Efficacité de la désinfection chimique
par acide performique

Desinfection des rejets d'usines d'epuration

Ouvrage collectif

Coordinateurs

Vincent Rocher et Sam Azimi



Efficacité de la désinfection
chimique par acide performique

Désinfection des rejets d'usines
d‘épuration

© Olivier ROFLE

Ouvrage collectif

Coordinateurs
Vincent Rocher et Sam Azimi

SIAAP

EDITIONS ‘

JOHANET —SIAAP—

Service public de I'assainissemen it francilien

|nnedeot|on

I'innovation au service de l'eau



CHEZ LE MEME EDITEUR

Ouvrages:

Le Lexique six Langues de 'Eau, collectif, 2001

La nature juridique de l'eau, Arnaud Gaonac’h, 1999

Planéte Eau: repéres pour demain, Jean-Luc Redaud, 2000

Histoire illustrée de 5000 ans d’hygiéne publique, Maurice Paquier, 2001

Plages en Ville, baignades en Marne, Thomas Deschamps, 2004

L'eau en France: quelle stratégie pour demain? Jacques Oudin, 2004

La guerre de l'eau aura-t-elle lieu? Nguyen Tien-Duc, 2004

L'eau potable et l'assainissement, Jean-Luc Martin-Lagardette, 2004

Environnement et politiques locales, un nouveau défi? Régis Morvan, 2006

Les cours d'eau et le droit, Philippe Marc, 2006

Les agences de 'eau: quarante ans de politique de l'eau, JL Nicolazo, JL Redaud, 2007
L'eau dans son environnement rural, Jacques Bordet, 2007

L'eau... Une histoire peu ordinaire, Raoul Caruba, 2008

Le renouveau du droit public fluvial, Guy Arzul, 2008

La prise en charge des dettes d’eau des usagers démunis en France, Henri Smets, 2008
Le vade-mecum de l'eau, Jean-Luc Martin-Lagardette, 2009

De l'eau potable a un prix abordable, Henri Smets, 2009

Regard juridique sur la double nature de l'eau, Marie-Agnés Bordonneau, 2009

Les principes du droit et de 'administration des Eaux, Dante A. Caponera, 2010
L'accés a l'assainissement, un droit fondamental, Henri Smets, 2010

Le droit & l'eau: une urgence humanitaire, Bernard Drobenko, 2010

La mise en oeuvre du droit a l'eau: les solutions a Paris, Henri Smets, 2011

Le Conseil Mondial de l'Eau, René Coulomb, 2011

Théorie et pratique du droit de l'eau, Alan Saout, 2011

La tarification progressive de l'eau potable, Henri Smets, 2011

Déréglement climatique et ressources en eau, Nguyen Tien-Duc, 2012

Le droit a l'eau potable et a l'assainissement en Europe, Henri Smets, 2012

Le droit & 'eau: une urgence humanitaire 2¢™ édition, Bernard Drobenko, 2012

La protection juridique des cours d'eau, Aude Farinetti, 2012

La part fixe dans la tarification de l'eau des ménages, Henri Smets 2012

Les nouveaux tarifs de l'eau potable, Henri Smets 2013

La recherche des fuites d'eau, Alex Gaspar, 2013

Les sources du droit a l'eau en droit international, Marie-Catherine Petersmann, 2013
Territoires, villes et campagnes face a 'étalement urbain et au changement climatique, 2013
L'eau, entre réglementation et marché, sous la coordination de Max Falque, 2014

Le filtre planté de roseaux, guide d'exploitation, 2014

La traversée de la pluie, Guy Bédiot, 2014

L'accés a l'eau: un nouveau droit de 'Homme? Franck Duhautoy, 2015

Le statut juridique de l'eau a U'épreuve des exigences environnementales, Julia Gudefin, 2015
Balade écologique au fil de la Seine, Bernard Vedry, 2015

