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Sigles et abréviations

AL : Point aléatoire

Anses : Agence nationale de sécurité sanitaire alimentation, environnement, travail
ARS : Agence Régionale de Santé

BDD : Base de données

DGS : Direction Générale de la Santé

DROM : Départements et Régions d’ Outre-Mer

EDCH : Eau destinée a la consommation humaine

EIL : Essai Inter-laboratoire

EB : Eau brute

ESO : Eau souterraine

ESU : Eau de surface

ET : Eau traitée

LC : Chromatographie en phase liquide

GD : Point Gros Débit

HRMS : Spectrométrie de Masse Haute Résolution

LHN : Laboratoire d’'Hydrologie de Nancy

mDa : millidalton

QTOF : Quadripble — Temps de Vol

PFAS : Substances perfluoroalkylées et polyfluoroalkylées
SPE : Extraction sur phase solide

SPE-Online-LC-HRMS : Extraction sur phase solide associée chromatographie en phase liquide
couplée a de la spectrométrie de masse haute résolution

STEU : Station de traitement des eaux usées

TTP : Sortie d’installation de traitement
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Glossaire

Les définitions de ce glossaire sont basées sur les ressources suivantes : article scientifique
(Soulier et al. 2021), glossaire ANSES, Rapports AQUAREF.

Erreur de masse : Différence exprimée en ppm entre les masses ou rapports masse sur charge
théorigue set expérimentaux.

Erreur sur le temps de rétention : Différence absolue ou relative entre les temps de rétention
théoriques et expérimentaux.

Faux positif : Composé identifié alors qu’il est absent dans I'échantillon. Les faux positifs peuvent
étre dus a de multiples sources d’erreurs, telles que I'inadéquation des critéres d’identification, des
informations erronées dans la base de données utilisées pour I'identification, défaut de contrble de
la contamination ou encore les blancs incorrectement pris en compte.

Faux négatif : Composé non identifié alors que celui-ci est recherché et présent dans I'échantillon.
Les faux négatifs peuvent provenir entre autres d’'un manque de sensibilité de la méthode
analytique, d'un manque de robustesse de la méthode notamment vis-a-vis d’effets matriciels,
d’erreurs dans la base de données utilisées pour l'identification, ou des criteres d’identification trop
stringents.

Fragment : Partie d'une molécule ou d’un ion produit dans le spectromeétre de masse.

Composé recherché : Composé présumé présent dans un échantillon, listé dans une base de
données ou une liste molécules, et qui est recherché sans disposer nécessairement d’'un étalon
analytique de référence.

Composé identifié : Composé satisfaisant les critéres d’identification et critéres qualité et dont
I'identité est associée a un niveau de confiance.

Base de données: Ensemble d’informations ou de spectres de masse caractérisant des
COMPOSES.

Identification : Processus visant a déterminer l'identité d’un signal au cours d’'une analyse par
I'accumulation de preuves et associé a un niveau de confiance.

Signal : Couple rapport masse sur charge — temps de rétention associé a une intensité et obtenue
par analyse non ciblée.

Version finale page 7/ 84 Mars 2026



Anses e rapport d’appui scientifique et technique Demande « 2024-AST-0046 »

Liste des tableaux

Tableau 1 : Coefficients de variation de l'intensité, médianes de l'erreur en masse (ppm) et de l'erreur
absolue (min) sur I'ensemble des séries par traceur interne ............ccccc 25

Tableau 2 : Médianes du pourcentage de molécules identifiées, de I'erreur en masse (ppm) et de l'erreur
absolue (min) sur I'ensemble de la campagne par traceur iNterNe ............cccccvviiiic 28

Liste des figures
Figure 1 : lllustration de I'espace chimique atteignable lors de I'analyse non ciblée, issue et traduit de Black

L = I 0240 122 ) TP TP TT PP PPPPPPPP 11
Figure 2 : Niveaux de confiance selon I'échelle de Schymanski. Adapté de Schymanski et al. (2014)......... 12
Figure 3 : Caractéristique de la base de données interne : nombre/répartition selon 'usage ou la classe

(ol o110 10 LU =TSP 17
Figure 4 : Répartition des échantillons prélevés en eaux brutes (EB) et eaux traitées (ET) en fonction du type

de points gros débit (GD) €t @l€at0ire (AL) ......ccvviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 18
Figure 5 : Distribution géographique des eaux brutes prélevées en métropole et dans les DROM (Martinique,

Guadeloupe, Guyane, Réunion, Mayotte). (GD = point bleu ; AL = point NOI) ......ccccveviiieeiiiiiiiiieeeeen. 19
Figure 6 : Bilan des valeurs de I'erreur en masse (ppm) pour chaque traceur inteme et par type d’échantillon.

(O T @R O] a1 (0110 [V =11 (= TS 22
Figure 7 : Bilan des valeurs de l'erreur absolue sur le temps de rétention (min) pour chaque traceur interne

par type d’échantillon. QC : Contrdle qUalité. ... 23
Figure 8 : Bilan des valeurs de coefficient de variation (%) de lintensité du signal sur une séquence par

traceur interne et par nature de I'échantillon. QC : Contrdle qualité. ..............coooiiiiiii i, 24
Figure 9 : Bilan du pourcentage de molécules identifiées par type de contrdle positif. QC : Contrdle qualité.

.......................................................................................................................................................... 26
Figure 10 : Bilan des valeurs de I'erreur en masse (ppm) par type de QC. QC : Contrdle qualité................. 27

Figure 11 : Bilan des valeurs de l'erreur absolue sur le temps de rétention (min) par type de QC. QC :
CoNtrOle QUAIILE. ... 27

Figure 12 : Logigramme pour le traitement des données obtenues par la méthode SPE-online-LC-HRMS par
échantillon et par composé. L’attribution du niveau de confiance est basée sur le rapport AQUAREF
2022 —BRGM/RP-TLTT5-FR. .o 31

Figure 13 : Nombre de molécules distinctes par usage ou classe chimique, selon la ressource en eau brute
(ESU, ESO) ou le type de site/point s€lectionné (AL, GD).......ccovvviiiiiiiiiii 32

Figure 14 : Pourcentages d’échantillons ou au moins un composé a été identifié, par famille de contaminants
€1 PAN LYPE T8 TESSOUITES ... 33

Figure 15 : Boites a moustaches du nombre de composés par intervalles de fréquence d’identification (%) et
distributions des fréquences d’identification (%) par molécule et par type d’eau. ESO : eau souterraine,
ESU AU AB SUIMACE. ...... ittt e et e e et e e et e e e e et e e e et e e e e aba e e eerans 33

Figure 16 : Fréquence d’identification supérieure a 5%, des composés identifiés dans les eaux brutes par
usage et selon le niveau de confiance. Benzoic.24Et2 : 2-(4-Diethylamino-2-hydroxybenzoyl)benzoic
acid, 4(5)MeBnTriaz : 4 (ou 5)-methyl-1H-benzotriazole..............ooiiiiiiiiii e 35

Figure 17 : Fréquence d’identification (%) par molécule et par type d’eau pour les molécules aux usages
définis comme comestibles, PFAS et dans [lindustrie. Benzoic.24Et2 : 2-(4-Diethylamino-2-
hydroxybenzoyl)benzoic acid, 4(5)MeBnTriaz : 4 (ou 5)-methyl-1H-benzotriazole.............................. 36

Figure 18 : Fréquence d’identification (%) par molécule et par type d’eau pour les molécules définies comme
PRAIMACEULIGUES. ... 37

Figure 19 : Fréquence d’identification (%) par molécule et par type d’eau pour les molécules définies comme
PO S IS, ittt 38

Version finale page 8/ 84 Mars 2026



Anses e rapport d’appui scientifique et technique Demande « 2024-AST-0046 »

Figure 20 : Fréquence d’identification supérieure a 5%, des composés identifiés dans les eaux traitées par
usage et selon le niveau de CONfIANCE...........euuiiiii i e e 40

Figure 21 : Nombre de molécules distinctes par usage, selon le type d’eau (EB ou ET) ou le type de
sélection (AL, GD) pour 'eau trait€e. .........coooiiiiiiiiiii 41

Figure 22 : Boite a moustaches des fréquences d’identification par usage et par type d’eau et boite a
moustaches par type de site pour les eaux traitées. Les points rouges représentent les moyennes par
USAQE €L PAr tYPE A'EAUL. oo 41

Figure 23 : Répartition des composés selon s’ils sont identifiés en EB et ET, seulement en EB ou seulement
=] 1 = LR PP 42

Version finale page 9/ 84 Mars 2026



Anses e rapport d’appui scientifique et technique Demande « 2024-AST-0046 »

