e / c . . . c . v 1
apres integration des aires et Ilnearlsatlon, trois = o
0,5
droites ont été tracées o
0 @
0 50 100 150 200
[Furosémide] pg/L
0,14 0,02
y = 0,0006x + 0,0002 S 0,018 y = 9E-05x + 0,0003 »
0,12 R? =0,9995 0,016 R2 = 0,9889
Droites d'étalonnage  _ o: oo
7 . : L :
du Furosémide, du "(']J) . o 0012
Pyridinium de 3: ' . < oo .
Furosémide etdela G 0% U 0,008 e
Saluamine en LC-MS I ., . < 0,006 -
| . 0,004 ° ’
0,02 .. 0,002 e
0 ’ 0 ”
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Sal [ L
[Pyridinium de Furosémide] pg/L [Saluamine] g/ 2



ng de Furosémide/g boue

lIl. Résultats et discussion :

Comparaison de méthode d’extraction — Micro-ondes ou Ultrasons
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Exemple du Furosémide

Comparaison entre

ultrasons et micro-
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l'extraction du

Furosémide

OH
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ng de Furosémide/g boue

lIl. Résultats et discussion :

Comparaison de méthode d’extraction — Micro-ondes ou Ultrasons
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Ultrasons  Micro-ondes

iO)_\
| @)

i _O
/ HN 57

Exemple du Furosémide NH,

Comparaison entre

ultrasons et micro-

ondes pour

l'extraction du

Furosémide

O
OH

La meéthode aux micro-
ondes extrait environ
deux fois plus de
Furosémide que les
ultrasons.

29



lIl. Résultats et discussion :

Comparaison de méthode d’extraction — Micro-ondes ou PSE

Exemple du Pyridinium de Furosémide

Comparaisons entre la PSE et les micro-ondes pour d'extraction du

ng de Pyridinium de Furosémide/g boue
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lIl. Résultats et discussion :

. p : : HO
Comparaison de méthode d’extraction — Micro-ondes ou PSE ®
N
Exemple du Pyridinium de Furosémide o
Cl
.SO
Comparaisons entre la PSE et les micro-ondes pour d'extraction du HN™" 2

ng de Pyridinium de Furosémide/g boue
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o
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Non dopé
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Micro-
ondes
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10

Dopé

PSE

14,26

Micro-
ondes

La méthode aux micro-ondes
extrait environ quatre fois plus
de Pyridinium de Furosémide
par extraction PSE, avec ou sans
dopage.
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lll. Résultats et discussion :
Comparaison de méthode d’extraction — Micro-ondes ou PSE

Cl NH:
Exemple de la Saluamine o, o
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lll. Résultats et discussion :
Comparaison de méthode d’extraction — Micro-ondes ou PSE

Cl NH:
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lll. Résultats et discussion :
Comparaison de méthode d’extraction — Micro-ondes ou PSE

Cl NH:
Exemple de la Saluamine o, o
A\
HaN "~
A\
0 OH

La méthode aux micro-ondes extrait environ

1,5 fois plus de Saluamine en extraction PSE. 00

350

* Cette différence due a l'effet de matrice qui réduit la

300

qualité d’extraction lorsque les quantités extraites

250

sont élevées (centaines de ng contre dizaines de ng)

200 =

* || faut évaluer cet effet de matrice

150

ng de Saluamine/g boue

Ul
o

Comparaison entre la PSE et les

o

micro-ondes pour l'extraction de la

PSE Micro-ondes
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IV. Conclusions :

Concentrations trouvées et comparaison avec la littérature

 La méthode aux micro-ondes extrait plus de Furosémide, Pyridinium de Furosémide et Saluamine

gue les méthodes aux ultrasons et PSE

Boue n°1 (ng/g) Boue n°2 (ng/g) Données
Eau de Littérature
Micro- Seine ivie
Micro-Ondes | Ultrasons . PSE (ng/L) Boue Riviere
ondes (ng/g) (ng/L)
Furosémide 8,519 4,098 - - 34,48 10,1-3303) 1,72-254,74
Pyridinium de Furosémide - - 2,1 0,54 4,1 - -
Saluamine - - 315,3 201,3 59,42 - -

* Les concentrations trouvées en Furosémide en-dessous des concentrations d’effet trouvées dans la

littérature (ou LOEC = 0,312 mg/L pour C. dubia, algue pour laquelle la LOEC est la plus basse)®

* Pyridinium de Furosémide et Saluamine peu caractérisés d’un point de vue toxicologique

* Leur étude écotoxicologique est en cours au LEESU

*LOEC = Lowest Observed Effect Concentration

(B)(Jelié, Petrovi¢ and Barceld, 2009, Narumiya et al., 2013) (“)(Calamari et al., 2003) *(Isidori et al., 2006)
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Perspectives

Amélioration du protocole :

Le Furosémide-d5 comme étalon interne, qui pourrait

étre utilisé comme étalon d’extraction pour déterminer

un rendement

* Changement de la phase mobile en LC-MS afin de mieux
éluer les molécules notamment la Saluamine

* Résultats préliminaires donc réplicats nécessaires

* Poursuivre avec I'analyse d’échantillons d’eau et de boue

* Limites de détection et quantification

2 2

H

@) H ’H Cl
| @)
| O

) / HN 7

H \

244 NH,
O

OH
Formule du Furosémide-d5
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