La loi sur l'eau de 1964: bilans et perspectives, Collectif, 2015

Le recouvrement des factures d'eau, Henri Smets, 2016

Qualité microbiologique des eaux en agglomération parisienne, Vincent Rocher, Sam Azimi, 2016
Histoires d'eau: le versant vert de l'eau frangaise, André Paulus, 2016

La police de l'eau - Réglementer les usages des eaux, A. Mergey, F. Mynard, 2017

Le climat en suivant la pluie, Guy Bédiot, 2017

Evolution de la qualité de la Seine en lien avec les progrés de l'assainissement de 1970 a 2015, Vincent
Rocher, Sam Azimi, 2017

Le code de l'eau, 4™ édition, 2017

Hydrodiplomatie et nexus - Eau - Energie, Fadi Georges, 2019

Les aéroéjecteurs et les transferts pneumatiques d’effluents, Gérard Bocquaire, 2020
Lintroduction au droit de l'eau 3™ é&dition, Bernard Drobenko, 2022

Périodiques:
L'eau, L'industrie, les Nuisances (mensuel)
Le Guide de U'Eau, collectif, 2023/2024

ISBN: 979-10-91089-47-0

Copyright Editions Johanet, 2023 Paris

Il est interdit de reproduire intégralement ou partiellement le présent ouvrage (Loi du 11 mars 1957) sans l'autorisation de l'éditeur
ou du centre Frangais d’exploitation du droit de copie.



Sommaire

Préface
Contributeurs
Liste des abréviations
Introduction générale

Partie 1— Evaluation de I'efficacité
de la désinfection chimique al'échelle du laboratoire ...

Chapitre 1
Performances de désinfection et facteurs d’influence.........covvccc.

1.

2. Description du désinfectant étudié
3.
4. Influence de la dose de PFA sur 'efficacité

Introduction

Efficacité du PFA par rapport a d'autres produits chimiques..............

d'élimination des bactéries indicatrices fécales

Influence de la qualité de la matrice sur I'élimination des bactéries
indicatrices fécales

Efficacité du PFA surles autres micro-organismes

VII
XIII
XVII

O Ul W w

11

15
27



Sommaire

Chapitre 2

Reviviscence et viabilité des bactéries indicatrices
fécales apresune désinfectionauPFA ...

1. Introduction

2. Reviviscence des bactéries indicatrices
fécales apres désinfection au PFA

3. Viabilité des bactéries indicatrices fécales
apres désinfection au PFA

Chapitre 3

Effets du PFA sur la matiere organique
etrésiduelle dansles eaux trait€es ...

1. Introduction
2. Effets du PFA surla matiéere organique soluble
3. Instabilité du PFA apres injection

Chapitre 4
Devenir des micropolluants et formation de sous-produits
lors de la désinfection de rejets d'usines d'épuration parle PFA...........

1. Introduction

2. Recherche par analyse ciblée des sous-produits de désinfection .......

3. Suivi par analyse non-ciblée du devenir des micropolluants

Partie 2 — Evaluation de I'efficacité
de la désinfection chimique a I'échelle industrielle
(Usine d’épuration Seine Valenton) ..o

Chapitre 1

Description technique des essais industriels menés a l'usine d'épuration
SINE VaAlBNETON ..o

1. Introduction

Présentation de l'usine Seine Valenton

Mise en ceuvre des essais a lI'échelle industrielle

Suivide I'efficacité et de I'évaluation environnementale........ccc.....

SIS

Parameétres étudiés

33
33

35

40

45
45
46
54

61
62
65
78

91

93
93
94
95
97
98



Efficacité de la désinfection chimique par acide performique

Chapitre 2
Suiviin situ des bactéries indicatrices fécales a l'aide du systeme

d’instrumentation microbiologique rapide ALERT (Fluidion®)

1.

SIS

Introduction

Description de la technologie ALERT

Méthode de validation ...

Validation en laboratoire.
Validation sur le terrain

Chapitre 3
Evaluation de I'efficacité de la désinfection

al’échelle industrielle
1.
2.

Introduction..... .