1 Contexte, objet et modalités de realisation
des travaux

1.1 Contexte

Dans le cadre de son mandat de laboratoire national de référence pour les eaux destinées a la
consommation Humaine, le Laboratoire d'Hydrologie de Nancy de [I'Anses organise
périodiqguement des campagnes nationales d’analyse, avec I'appui de la DGS et des ARS. Ces
travaux, sur des composés eémergents non réglementés ou pour lesquels le socle de connaissance
reste parcellaire, permettent de recueillir des données d’exposition nécessaires a I'’évaluation des
risques sanitaires. Les précédentes campagnes nationales d’occurrence de composés émergents
dans les EDCH ont concerné : les médicaments humains et vétérinaires (Anses 2011b) ; des
composés alkyls perfluorés (Anses 2011a), les perchlorates et nitrosamines (Anses 2013) ; les
haloacétonitriles, trihalométhanes iodés, halocétones, chloropicrine, alkylphénols, bisphénols
(Anses 2018), le chrome hexavalent et chrome total (Anses 2019), les acides haloacétiques —
chlorates, phtalates, Rouxiella chamberiensis (Anses 2020), métabolites de pesticides, résidus
d’explosifs, 1,4-dioxane (Anses 2023), les PFAS et ultra-short PFAS (Anses 2025), pesticides
dans le cadre de I'étude EAT3 (Anses 2026).

En 2023, une nouvelle campagne a été lancée. Elle est cadrée par l'instruction DGS/EA4/2023/52
du 31/08/2023. Ce rapport présente uniquement les résultats pour I'empreinte chimique non ciblée
par approche de chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse haute
résolution a temps de vol (LC-HRMS [Q-TOF]).

Dans le cadre du contrdle sanitaire des eaux, les méthodes utilisées sont des méthodes dites
« ciblées ». L’analyse ciblée repose sur une sélection en amont d’une liste restreinte de composés
d’intéréts. Une méthode d’analyse quantitative spécifique est alors développée et validée pour
rechercher ces molécules. Les résultats de I'analyse ciblée se limitent donc aux seules molécules
initialement choisies.

L’essor de la spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) a permis le développement de
nouvelles approches dites non ciblées pour s’affranchir de cette limite. De fagon tres schématique,
ces approches permettent d’acquérir en une seule analyse une caractérisation chimique complete
de I'échantillon d’eau (appelée empreinte chimique). Cette empreinte chimique est enregistrée et
stockée, et peut étre traitée immédiatement ou a posteriori autant de fois que souhaité, afin
d’identifier la présence de substances d’intérét répertoriées dans des bibliotheques (= bases de
données) tres larges de substances, ou encore d’identifier des substances non connues sur la
base de leurs spectres de masse. Le traitement de I'empreinte chimique a posteriori permet
d’identifier la présence de substances non recherchées au moment de I'analyse de I'échantillon.

Ce principe analytique s’appuie sur le pouvoir résolutif, c’est-a-dire la capacité de différencier des
composeés dont la masse moléculaire est trés proche (inférieur a 0,1 mDa), et de détection non
sélective par des instruments de spectrométrie de masse haute résolution. Elles reposent sur le
développement de méthodes dites « généralistes » dont les paramétres sont fixés pour atteindre
un compromis sensibilité/spécificité sur de larges gammes de composés sans cependant étre
universel.
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En effet, il est essentiel de rappeler que si I'objectif d’'une approche non ciblée est d’étre non
sélective, dans les faits l'intégralité des composés d’'un échantillon ne peut pas étre analysé par
une seule méthode. En fonction d’'une part des choix de la méthode d’analyse instrumentale et
d’autre part de la stratégie de traitement des données, une sélection au sein de I'espace chimique
théorique s’opére (Figure 1).

Ainsi des facteurs tels que la méthode de préparation d’échantillons, le principe de couplage
chromatographique-spectrométrie de masse, les conditions opératoires de la méthode jouent un
role majeur sur la définition de I'espace chimique détectable ; chaque étape pouvant réduire
I'étendue des types de molécules compris dans cet espace.

Apres analyse, des empreintes chimiques sont alors obtenues, constituées de signaux ayant
chacun un temps de rétention et un rapport masse sur charge. Ces signaux sont priorisés en
fonction de I'objectif de I'étude puis I'identité des molécules est recherchée a I'aide de bases de
données spectrales internes (générées au laboratoire) ou externes (générées dans des
laboratoires extérieurs), d’'approches in silico, de méthodes complémentaires ou d’annotation
manuelle des spectres de masse, conduisant a la définition d’'un nouveau sous espace dit «
espace identifiable ».

Conception de I'étude et

acquisition des données

Présent dans I’échantillon Détection des signaux
» Objectif & champ d'application ‘-'1 » Alignement des signaux et des
J <> L échantillons
== 1
Extractible Priorisation des signaux
» Préparation d’échantillons |ﬂ » Analyse statistique et
|| chimiométrique
Détectable [
» Seéquence analytique Base de données
» Chromatographie g » Annotation & Identification

» Spectrométrie de masse

Espace détectable

Espace chimique

Figure 1 : lllustration de I’espace chimique atteignable lors de I’analyse non ciblée, issue et traduit de
Black et al. (2023)

L’analyse de suspects est une variante de I'analyse non ciblée visant I'identification des signaux a
partir de listes étendues de molécules et des bases de données spectrales internes ou externes.
Elle se base sur les mémes méthodes généralistes que l'analyse non ciblée, et compare les
données acquises sur les échantillons (rapport masse sur charge, profil isotopique, fragmentation,
temps de rétention) avec les données théoriques.
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L’identification des composés par ces approches s’appuie sur des échelles de confiance, en
fonction de criteres établis. Communément admise dans la communauté scientifique, la
classification de Schymanski et al. (2014) fait référence et sert de point d’appui (figure 2). Le
niveau de confiance est basé sur I'accumulation de preuves visibles et vérifiées (rapport masse sur
charge, temps de rétention de référence ou prédit, spectre MS/MS et fragmentation, profil
isotopique, etc...). L’échelle de confiance s’étend du niveau 1, le plus fiable et le plus élevé, au
niveau 5, le plus faible. Ainsi, la confirmation non équivoque de l'identité d'un composé repose sur
I'injection de I'étalon référence selon la méme méthode analytique développée au sein du
laboratoire.

Niveau de confiance Preuves minimales

Structure confirmée par un étalon analytique
(masse, temps de rétention, fragments)

[ Point de départ de I'analyse ciblée ]—- Niveau 1 : Structure confirmée

Spectre MS, spectre MS/MS, correspondance
Niveau 2 : Structure probable élevée avec une base de données, fragments
caractéristiques

Spectre MS, spectre MS/MS, correspondance
avec des fragments prédits in silico,
correspondance incompléte avec une base
de données

[ Point de départ de I'analyse de suspects ]—s Niveau 3 : Structures possibles

Niveau 4 : Formule brute sans équivoque Profil isotopique, adduits

Couple masse sur charge —temps de

[ Point de départ de I'analyse non ciblée ]—- Niveau 5 : Signal d'intérét rétention associé & une intensits

Figure 2 : Niveaux de confiance selon I’échelle de Schymanski. Adapté de Schymanski et al. (2014)

L’échelle de Schymanski repose sur I'association de critéres d’identification (preuves minimales),
chacun avec un seuil de tolérance, qui dés lors qu’ils sont respectés définissent le niveau de
confiance associé a l'identification. En I'absence de normes, les critéres et les seuils de tolérance
sont variables et spécifiques aux objectifs des études. Cependant, certains critéres tels que I'erreur
en masse font néanmoins I'objet de consensus (Hollender et al. 2023; Schulz 2019; Togola et al.
2022).

Les méthodes d’analyse non ciblées intégrant les approches suspects ont été éprouveées au cours
de projets de recherche (Ciccarelli et al. 2025; Manz et al. 2023; Newton et al. 2018; Nika et al.
2023; Schymanski et al. 2015) et mises en ceuvre par AQUAREF en France dans le cadre des
activités du réseau de surveillance prospective (Merel et al. 2023; Togola, Guillemain, et al. 2020;
Togola, Lestremeau, et al. 2020) ou dans le cadre des travaux du réseau NORMAN ou du
partnership PARC.

Au travers de cette campagne, pour la premiére fois, le Laboratoire d’'Hydrologie de Nancy (LHN) a
mis en ceuvre une approche prospective dite d’analyse de screening sans a priori. Ces approches
sont de plus en plus utilisées pour l'identification de substances émergentes dans les eaux, car
elles permettent une vue d’ensemble plus large que les approches analytiques ciblées (Orlando-
Véliz et al. 2025). Cette approche est complémentaire des approches ciblées couramment mises
en ceuvre dans les activités de surveillance et dans les campagnes d’occurrence de composés
émergents déployées par le LHN.