Elimination des bactéries indicatrices fécales
aurejet de Seine Valenton

Efficacité de la désinfection sur les autres micro-organismes

Impact du PFA sur les parameétres de qualité conventionnels
et production de sous-produits réactionnels.......

Influence de la variabilité journaliére des concentrations
en bactéries indicatrices fécales
sur l'efficacité de désinfection ...

Influence de la qualité des effluents sur I'élimination

des bactéries indicatrices fécales

Prédiction de I'efficacité de la désinfection
par approche mathématique

Partie 3 — Evaluation de I'innocuité environnementale

de la désinfection sur les eaux de surface

Chapitre 1

Description des modeles biologiques utilisés
1.
2.

Introduction.....

Description des panels biologiques utilisés
pour évaluer la toxicité générale

Description des panels biologiques utilisés

pour évaluer la perturbation endocrinienne

106
107
109
110
116

119
120

120
124

126

129

131

135

147

149
150

150

154



Sommaire

Chapitre 2

Application des modeéles biologiques pour I'évaluation de I'innocuité
environnementale de la déSinfeCtioN ...

1. Introduction

2. Testsd'innocuité en laboratoire

3. Testsd'innocuité al'échelle industrielle..

Partie 4 — Retours d’expérience d’autres municipalités
utilisant le procédé de désinfection par acide performique ..

Chapitre 1
Cas de BiarritZ (FranCe). ...
1. Introduction
Présentation de I'usine d’épuration Marbella
Efficacité de la désinfection sur les bactéries indicatrices fécales ...
Bilan écologique sur le rejet de l'usine d’épuration
Suivid’'un bioindicateur: la moule commune

SN

Chapitre 2
(08 T3 L= VL= e TET=X (L= L= IO
1. Introduction

2. Lesgrandes étapes pour I'évaluation de I'efficacité
etdel'innocuité du PFA

Description technique
Efficacité de la désinfection au PFA par rapport a d'autres réactifs..
Capacité de réutilisation des eaux usées traitées ...
Maintien des performances au cours du temps

Impact sur les parameétres conventionnels
et production de sous-produits réactionnels

8. Performances globales du PFA ...

N o o oo

Conclusion générale

Liste des figures
Liste des tableaux

Références

162
162
170

181

183
183
184
187
189
191

195
195

196
198
201
208
210

211
216

219
223
229
233



Préface

Ecrire unlivre n'est pas une tache facile, comme le savent tous ceux qui en ont
déja écrit un. Au-dela du contenu, un certain nombre de questions s'imposent
avant d'étre en mesure de raconter une histoire... Un livre pour dire quoi? A
qui? Sous quelle forme? Et une fois les réponses a ces questions obtenues,
unederniére persiste: commentraconterl'histoire ? Raymond Queneauillustre
tresbienladifficulté ay répondre enrapportant de 99 manieres différentes un
fait des plus simples: unhomme qui prend le bus(Exercices de style, Raymond
Queneau. 1947).

Concernant le theme de I'accés al’'eau, de son utilisation et, plus particulie-
rement surletheme delabaignade en milieuurbain, les choix etles maniéres de
raconter I'histoire sont encore plus complexes. Il n'y a pas 99, mais des milliers
de manieres différentes d'appréhender le sujet et de raconter cette histoire
d’'intérét primordial pour chacun d’entre nous. Chacune de ces possibilités
est juste, chacune répond a de nombreuses questions et peut alimenter des
reflexions... Mais chacune laisse un certain nombre de questions en suspens.
Choisir, c’est renoncer.

Enqualité d’instance publique chargée du traitement des eaux usées, notre
role estderaconterl’histoire de ladésinfectiond’un point de vue technique. Une
technologie a été choisie et testée, del'échellelaboratoire al'échelle industrielle...
d'une idée a sa transformation en résultat opérationnel. Nous avons tenté de
répondre a toutes les questions que pourraient se poser les gestionnaires du
monde de I'eau, avec I';eil d'un opérateur et d'un utilisateur final. Sans biais sur
les résultats, sans prise de position, 'objectif de notre récit est de donner, de
maniere factuelle, des éléments de réponse sur I'élaboration de protocoles,



Préface

I'evaluation de I'efficacité de la technologie et la vérification de son innocuité
vis-a-visde I'environnement. Ainsi, le lecteur peut, aloisir, lirel'intégralité ouune
partie de l'ouvrage selon ses propres questionnements, attentes et objectifs...
pour raconter sa propre histoire!

Afin de traiter I'ensemble de ces sujets et de répondre a toutes ces ques-
tions, nousavonsrassemblé touteslescompétences nécessaires, permettanta
23 co-auteursde s’exprimer. Cette maniere de procéder présente de nombreux
avantages, puisque la compétence collective est bien supérieure a la somme
des compétences individuelles; c’est pourquoi tous les co-auteurs sont cités
au début de I'ouvrage, quelle que soit leur contribution spécifique a chaque
chapitre. Seule lapartie quatre comporte le nomdes contributeursau début des
chapitres, car les travaux correspondants ont été réalisés par ailleurs et leurs
résultats ajoutés al'ouvrage afin de compléter la vision globale.

En espérant que vous prendrez autant de plaisir a lire ce livre que nous en
avons eual'écrire...

Bonne lecture!

Vincent Rocher et Sam Azimi
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Introduction générale

Enréponse auxenjeux environnementaux et sociétaux des cinquante derniéres
années, levisage de I'assainissement francilienafortement évolué. Concretement,
etenpointd'orgue d’'une évolution qui s’estamorcée au début du siecle dernier,
trois grandes phases ont jalonné la fin du XX®me et le début du XXI®™e siecle.

A partir des années 1970 et sur une durée de prés de dix ans, une révolution
industrielle majeure a donné lieu a un développement conséquent des capa-
citésdetraitementdeseauxrésiduairesurbaines, avec notamment|'extension
de l'usine d'épuration de Seine aval. Sur cette période, la part des eaux usées
collectées passealorsde 40a80 % et en 1980, seules 10 % des eaux collectées
sont déversées en Seine sans traitement.

Danslacontinuité, une deuxieme phase cruciale de dix ans démarre dansles
années 1980. Durant celle-ci, bien que les volumes d’eaux usées introduits dans
les réseaux d'assainissement augmentent pour atteindre prés d’'un milliard de
metres cubesen 1990, 'augmentation des capacitésde traitement se poursuit. Le
processus de décentralisationdu traitement estalorsinitieé aveclaconstruction
de l'usine Seine Valenton (SEV, 2,6 millions EH) qui amorce également la mise
en ceuvre du traitement de I'azote.

Les résultats obtenus dans le cadre d’intenses activités de recherche
permettentd’irriguerles changementsopéréslorsdelatroisieme phase de cette
evolution, sedéroulantde 1990anosjours. Grace auxvagues d’investissements
successives, le constatdel'année 2013 est sansappel: 98 % desvolumes d'eau
introduits dans le systéme d'assainissement subissent un traitement. Cette
troisieme phase et ses progrés technologiques ont également permis d'amé-
liorer significativement la qualité de traitement en éliminant la quasi-totalité
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delapollutioncarbonée, azotée et phosphorée dansles eaux rendues au milieu
naturel (Rocher & Azimi, 2017).

C'estlogiqguement que ces changementsindustriels ont contribué aréduire
lesrejetsde nutriments danslaSeine et arestaurer sa qualité physico-chimique
et microbiologique. Aujourd’hui, les niveaux de concentration en oxygéne dans
le fleuve sonttréesbonsetlesconcentrationsenazote et enphosphore sontbien
plus faibles qu'avant. Ces conditions favorisent laréapparition de nombreuses
especes de poissons, rendant al’eau une vie perdue depuis plusd‘un siecle. En
outre, durant les quinze derniéres années, le niveau de contamination micro-
biologique de la Seine a diminué d'un facteur 2 en amont de I'agglomération
parisienne et d'un facteur supérieur a 10 en aval (Rocher & Azimi, 20186).