Version finale page 12/ 84 Mars 2026



Anses e rapport d’appui scientifique et technique Demande « 2024-AST-0046 »

1.2 Objet de la demande

L’objectif de ce travail est d’'une part d’évaluer la faisabilité de déployer ces nouvelles approches
dans un exercice a grande échelle, d’autre part d’en discuter les avantages et les limites et in fine
de déterminer leur plus-value a travers le déroulement d’'une campagne nationale pour identifier
des molécules d’intérét de maniére précoce et itérative. Dans le cadre de cette étude, seules des
données qualitatives sont produites : identification de la présence non équivoque d’'une molécule
avec un seuil de confiance associé a ce niveau d’identification. En conséquence ces données ne
sauraient se substituer a des analyses mises en ceuvre par des méthodes quantitatives ciblées.

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

1.3.1 Méthode d’analyse

Les objectifs de la méthode développée étaient de permettre I'analyse du plus grand nombre
possible de composés d’intérét en étant suffisamment robuste pour assurer des résultats fiables.

Une méthode d’extraction en ligne (SPE Online) couplée a de la chromatographie en phase liquide
et a de la spectrométrie de masse haute résolution (SPE Online - LC-HRMS) a été choisie afin
d’obtenir un niveau de sensibilité minimal. Le principe de la SPE online permet de concentrer les
composés sur cartouche a phase solide directement intégrée au systéme chromatographique
permettant ainsi une augmentation de sensibilité. Cependant la contrepartie est qu’elle améne une
sélectivité dans le spectre des composés qui pourront étre retenus sur la cartouche. Le choix de la
phase stationnaire va influencer les caractéristiques des substances retenues. L’objectif de cette
premiere étude étant d’étre généraliste, la colonne choisie est une phase C18 universellement
reconnue pour sa large gamme d’applications. Au niveau de la spectrométrie de masse, un
instrument & temps de vol (Tisler et al.) a été utilisé, équipé d’'une source electrospray (ESI). L'ESI
est une source d’ionisation douce, limitant les fragments en source, utilisable sur un large champ
de molécules.

Les analyses ont été réalisées sur la fraction dissoute des échantillons aprés une étape de
centrifugation des échantillons pour les eaux brutes superficielles.

L’Annexe 2 décrit les conditions opératoires de cette méthode analytique.

Les données issues de l'analyse SPE-Online-LC-HRMS ont été traitées via le logiciel du
constructeur de l'appareil (Unifi®, waters) puis via des logiciels open-source (R et Rstudio) en
appliquant des scripts internes selon les modalités en Annexe 3.
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1.3.2 Contréles qualité

Les contrbles qualité visent a s’assurer que les performances de la méthode sont maintenues dans
le temps et agissent en garant de la fiabilité des résultats. lls sont par exemple utilisés pour réduire
le nombre de faux positifs et de faux négatifs, vérifier 'absence de contamination croisée et sont
employés pour qualifier et surveiller la méthode sur les criteres essentiels pour I'identification des
composés : variabilité en masse, du temps de rétention et du signal, capacité a identifier les
molécules ajoutées dans les contrbles positifs et gestion de la contamination externe. Plusieurs
types de contréles qualité ont été mis en place pour vérifier ces critéres : blancs, traceurs internes,

contréles positifs ou encore replicats d’analyse.

1.3.2.1 Blancs

Les blancs sont des contrbles qualité internes réalisés régulierement avec un objectif d’évaluer
une éventuelle contamination lors de la mise en ceuvre de la méthode. Les blancs sont définis
comme des essais réalisés en I'absence de I'analyte d'intérét. Dans le cadre de cette campagne,
trois catégories de blancs ont été mises en ceuvre :

e Blanc instrumental : injection d’'un blanc solvant avec pour objectif la vérification d’'une
potentielle contamination de I'appareil analytique (phases mobiles, source d’ionisation,
colonnes, tuyaux, etc.). Un blanc instrumental a été analysé par séquence.

e Blanc méthode (ou blanc de procédure) : échantillon d’eau ultra pure avec un objectif de
vérification et contrdle de la contamination potentielle au cours du processus analytique
complet. Des blancs méthode ont été injectés en début et fin de séquence et apres chaque
contrdle positif.

e Blanc terrain : échantillon d’eau témoin (Evian) acheminé sur le terrain avec un transfert du
contenu du flacon initial vers un second flacon au moment des prélevements. Cette
manipulation permet d’exposer le blanc aux mémes conditions environnementales que
I'échantillon, afin de vérifier 'absence de contamination potentielle durant la procédure
d’échantillonnage et de transport. Un blanc terrain par département a été effectué, excepté
pour les départements de I'Orne (61) et du Tarn-et-Garonne (82).

La stratégie de définition des blancs a été adaptée a la méthode mise en ceuvre dans cette étude.
Ainsi, dans le cadre de I'utilisation d’'une méthode SPE-online-LC-HRMS, les blancs méthodes ont
été plus nombreux que les blancs instrumentaux car ils sont plus intégratifs et englobent a la fois la
méthode d’extraction (SPE), la méthode de séparation et 'ensemble de I'appareil analytique.

En moyenne, les blancs représentent 17% des injections d’une série analytique.

1.3.2.2 Traceurs internes

BN

Une solution de huit traceurs internes a été ajoutée a chaque échantillon et a I'ensemble des
contrbles qualité afin de vérifier le bon déroulement de I'analyse depuis I'étape d’extraction jusqu’a
I'analyse finale afin de tracer les possibles effets matriciels propres a chaque échantillon et la
dérive de l'instrument de mesure. Ces traceurs ont été sélectionnés pour couvrir un large panel de
composés recherchés en termes de temps de rétention (tr), masse moléculaire, sensibilité et

classe d’'usage/chimique.
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Cette solution est constituée des étalons analytiques suivants: Djo-Carbamazépine, De-
Chlorpyrifos-methyl, Ds-Diuron, De-Metolachlor, Dg-Omethoate, m3-PFHxS (*3C3-PFHXS). Les Dio-
Carbamazépine, Ds-Chlorpyrifos-methyl, Des-Diuron, De-Metolachlor, Ds-Omethoate en mode positif
et De-Diuron, m3-PFHXS ont été utilisés en mode négatif.

1.3.2.3 Contrbles positifs

Des solutions de contréle positif ont été injectées dans chaque séquence analytique afin de suivre
les performances de la méthode. Ces contrdles ont consisté en linjection d’'un mélange connu de
80 étalons analytiques aux concentrations de 100 ng/L et 500 ng/L. Deux types de contrbles
positifs ont été mis en ceuvre : le premier dans I'eau ultra pure (QC_solvant) et le second en
matrice (échantillons naturels dopés) (QC_matrice) (Annexe 4). Les contrbles positifs en matrice
permettent de surveiller les effets matriciels des échantillons sur la méthode notamment les effets
d’ionisation, dérives des temps de rétention, susceptibles d’'influencer la détection et I'identification
des composés. Des criteres d’acceptation sur ces contrbles qualité ont été établis et ont
conditionné la validation de chaque séquence analytique.

1.3.2.4 Replicats

Chaque échantillon a été analysé en dupliquat sans injection aléatoire. Cette répétition de
I'injection a pour but de vérifier la répétabilité de la réponse et de ne conserver que les signaux
robustes ainsi que déceler des éventuels effets mémoires. La moyenne de la réponse des deux
injections a été conservée lorsque que les deux réplicats sont positifs. En 'absence du composé
dans l'un des réplicats, le résultat a été exclu.

1.3.3 Base de données interne

m  Généralités

Les bases de données (BDD) sont un outil essentiel dans les approches non ciblées, pour
l'interprétation des résultats et lidentification des signaux obtenus par la méthode. Ces BDD
regroupent des informations caractéristiques d‘un composé (masse exacte de I'ion moléculaire,
fragments, profil isotopique, formule brute, mode d’ionisation, etc...) pour les bases non
spectrales, ainsi que des spectres MS ou HRMS/MS pour les bases spectrales. Dans ce dernier
cas, des informations relatives aux conditions d’obtention des spectres (méthode analytique,
instrument et ses réglages, etc...) sont également disponibles. La encore I'absence de cadre
harmonisé et consensuellement établi conduit a une trés grande diversité de ces BDD et limite leur
interopérabilité.