Le systeme d’assainissement francilien est aujourd’hui confronté a de
nouveaux enjeux environnementaux et sociétaux. Lamélioration de la qualité
sanitaire des eaux de Seine, associée al’évolution des attentes sociales enfaveur
d'unusage récréatif del'eau et complété parle souhait de la Ville de Paris d'ouvrir
la Seine a la baignade, ont logiquement placé la question de la qualité micro-
biologique au centre des débats. La candidature de Paris aux Jeux Olympiques
et Paralympiques de 2024 a accéléré cette volonté de reconquéte de la Seine.

Acejour, laréglementationrelative & labaignade (Directive 2006/7/CE, 2006
etarrété du22 septembre 2008) porte surdeux types de bactériesindicatrices
fécales(BIF): Escherichiacoliet entérocoquesintestinaux. Il s'agit donc d'iden-
tifier, de quantifier et d'éradiquerles principales voies d'apport de ces BIF pour
donner ala Seine une qualité d'eau compatible avec la baignade.

Danscette perspective, différentes solutions ont étéimaginéesal'échelle de
I'agglomération parisienne sous forme de scénarii pour lesquelslesimpacts sur
laqualité dufleuve ont été testésal’aide d'un modéle mathématique, le modele
ProSe. Cet outil de simulation, calibré et validé pour la Seine francilienne permet
de simuler des flux de nutriments et de BIF aux différents points kilométriques
dufleuve(Laborie et al., 2016 ; Poulin et al., 2009). L'un des principaux résultats
issu de ce travail itératif a été la mise en exergue de l'influence des conditions
météorologiques, etnotamment dutempsde pluie, dansle choix des stratégiesa
déployer. Celas’explique parle contexte trésimperméabilisé de I'agglomération
parisienne et son systeme d'assainissement reposant principalement sur un
réseau unitaire dans sa zone centrale. Si par temps sec, le transport et le trai-
tement de I'intégralité des effluents produits par I'agglomération est possible,
cen'est paslecasentempsde pluie. Lapport d’'eau excédentaire se traduit par
des rejets d’effluents non traités directement vers le milieu naturel, les Rejets
Urbains de Temps de Pluie (RUTP) comportant jusqu’a 5,5x10° NPP/100 mL
d’Escherichia coli(Rocher & Azimi, 2016). Dans ce cas de figure, les RUTP sont
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les principalesvoiesd’apportde bactéries danslaSeine comme présentésurla
Figure 1quimontre les concentrations en Escherichia colien Seine, au point du
pontduPortal’/Anglaissitué al’avaldurejet del'usine SEV. Suiteaun évenement
pluvieux, 'apport des bactériesliéesaurejet de l'usine d’épuration est alors de
I'ordre de 4 fois inférieur a celui des RUTP.

\©

A\
% Usine
Seine Valenton

France

Concentrations en Escherichia coli en Seine au Pont du Port a

I’Anglais (Alfortville, 94)
~ 16000 »
2 /
S L
e
Y 12 000 -

g L

= Début J
8 8000 événement |
] ; |
5 pluvieux :
g A
S 4000 ‘

w

24 48 72

Durée (heures)
I Contribution des rejets de I'usine Seine Valenton

[ Contribution des rejets urbains de temps de pluie

FIGURE 1. Contribution des apports de I'usine Seine Valenton et des rejets urbains
de temps de pluie a la concentration en bactéries indicatrices fécales (Escherichia coli)
de la Seine sur le site du pont du Port a I’Anglais situé a I'aval