Par comparaison des données expérimentales aux données théoriques de la BDD, une identité
peut étre attribuée aux signaux. Les BDD utilisées peuvent étre des BDD internes ou externes :

e Une BDD interne est établie par le laboratoire sur linstrument utilisé avec la méme
méthode analytique que celle mise en ceuvre pour I'analyse des échantillons,

e Une BDD externe est une base regroupant les données d’'un ou plusieurs laboratoires
extérieurs, sur différents instruments, avec des conditions opératoires (méthode
chromatographique, mode d’acquisition, réglages du spectrométre de masse, etc..)
pouvant varier.
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La qualité d’'une BDD influence la fiabilit¢ de I'identification et donc la robustesse des résultats.
Des informations erronées ou incomplétes, des spectres de mauvaise qualité ou encore des
méthodes d’acquisition trop différentes peuvent affecter la pertinence d’'une BDD. A ce titre, une
BDD interne s’avere plus robuste, en raison notamment de conditions opératoires maitrisées.

m Construction de la BDD interne

L’injection d’étalons de composés connus dans le systeme analytique et avec les conditions
chromatographiques employées par le laboratoire va permettre de constituer une base de données
incluant des données spectrométriques de référence mais également des temps de rétention
expéerimentaux. En complément des données spectrométriques, la concordance des temps de
rétention de cette base de données avec les temps de rétention de composés suspectés va
permettre de confirmer et de valider la proposition pour la nature d’'une molécule suspectée.

Initialement élaborée a partir des étalons analytiques disponibles au sein du laboratoire, elle a fait
'objet d’un enrichissement continu basé notamment sur une veille scientifique, l'intégration de
signaux faibles, de travaux de I'Anses, et d’informations issues de réseaux de surveillance
prospective. La collaboration avec d’autres laboratoires internes et externes a 'agence a permis
des échanges d’étalons analytiques. Par le principe intrinséque de I'approche non ciblée, a savoir
I'acquisition d’empreinte chimique sans a priori et leur retraitement a posteriori, cet enrichissement
a pu étre mené durant la campagne nationale avec plus de 100 composés ajoutés entre mai 2023
et juillet 2025 et il se poursuit encore.

Au moment du lancement du retraitement des résultats (juillet 2025), 841 étalons analytiques ont
été injectés selon la méthode analytique décrite précédemment (8 1.3.2), dont 581 ont été
considérés comme analysables par la méthode optimisée par le laboratoire. lls ont été intégrés a
la base de données avec les informations suivantes : masse exacte, temps de rétention, mode
d’ionisation et données de fragmentation. Les molécules non intégrées a cette BDD interne
correspondent principalement a des composés présentant des propriétés physico-chimiques
particuliéres, telles qu’'une faible masse moléculaire, un faible coefficient de partage octanol/eau
(log Kow) OU une rétention trop importante sur la colonne. A titre d’exemple, des molécules telles
gue la metformine (log Kow = —1,3), I'atrazine desethyl-deisopropyl DEDIA (log Kow = -0,1), le
glyphosate (log Kow = -4,6), I'acide trifluoroacétique TFA (log Kow = 0,9), les BAC-C16 a C18 (log
Kow = 9,5 et 10,6) n'ont pas pu étre intégrés a cette BDD.

Cette base de données a un nombre défini et fixé de molécules. Les résultats sont donc influencés
par la composition de cette base. Par exemple, une plus grande proportion de pesticides dans les
résultats peut étre liée a la constitution de base et pas nécessairement a une pression particuliere
de cette famille de composés.

L’annexe 5 regroupe I'ensemble des composés constituant la BDD interne du LHN avec leurs
parameétres d’identification. Sur les 581 composés de la base de données, on dénombre 372
substances actives de pesticides! et leurs métabolites, 89 principes actifs pharmaceutiques
(humains et vétérinaires) et métabolites, 57 composés per-et polyfluroalkylés (PFAS), 36 produits
industriels, 12 dites domestiques, huit ingrédients cosmétiques, trois résidus d’explosifs, deux
toxines et deux produits naturels.

A noter que les molécules référencées dans la BDD interne ont été classées pour certaines
arbitrairement selon leurs usages ou classe chimique, comme indiqué en figure 3.

1 Sans préjuger de leur statut d’autorisation (un certain nombre de substances actives de la base sont
interdites)
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Figure 3 : Caractéristique de la base de données interne : nombre/répartition selon 'usage ou la
classe chimique

1.3.4 Mise en ceuvre dans le cadre d’une campagne nationale

La méthode analytique SPE-Online-LC-HRMS a été mise en ceuvre dans le cadre de la campagne
nationale 2023-2025, dans le but d’établir sa robustesse dans le temps sur des matrices variées et
évaluer l'intérét de cette approche pour l'acquisition de données d'occurrence de composés
chimiques dans les eaux destinées a la consommation humaine et leur ressource a une grande
échelle.

Dans ce contexte, tous les départements (hexagonaux et ultramarins) ont fait I'objet d'un
échantillonnage grace a une étroite collaboration avec les ARS. Pour chaque département, deux
types de points (couples EB/ET) ont été échantillonnés :

e Le point de gros débit (GD), dont les ressources fournissent le plus gros débit d’eau traitée
du département,

e Un point aléatoire (AL), dont les ressources sont issues d’'un tirage au sort aléatoire sur
chaque département,

Les échantillons ont été prélevés a I'occasion des actions du contrdle sanitaire des eaux, dans des
flacons en verre selon les recommandations formulées par le LHN.

Le retour des échantillons a été réalisé dans des emballages réfrigérés, avec un contréle a
réception de la température de l'enceinte. Les échantillons ont été réceptionnés au laboratoire
dans les 24 a 48 heures suivant le prélevement dans la majorité des cas. Seuls quelques
échantillons sont parvenus au laboratoire une semaine a deux semaines apres le prélevement
(cas des DROM en particulier).
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Au total, 206 eaux brutes (EB) et 202 eaux traitées (ET) ont été analysées avec une majorité
d’eaux d’origine souterraine (136) par rapport aux eaux d’origine superficielle (70). La répartition
des échantillons prélevés en eaux brutes (EB) et eaux traitées (ET) en fonction du type de points
(gros débit (GD), aléatoire (AL)) est présentée sur la figure 4.

m Eaux Brutes (EB) Eaux traitées (ET)
120

103
100

Nombre d'échantillons
3

20

GD AL
(ET) en fonction de la catégorie de points gros débit (GD) et aléatoire (AL)

Figure 4 : Répartition des échantillons prélevés en eaux brutes (EB) et eaux traitées (ET) en fonction
du type de points gros débit (GD) et aléatoire (AL)

La localisation géographique des points d’eau brute prélevés en fonction de leur type est
présentée sur la figure 5.

® Gros débits
e Aléatoires
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Figure 5 : Distribution géographique des eaux brutes prélevées en métropole et dans les DROM
(Martinique, Guadeloupe, Guyane, Réunion, Mayotte). (GD = point bleu ; AL = point noir)
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2 Reésultats

2.1 Robustesse de la méthode et construction de la démarche de
traitement des données

Cette analyse par SPE-online-LC-HRMS mise en ceuvre pour la premiére fois au LHN dans le
cadre d'une campagne a grande échelle, a permis de répondre a plusieurs interrogations
relatives : (i) au cadre assurance qualité/contrdles qualité nécessaire a I'obtention de résultats
fiables (traceurs internes, blancs, contrbles qualité) ; et (ii) a la pertinence des criteres retenus pour
le traitement des données (prise en compte des blancs, définition d’'un seuil minimal d’intensité,
critéres associés aux traceurs internes, etc.), (iii) a la robustesse de ce type de méthode dans le
temps.

Le comportement des différents contrbles qualité a donc été étudié pour vérifier la stabilité de la
méthode sur 'ensemble des analyses, échelonnées sur 12 mois en 37 séries analytiques intégrant
des qualités d’eau trés variables.

2.1.1 Bilan et maitrise des blancs

2.1.1.1 Maitrise des blancs laboratoire

Le niveau de contamination a été particulierement étudié dans les blancs analysés durant les
séries analytiqgues. Des phénomenes de contaminations croisées entre deux analyses peuvent
également exister provoquant des artefacts et possiblement des faux positifs.

Sur les 581 molécules recherchées, 130 ont été identifi€es au moins une fois dans des blancs sur
'ensemble de la campagne. La fréquence de blancs positifs par rapport aux nombres de blancs
injectés a été calculée par molécule détectée. Le pourcentage moyen est de 29%, le pourcentage
médian de 19%. Pour 34 composés (17 pesticides, onze molécules industrielles, trois cosmétiques
et trois PFAS), plus de 50% des blancs injectés sont contaminés. Cette contamination justifie
I'application d’un seuil pour l'interprétation des résultats des échantillons.

Ainsi, en I'absence de consensus, un choix arbitraire pour la prise en considération des blancs
dans le processus d’identification des composés a été défini. Il est basé sur le rapport entre
l'intensité du signal dans I'échantillon et la moyenne + 10 fois I'écart-type des blancs injectés dans
la méme série analytique. Cette regle de calcul, couramment utilisée dans différents domaines
analytiques pour I'analyse de traces est une approche tres protectrice par rapport a un risque de
faux positifs.

En fonction de la molécule, entre 0,2% et 95% des échantillons seront concernés par I'application
de ce seuil. Ces résultats montrent I'importance de ce critere, dont le choix influencera
nécessairement le ratio faux positifs/faux négatifs. Les molécules les plus concernées sont des
pesticides utilisés comme biocides notamment dans le nettoyage des surfaces, des molécules
industrielles pouvant étre présentes dans le batiment et les équipements du laboratoire.
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L’analyse des blancs a également permis de mettre en évidence un effet mémoire pour cing
molécules (telmisartan, fexofenadine, venlafaxine, propanol et acébutolol), apres injection des
controles positifs. La décision a été prise d’écarter I'ensemble des dix échantillons suivant les
contrdles positifs pour chacune de ces molécules.

Ces résultats confirment I'importance des blancs dans l'obtention didentifications fiables et
robustes. L’application d’'un seuil permet de réduire le nombre de faux positifs, sans exclure
totalement des composés. Par ailleurs, I'application de ce critére a amené a exclure des molécules
identifiées dans des échantillons dont les blancs étaient fortement contaminés et susceptibles
d’induire des faux négatifs.

2.1.1.2 Maitrise des blancs terrain

Les blancs terrain permettent de mettre en évidence et d’intégrer des risques de contaminations
externes des échantillons au-dela du laboratoire tels que [l'effet préleveur, le matériel
d’échantillonnage, I'environnement, le transport. Les blancs terrain ont été considérés comme des
échantillons, suivant le méme processus analytique et de traitement de données.

Ainsi, 37 composés ont été identifiés au moins une fois dans des blancs terrain, donc 35 déja mis
en évidence dans les blancs laboratoire. Les blancs terrain sont globalement peu contaminés.
Sept composés sont identifiés dans plus de 5 % des blancs terrain (PFAS : DPOSA, pesticides :
Dinoterbe, Prosulfocarb, biocides : DDAB-C8, BAC-C8, produits industriels : Isophorone, TCEP).

Les blancs terrain ont démontré une maitrise globale du processus et ont pu apporter
ponctuellement des informations supplémentaires sur les possibles sources de contamination des
échantillons. Aussi, il a été choisi de ne pas considérer les blancs terrain dans la stratégie de
traitements des données pour les échantillons.

2.1.2 Bilan des traceurs internes

Le contrble des traceurs internes permet de vérifier 'absence de dérive instrumentale au cours des
séries d’analyses et entre les séries et appréhender les effets matrice. Trois criteres ont été
contrdlés : i) I'erreur en masse, ii) I'erreur absolue sur le temps de rétention par rapport au temps
de référence et iii) la variation de lintensité des signaux des traceurs internes.

Les figures 6 a 8 regroupent les résultats par type d‘échantillon blanc méthode, blanc terrain,
échantillon réel, contréle qualité en solvant et en matrice et par traceur.

Les critéres pour I'erreur en masse et en temps de rétention ont été établis selon les seuils de
tolérance consensuels ou retours d’expérience dans les réseaux experts (Schulz, W et al, 2019 ;
Soulier, C et al, 2021; Rapport AQUAREF 2021 - BRGM RP-71775, 2021 ; Réseau de
Surveillance prospective-AQUAREF BRGM/RP-70108-FR, 2020, Norme ENF ICO 21253-1).

Dans cette étude, L’erreur en masse se concentre entre -10 ppm et 10 ppm dans le cas du De-
Chlorpyrifos-methyl, autour de -5 ppm pour le m3-PFHXS et entre -5 et 5 ppm pour les Dio-
Carbamazepine, Ds-Metolachlor, De-Diuron et Ds-Omethoate. Aucune déviation n’est observée en
fonction du type d’échantillon, I'erreur de masse ne semble pas étre influencée par la matrice.

Les valeurs de I'erreur absolue sur les temps de rétention sont comprises entre -0,2 et 0,2 minutes
pour I'ensemble des types d’injection et tous les traceurs.
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Les coefficients de variation des intensités ont été calculés par série d’analyse et par type
d’échantillon pour chacun des traceurs. Les résultats montrent que les coefficients de variation
sont en général inférieurs a 40%, pour tous les traceurs ; c’est-a-dire du méme ordre de grandeur
gue ceux observés par des analyses ciblées par chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse. Quelques exceptions existent, particulierement pour le m3-PFHxS dans
les contrbles positifs (solvant et matrice) et pour le De-Chlorpyrifos-methyl dans les blancs.
Plusieurs phénomenes peuvent expliquer ces variations plus importantes : dérive instrumentale,

effets matrices, problématique d’intégration automatique des signaux.
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Figure 6 : Bilan des valeurs de I’erreur en masse (ppm) pour chaque traceur interne et par type

d’échantillon. QC : Contréle qualité.
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Erreur absolue sur le temps de rétention (min)
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Figure 7 : Bilan des valeurs de I’erreur absolue sur le temps de rétention (min) pour chaque traceur

interne par type d’échantillon. QC : Contrdle qualité.
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Figure 8 : Bilan des valeurs de coefficient de variation (%) de I’intensité du signal sur une séquence

par traceur interne et par nature de I’échantillon. QC : Contréle qualité.
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Le tableau 1 regroupe pour chaque traceur interne : le coefficient de variation de l'intensité du
signal du traceur interne et les coefficients de variation médian des séries, I'erreur médiane en
masse et I'erreur absolue médiane sur le temps de rétention.

Tableau 1 : Coefficients de variation de I'intensité, médianes de I’erreur en masse (ppm) et de I'erreur
absolue (min) sur ’ensemble des séries par traceur interne

Coefficient de Coefficient Médiane de Médiane de
Traceurs internes variation sur de variation P’erreur en Perreur absolue
I’ensemble des sur le temps de

médian (%) masse (ppm)

séries (%) rétention (min)

Mode d’ionisation positif

D,o-Carbamazepine 39 32 -1,4 -0,01
aﬁe' t%;'lorpy”fos' 47 32 3,9 <0,01
De-Diuron 44 31 -1,3 0,01
De-Metolachlor 40 23 -1,3 -0,01
De-Omethoate 51 29 -3,2 <0,01
Mode d’ionisation négatif
Ds-Diuron 41 17 -2,6 -0,01
13C5.PFHXS 24 13 -4,2 -0,02

L’erreur en masse médiane est comprise entre -5 et 5 ppm, I'erreur absolue sur le temps de
rétention entre -0,02 et 0,01 min et les coefficients de variation des intensités sur 'ensemble des
séries entre 24% et 51%. Le coefficient de variation médian est lui compris entre 13% et 32%.

Ces résultats confirment une bonne stabilité au cours du temps de la méthode SPE-online-LC-
HRMS sur les 3 critéres considérés et constituent un prérequis important pour le bon déroulement
des travaux. Dans le cas des approches suspectes et non ciblées, les traceurs internes sont
essentiels a la qualification de la maitrise et du bon déroulement de la série analytique : prérequis
essentiel aux traitements des données.

2.1.3 Bilan des contréles positifs

L’objectif des contrbles positifs a été de vérifier le maintien des performances de la méthode de
mesure et des traitements des données (identification) tout au long de la campagne pour une liste
représentative de composés préétablis.

De la méme maniére que les traceurs internes, I'erreur en masse et I'erreur absolue sur le temps
de rétention ont été retenus. De plus, le pourcentage de composés détectés par rapport au
nombre ajouté dans les contréles positifs a été calculé.

Sur l'erreur en masse, plus de 94% des valeurs en solvant et 90% des valeurs en matrice, se
situent entre -5 et 5 ppm. Moins de 0,5% des valeurs peuvent étre considérés comme hors limites
(>10 ppm ou <-10 ppm). Pour l'erreur sur les temps de rétention, plus de 97% des valeurs en
solvant et 94% des valeurs en matrice, se situent entre -0,2 et 0,2 minutes. Moins de 3% des
valeurs sont situées hors de ces bornes en solvant, et entre 3% et 5% en matrice. Ces valeurs
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supérieures a 0,2 minutes peuvent s’expliquer d’'une part, par une dérive analytique, et d’autre
part, par des effets matrices dans les contrbles positifs en matrice. Suite a ces résultats, le critére
du temps de rétention a été adapté pour tenir compte de ces effets matrices. Le critére est ainsi
considéré satisfait pour un écart inférieur a £0,2 min par rapport a la référence de la BDD ou de
10,4 min s’il y a présence de 3 fragments ou plus. En effet, I'intégration de multiples fragments
dans le critére conforte la robustesse du critere hors des bornes de 0,2 minutes, et évite les faux
positifs.

Les figures 9 a 11 présentent les résultats obtenus pour chacun de ces critéres. Pour les contrbles
positifs en solvant, entre 97% et 99% des composés sont retrouvés selon le niveau de
concentration, 95% en matrice quel que soit le niveau de concentration. Deux contréles positifs en
matrice sont <70%, dans deux séries différentes traduisant une perte de sensibilité transitoire de
I'instrument associée ou un effet de matrice sévere.
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Le tableau 2 résume les médianes par type de contrdle positif pour les trois critéeres. Ainsi, le
pourcentage médian de molécules identifiées est de 95% en matrice et supérieur a 97% en
solvant. L'erreur en masse médiane est comprise en -2,4 ppm et -2,0 ppm. L'erreur absolue
médiane sur les temps de rétention est comprise entre -0,03 et -0,02 minutes.

Tableau 2 : Médianes du pourcentage de molécules identifiées, de I’erreur en masse (ppm) et de
I'erreur absolue (min) sur I’ensemble de la campagne par traceur interne

Médiane de I’erreur
N . Pourcentage médian de | Médiane de I’erreur absolue sur le
Controles positifs . . o . :
molécules identifiées en masse (ppm) temps de rétention
(min)
Controle matrice — 100
ng/L 95 -2.4 -0.03
Controle matrice — 500
ng/L 95 -2.2 -0.02
Contréle solvant — 100 97 21 003
ng/L
Contréle solvant — 500 99 20 003
ng/L

L’ensemble de ces résultats permet de démontrer la stabilité dans le temps de la méthode SPE-
online-LC-HRMS et sa robustesse dans un domaine de concentration pertinent. Des effets
matrices ont été relevés pour les contrbles réalisés sur des échantillons naturels dopés. Ceux-ci
restent néanmoins limités. Les résultats des traceurs internes présentés en 2.1.2 sont cohérents
avec les performances relevées pour les contrbles positifs. Par ailleurs, ces résultats ont permis
d’affiner les critéres mis en ceuvre dans la stratégie d’identification appliquée aux échantillons de la
campagne.

2.1.4 Bilan des réplicats

Pour chaque échantillon et blanc terrain, les analyses ont été réalisées en duplicat. En I'absence
de cadre harmonisé ou normé, un critére d’acceptation sur le coefficient de variation entre les deux
replicats a donc été défini dans cette étude. Un seuil de variation maximal de 30% a été appliqué
aprés application des autres criteres (erreur en masse, erreur en temps de rétention et seuil des
blancs). Afin de limiter le risque de faux positifs si un composé a été identifié dans un seul réplicat,
alors le résultat est exclu. Aprés application de ce seuil, 32% des résultats ont été exclus. Cette
valeur met en évidence I'importance de ce critére et I'enjeu de la détermination du seuil de
tolérance vis-a-vis du risque faux positif/faux négatif. Ce seuil doit néanmoins étre adapté en
fonction de la stabilité de la méthode, du mode de préparation d’échantillon et du mode d’injection,
un critere trop strict risquant de mener a un nombre trop important de faux négatifs.
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2.1.5 Conclusion sur la robustesse de I'approche et définition de la stratégie de
traitement des données

2.1.5.1 Conclusions

Une méthode d’analyse par SPE en ligne associée a la chromatographie en phase liquide couplée
a la spectrométrie de masse haute résolution a été validée et mise en ceuvre dans une campagne
de surveillance exploratoire & grande échelle. En I'absence de cadre harmonisé ou normatif, afin
de s’assurer de la production et I'exploitation de résultats fiables, un cadre d’assurance qualité et
de contrble qualité exigeant a été mis en place. Ces contrbles qualité sont de plusieurs natures :
blancs, traceurs internes, contrdles positifs, replicats d’analyse. Ils ont permis d’'une part de vérifier
la maitrise et la robustesse de la méthode au cours du temps et d’autre part de définir et d’adapter
la démarche d’identification des composés aux objectifs de cette étude et du présent rapport.

Le bilan de 'analyse des trois types de blancs a mis en évidence une contamination par certains
composeés et a confirmé l'importance de ce contréle qualité. L’application d’'un seuil minimal de
signal que les échantillons doivent satisfaire permet de prendre en compte ces contaminations et
ne retenir que les échantillons contaminés au cours de la méthode. Les bilans des traceurs
internes et des contrbles positifs ont mis en évidence la stabilité de la méthode au cours de la
campagne. L’erreur en masse et sur les temps de rétention sont globalement situés dans les
bornes de valeurs souhaitées, au regard des exigences attendues. Plus de 95 % des molécules
dopées dans les contrdles positifs ont été identifiées au cours de la méthode, y compris en matrice
et a une faible concentration. La réplication de I'analyse a également illustré son intérét avec
I'élimination de 32% des résultats d’analyse, dont la variabilité a été jugée trop importante.

L’ensemble de ces résultats montrent que la méthode fonctionne, qu’elle est maitrisée et
exploitable.

L’approche a cependant des limites qu’il convient de mentionner.

Cette nouvelle approche n’est pas universelle et la méthode d’extraction des échantillons joue un
role essentiel sur le type de composés présents dans I'extrait. Le choix de la SPE-online a été
effectué dans un compromis entre la sensibilité et les contraintes du laboratoire. Ce choix assumé
entraine la perte de certains composés, notamment les plus polaires, restreignant le champ
d’application aux composés moyennement polaires et plutét apolaires.

Plusieurs actions ont été entreprises pour la réduction prioritaire des faux positifs, au détriment
possible des faux négatifs. Un seuil minimal d’intensité de la réponse (pic du composé) a été
appliqué. Des composés ont été exclus quand les blancs ont été considérés comme trop
contaminés. Il est donc important de se rappeler que c’est une approche de compromis, dans les
choix effectués qui vont influencer les résultats finaux.

Le but de I'étude présenté dans ce rapport n’est pas de donner des résultats quantitatifs mais se
borne a ce stade a l'identification des composés. Par conséquent, aucune conclusion ne peut étre
émise sur les niveaux de concentration.

En conclusion, le retour d’expérience s’avere positif quant a la robustesse de la méthode. Les
prérequis analytiques, les critéres qualité et les points de vigilances ont été établis et éprouvés
pour la validation et la stratégie de traitement des données.
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2.1.5.2 Stratéqgie de traitements des données

La stratégie de traitements des données présentée dans ce rapport est issue d’'une premiere
approche avec une volonté de privilégier la limitation des faux positifs au détriment possible des
faux négatifs. Des critéres stricts ont été appliqués pour suivre cet objectif et sont assumés dans le
cadre de cette étude pour ne conserver que I'information la plus robuste, et non pas des composés
dont la fiabilité est discutable. Il a donc été décidé de n’exploiter dans ce rapport que les résultats
présentant des indices de confiance élevés (< au niveau 2b). Dans un second temps, ces travaux
pourront étre poursuivis par des stratégies complémentaires au-dela de I'analyse de suspects par
BDD interne effectuée ici.

Sur la base du retour d’expérience, les criteres d’identification suivants ont été retenus :

Erreur en masse en masse < 10 ppm,

Temps de rétention £0,2 min par rapport a la référence de la BDD ou +0,4 min si présence
de 3 fragments ou plus,

Intensité de la réponse (pic) dans I'échantillon > moyenne blancs + 10 écart-type (dans la
série analytique).

Coefficient de variation des duplicatas <30%,

Intensité de la réponse (pic) moyenne > seuil prédéfini (1000). Ce critére a été intégré en
raison de [lutilisation d'une intégration automatique des pics chromatographiques,
susceptible d’intégrer le bruit de fond et donc d’engendrer des faux positifs en I'absence
d’un seuil. Les pics ayant des réponses proches du seuil ont été vérifiés manuellement.

Attribution d’'un niveau de confiance 1 ou 2B.

Le niveau de confiance attribué a été défini en cohérence avec la note de recommandation
d’Aquaref (Rapport AQUAREF 2022 -BRGM/RP-71775-FR).

Le logigramme résumant les étapes avant restitution des résultats est présenté en figure 12.
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Criteres d'identification

Tr <+ 0,2 min et m/z € 10 ppm ou
Composé dans BDD interne F—— Oui —* +0,2<Tr<0,4 minetm/z<10ppm p—— Oui
avec nombre de fragments = 3
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Figure 12 : Logigramme pour le traitement des données obtenues par la méthode SPE-online-LC-
HRMS par échantillon et par composé. L’attribution du niveau de confiance est basée sur le rapport
AQUAREF 2022 -BRGM/RP-71775-FR.

— Critéres qualité

Il est important de souligner que les résultats présentés dans ce rapport ne mentionnent
gue les molécules identifiées dans les échantillons analysés. Le non-respect des criteres
d’identification ne signifie pas I’absence de la molécule dans I’échantillon.

2.2 Apports de I'approche sur la connaissance de la contamination des
ressources et EDCH

Par souci de lisibilité, seuls les composés ayant une fréquence d’identification globale >1% ont été
présentés dans la suite du rapport. Un niveau de confiance a été attribué a chaque composé sur la
base des niveaux de confiance présentés dans la figure 12. Le niveau de confiance prédominant
dans plus de 50 % des échantillons a été assigné au composé.

2.2.1 Eaux Brutes

Dans les échantillons analysés au cours de la campagne, aucun composé de type explosif,
cosmeétique, toxinique ou produit naturel n’a été identifié selon les critéres mis en place.

Sur les 581 composés présents dans la base au moment du lancement de I'exploitation, 93 ont été
identifiés, selon les critéres et niveaux de confiance définis (niveau 1 et 2B), dans les 206
échantillons d’eaux brutes soit 16%. Parmi ces composeés :

e 59 pesticides (18 de niveau 1, 41 de niveau 2B), soit 16% des 372 pesticides recherchés.

e 21 pharmaceutiques (8 de niveau 1, 13 de niveau 2B), soit 23% des 89 pharmaceutiques
rechercheés.
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e six PFAS (niveau 2B) correspondant a 11% des 57 PFAS recherchés.

e (quatre molécules dusage domestique (niveau 2B), soit 33% des 12 molécules
recherchées.

e trois composés industriels (niveau 2B), équivalent a 9% des 35 composés industriels
recherchés.

Le niveau de confiance global majoritaire est le niveau 2B (72% des composés) et peut s’expliquer
par des réponses trop faibles pour produire des fragments détectables et/ou des composés
difficiles a fragmenter. C’est le cas par exemple pour les PFAS.

La figure 13 présente le nombre de composés identifiés par usage/classe chimique selon le type
de ressources (ESO/ESU) et la nature des points (GD/AL p.m. « gros débit » et « aléatoire »). Le
nombre de composeés identifiés est similaire pour les eaux souterraines et les eaux de surface, a
I'exception des pharmaceutiques plus fréquemment détectés dans les eaux superficielles. La
vulnérabilité des eaux de surface notamment aux rejets de stations d’épuration (STEU) est
susceptible d’expliquer cet écart. En effet, plusieurs études ont montré auparavant le rejet de
multiples substances pharmaceutiques par les STEU (Bijlsma et al. 2021; Chaber-Jarlachowicz et
al. 2025; Chiffre et al. 2016; Loos et al. 2013; Lopez-Herguedas et al. 2022; Martinez-Alcala et al.
2021; Tisler et al. 2025; Ulvi et al. 2022; Wiest et al. 2018) . Le type de point (AL ou GD) n’a pas
d’influence sur la diversité des composés identifiés.
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Figure 13 : Nombre de molécules distinctes par usage ou classe chimique, selon laressource en eau
brute (ESU, ESO) ou le type de site/point sélectionné (AL, GD).

Aucune molécule n’a été identifiée selon les critéres en vigueur dans 26% des ESO et dans 13%
des ESU. Pour les échantillons positifs, le nombre de composés identifiés s’étend d’un a 30 en
ESO et d’'un a 53 en ESU. Pour toutes les classes de composés, les eaux de surface présentent
des fréquences d’échantillons positifs plus importantes que les eaux souterraines (figure 14). C’est
le cas en particulier pour les classes d’usages domestiques, industrielles et pharmaceutiques,
illustrant la plus forte vulnérabilité des eaux superficielles a ces classes de composeés.

Version finale page 32 /84 Mars 2026



Anses e rapport d’appui scientifique et technique Demande « 2024-AST-0046 »

100 1
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un composé détecté (%)
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Figure 14 : Pourcentages d’échantillons ou au moins un composé a été identifié, par famille de
contaminants et par type de ressources

La distribution des fréquences d’identification par usage selon le type de ressource et le critere de
sélection (AL ou GD) est représenté en figure 15. Pour les eaux de surface, la distribution est
assez semblable pour les différentes familles a I'exception de la classe domestique pour laquelle
les fréquences d’identification apparaissent plus importantes pour les GD. Cette différence pourrait
s’expliquer par le fait que les points GD correspondent généralement a des milieux plus fortement
anthropisés. Dans les eaux souterraines, la différence de contamination entre les familles de
composés est plus marquée, en particulier pour les PFAS, les composés industriels et les
pharmaceutiques. Pour les pesticides et les composés domestiques les points AL et GD
apparaissent assez similaires.

Eau de surface Eau souterraine |
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Figure 15 : Boites a moustaches du nombre de composés par intervalles de fréquence
d’identification (%) et distributions des fréquences d’identification (%) par molécule et par type
d’eau. ESO : eau souterraine, ESU : eau de surface.
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Les composés pour lesquels des fréquences d’identification sont supérieures a 5% sont présentés
en figure 16. Dans trois cas, des couples d’isomeres ont été identifiés. Il s’agit du 2-
hydroxypropazine et du 2-hydroxyterbuthylazine, du 4-méthylbenzotriazole et du 5-
méthylbenzotriazole ainsi que de la propazine et de la sebuthylazine. Pour ces trois cas, les
composés n'ont pu étre séparés par la méthode chromatographique, et ont donc les mémes temps
de rétention. De plus, le nombre de fragments spécifiques s’est révélé insuffisant pour les
discriminer. En cas de besoin, une méthode plus spécifique en cherchant a séparer ces isomeres
pourrait étre développée en intégrant si possible des fragments discriminants.

Les composés ayant les fréquences d’identification les plus élevées (>15%) proviennent des 5
classes d’usage/classes chimiques, 11 d’entre eux ont des fréquences supérieures a 30%. Il s’agit
du couple 2-hydroxy-propazine/terbuthylazine, de I'atrazine (33%) et de ces deux métabolites
désethylatrazine (35,4%) et 2-hydroxyatrazine (34%), du lamotrigine (45,1%), du tramadol (35%),
de la carbamazépine (43,2%), de I'irbesartan (34%) ainsi que du PFHXS (41,3%), du PFOS (34%)
et du PFBS (31,6%). Les pesticides identifies concernent a la fois des SA interdites et autorisées.
26 meétabolites de pesticides ont été identifiés sur les 59 pesticides identifiés lors de cette
campagne. Les résultats des pesticides les plus identifiés sont cohérents avec les bilans du
contrble sanitaire des eaux (Base SISE-eaux) et ceux de la campagne nationale de 2023 (Anses
2023). Pour les produits pharmaceutiques (molécules actives), certaines classes thérapeutiques a
usage courant sont fréequemment identifiées : les sartans (irbesartan, telmisartan, losartan), des
bétabloquants (aténolol, acébutolol, propanolol et sotalol), des antihistaminiques (cétirizine,
fexofenadine), des anti-inflammatoires non stéroidiens (kétoproféne, acide niflumique). Les
fréquences d’identification relevées sont a mettre en perspective des propriétés physico-chimiques
des molécules et des quantités prescrites et consommées en France (Open-medic 2024). Les
Composeés cétirizine, ketoproféne, oxazépam, tramadol et venlafaxine font partie des 50 molécules
les plus vendues sur la base du nombre de boites délivrées en 2024, alors que l'irbesartan et la
lamotrigine sont classés dans les rangs 50-100 (Open-medic 2024 — ACTS5). Ces données
n’expliqguent pas entierement les fréquences d’identification observées et peuvent étre liees aux
propriétés physico-chimiques intrinseques des composés, et notamment la persistance dans les
milieux. Le sucralose, identifié dans 25,7% des eaux brutes, est un édulcorant largement utilisé
comme additif dans des produits transformés et disponibles directement a la vente. Les autres
composés domestiques fréquemment identifiés sont la caféine (16,5%), et la théobromine (14,1%).
La théobromine est un composant du cacao, du chocolat ainsi qu'un métabolite minoritaire de la
caféine. Concernant les molécules industrielles, la 1H-benzotriazole a été identifiée dans 6,8% des
eaux brutes. Elle est couramment employée dans de multiples usages, tels que : additif anticorrosif
dans les liquides de refroidissement, antigivrant et fluides hydrauliques, agent de formulation de
détergents, photo stabilisant ou encore intermédiaire de réaction. De méme, les 4 et 5-
méthylbenzotriazole sont utilisés pour le méme type d’application et sont en outre des produits de
transformation du 1H-benzotriazole.

La plupart des composeés identifiés ne sont pas des molécules émergentes inconnues et ont déja
fait I'objet de campagnes nationales (Anses 2011a, 2023, 2025, 2026), ou de surveillance
prospective (Base ADES, Naiades). Toutefois, certains composés sont a souligner, car ils sont peu
ou pas recherchés a ce jour et ne bénéficient pas de données de surveillance élargies. Il s’agit par
exemple d’un métabolite du S-métolachlore, le SYN542490, des pharmaceutiques lamotrigine,
cétirizine et fexofénadine, des produits industriels 4 et 5-méthylbenzotriazole, 2-(4-Diethylamino-2-
hydroxybenzoyl)benzoic acid et du sucralose.
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Figure 16 : Fréquence d’identification supérieure a 5%, des composés identifiés dans les eaux brutes
par usage et selon le niveau de confiance. Benzoic.24Et2 : 2-(4-Diethylamino-2-
hydroxybenzoyl)benzoic acid, 4(5)MeBnTriaz : 4 (ou 5)-methyl-1H-benzotriazole.

Pour chaque composé, les fréquences didentification ont été comparées selon la nature de la
ressource d’eau brute : eau souterraine ou eau de surface (figures 17 a 19).

Les quatre molécules dites domestiques ont une fréquence d’identification plus élevée dans les
eaux de surface que dans les eaux souterraines (de 11% a 51% contre 1% a 12%
respectivement). Cette observation pourrait s’expliquer par le contact direct des eaux de surface
avec des sources de pollution continues et diffuses, via les rejets de stations d’épuration et les
ruissellements urbains. Pour les PFAS, la distribution entre eaux souterraines et eaux de surface
est moins tranchée, le PFPeS, et le PFHpS sont plus souvent observés dans les eaux
souterraines. Le 1H-benzotriazole et le 4 ou 5-methylbenzotriazole ont une répartition équilibrée
entre les deux ressources en eaux. Le 2-(4-Diethylamino-2-hydroxybenzoyl)benzoic acid

(Benzoic.24Et2) est trés majoritairement identifié dans les eaux de surface.
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Figure 17 : Fréquence d’identification (%) par molécule et par type d’eau pour les molécules aux
usages définis comme comestibles, PFAS et dans l'industrie. Benzoic.24Et2 : 2-(4-Diethylamino-2-
hydroxybenzoyl)benzoic acid, 4(5)MeBnTriaz : 4 (ou 5)-methyl-1H-benzotriazole.

Concernant les pharmaceutiques, la différence entre les types d’eau est particuliérement marquée,
avec une fréquence d’identification beaucoup plus importante dans les eaux de surface pour
'ensemble des molécules a I'exception de la clindamycine. Dans les eaux de surface, 10
molécules ont des fréquences supérieures a 30% et 6 au-dessus de 50% (irbesartan, sotalol,
carbamazépine, tramadol, lamotrigine et venlafaxine). Dans les eaux souterraines, seules deux
molécules ont une fréquence supérieure a 30% : la carbamazépine et la lamotrigine. Ces deux
molécules sont toutes deux des antiépileptiques et/ou utilisées dans les troubles bipolaires, dont
les structures different mais qui s’avérent toutes deux persistantes dans les eaux. Deux
métabolites de la carbamazépine ont été identifiés : carbamazépine 10,11-epoxide et 10,11-
dihydroxycarbamazepine. Ces deux molécules illustrent I'intérét de suivre la persistance des
produits de dégradation comme pour d’autres familles chimiques.

Ces résultats illustrent également la vulnérabilité des eaux de surface aux rejets de médicaments.
De multiples études (Anliker et al. 2022; Chaber-Jarlachowicz et al. 2025; Choubert et al. 2015;
van Dijk et al. 2023) montrent I'occurrence de composés pharmaceutiques divers (anxiolytiques,
antibiotiques, anti-douleurs, bétabloquants, sartans, etc...) et leur élimination incompléte par les
stations d’épuration, notamment en I'absence de traitements tertiaires.

Un seul antibiotique a été identifié (clindamycine) sur les 20 contenus dans la base et donc
analysables par la méthode. Ce résultat peut s’expliquer par plusieurs hypothéses : I'absence
d’antibiotiques dans les échantillons, une sensibilité moindre de la méthode analytique par rapport
a d’autres composés pharmaceutiques ou de plus faibles usages et rémanence moins élevée de
cette famille de composés dans I'environnement. Plus globalement, une partie des antibiotiques
les plus courants se dégrade rapidement dans I'environnement, et d’autres classes posent des
problemes analytiques (avis de ’Anses, saisine n° 2016-SA-0252).
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Figure 18 : Fréquence d’identification (%) par molécule et par type d’eau pour les molécules définies
comme pharmaceutiques.

Pour les pesticides, les fréquences d’identification dans les eaux de surface restent
majoritairement plus élevées (70%) que dans les eaux souterraines, en cohérence avec la
campagne nationale de 2022 (Anses 2023). Huit composés identifiés ont été observés a des
fréquences supérieures a 30%. Il s’agit du métolachlore (37,1%), métalochlore ESA (50%),
fluxapyroxade (47,5%), atrazine 2-hydroxy (42,9%), désethylatrazine (38,6%), métazachlore ESA
(37,1%), diméthénamide (45,7%) et du mélange isomérique propazine-2-hydroxy et/ou
terbutylazine-2-hydroxy (41,4%). Certains composés sont présents exclusivement (18%) ou en
majorité dans les eaux souterraines (11%). Ces cas concernent généralement des molécules
interdites depuis plusieurs années. 6 pesticides dépassent les 15% de fréquence en eaux
souterraines, il s’agit de I'atrazine (34,6%) et ses métabolites 2-hydroxy (29,4%) et déséthyl (35,6),
du métolachlore ESA (19,1%), de la simazine (17,6%) et du duo 2-hydroxypropazine ou 2-
hydroxyterbuthylazine (33,1%). Parmi les molécules ayant une fréquence >10% en ESO, 7 sur 11
sont des métabolites (64%). Ces résultats mettent également en évidence la présence d’un autre
métabolite du métolachlore absent du contréle sanitaire et non recherché lors de la campagne
nationale de métabolites de pesticides : le métolachlore SYN54797, identifié a 5,7% en ESU et

4.4% en ESO. Cette molécule avait notamment été identifié dans le cadre de travaux de thése
(Marilleau), comme le SYN542490.
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Figure 19 : Fréquence d’identification (%) par molécule et par type d’eau pour les molécules définies
comme pesticides.

La répartition entre eaux de surface et eaux souterraines reste complexe a expliquer, en raison
des multiples sources de contamination : rejets directs et un afflux continu dans les eaux de
surfaces, ruissellement, pollutions des sols et lessivage (décharges, épandages, dépéts
atmosphériques). Les mécanismes de transfert vers les eaux souterraines dépendent de
nombreux facteurs : propriétés physico-chimiques, nature des sols, conditions hydriques ou encore
conditions météorologiques. De plus, certaines molécules telles que les PFAS et les pesticides
sont soumis a des réactions de transformation dans les sols, affectant alors la nature de la
contamination des aquiféres. Plusieurs études pointent le réle de ces interactions entre eau de
surface, aquifére et eau brute des molécules ciblées. (Alam et al. 2024; Baran and Gourcy 2013;
Hintze et al. 2020; Lépez-Serna et al. 2013; Sorengard et al. 2022). Les molécules identifiées ici
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ne sont pas des molécules émergentes et les données collectées confirment des observations
faites en ciblées (Anses 2025; aus der Beek et al. 2016; Jurado et al. 2022; Loos et al. 2010; Ng et
al. 2022; Tokranov et al. 2021).

2.2.2 Eaux traitées

Dans les 202 échantillons d’eaux traitées, 79 molécules ont été identifiées au moins une fois.
Parmi celles-ci :

e 53 pesticides (15 de niveau 1, 38 de niveau 2B). Soit 14% des 372 pesticides de la BDD.

e 14 pharmaceutiques (sept de niveau 1, sept de niveau 2B). Soit 16% des 89
pharmaceutiques de la BDD.

e Six PFAS (niveau 2B) correspondant a 11% des PFAS de la base.
¢ Quatre molécules domestiques (niveau 2B), soit 33% de la base.
e Deux composeés industriels (niveau 2B), équivalent a 6% de la BDD.

Toutes ces molécules ont été également identifiées dans l