S'agissant du temps sec, et dans tous les scénarios étudiés, la réduction
des bactéries présentes dans des effluents rejetés par les usines d'épuration
situéesenamont des zones de baignade, dont I'usine SEV, est apparue comme
nécessaire. Dans le cas des Escherichia coli par exemple, la concentration
meédiane al'aval du rejet de SEV est estimée a environ 1200 NPP/100 mL alors
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qu'elle estde 830 NPP/100 mL al'amont ; lesrejets de I'usine d'épuration appor-
tantdes concentrations comprises entre 5x10°%et 50x10° NPP/100 mL (Rocher &
Azimi, 2018). Bien qu'il ait été montré que les installations conventionnelles de
traitement des eaux usées offraient un abattement bactérien satisfaisant de
plus de 2 unitéslogarithmiques, des procédés de traitement complémentaires
demeurent nécessaires pour réduire de maniére significative ces apports.
Pouraccompagnerles décisionnairesdans|'atteinte de cet objectif, le Service
public de I'assainissement francilien (SIAAP) a intégré cette thématique de
recherche danssadémarcheinneauvation. Inneauvationassocie le SIAAPades
organismes de recherche dansl'objectif de produire une innovation publique a
vocationindustrielle dansle secteur de I'assainissement(www.inneauvation.fr).
C'estauseinde Mocopée, programme dédié al'usine d’épuration qu’'une action
de recherche a été lancée afin d’étudier les solutions innovantes permettant
deréduire les concentrations bactériennes danslesrejets d'usine d’'épuration.
Parmi les technologies disponibles a ce jour pour désinfecter les rejets d’eaux
usées, ladésinfection chimique semblait constituer une solution bien adaptée
en raison de son efficacité en matiéere d'élimination bactérienne, sa flexibilité
opérationnelle et sa sobriété énergétique. Plusieurs produits chimiques sont
connus pour réaliser cette désinfection dontl'acide performique(PFA), récem-
ment testé et misen ceuvre al'échelle industrielle par différentes collectivités.
C'est ce contexte quiaincité le SIAAP aréaliser des essais au PFA pour désin-
fecter lesrejets de son usine d’épuration de Seine Valenton. Une étude de plus
de deux ans a ainsi été menée, ainsi que des expériences depuis le laboratoire
jusqu’a I'échelle industrielle, pour obtenir nos propres réponses concernant
I'efficacité du produit et I'absence d’'impact environnemental associé. Cet
ouvrage présente I'ensemble des résultats au sein de trois parties distinctes:
. Evaluation de I'efficacité de la désinfection chimique par acide perfor-
mique a l'échelle du laboratoire;
. Evaluationdel'efficacité de ladésinfection chimique par acide performique
al’échelle industrielle sur I'usine d’épuration Seine Valenton;
. Evaluation de I'innocuité environnementale de la désinfection sur les
eaux de surface.
Une quatrieme partie, présentant les retours d’expérience de Biarritz
(France)et Venise (Italie), deux villes ayant déja mis en ceuvre la technologie de
désinfection par acide performique, vient compléter cette vision d'ensemble.
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Partie 1

Evaluation de I'efficacité
de la désinfection chimique
a I’échelle du laboratoire







Chapitre 1

Performances de désinfection
et facteurs d’influence

© SIAAP

1. INTRODUCTION

L'acide performique(PFA)afait I'objet d'essais enlaboratoire(Chhetrietal., 2014;
Gehretal., 2009; Karpovaetal., 2013 ; Luukkonen et al., 2015)et al‘échelle indus-
trielle(Chhetrietal., 2015; Ragazzo et al., 2013, 2017) pour la désinfection d’eaux
usées traitées ou partiellement traitées. Cette technique, une fois déployée,
présente plusieurs avantages opérationnels: elle est efficace a un dosage de
PFArelativement faible, ne nécessite aucun produit annexe nocif, et le PFA peut
étre produit sur site juste avant injection en plus d’étre rapidement consommé
post-injection(Karpovaetal., 2013 ; Luukkonen et al., 2015 ; Ragazzo et al., 2013).
Enoutre, cette méthode pourrait facilement n‘étre utilisée que I'été(période de
baignade), puis inutilisée le reste de I'année. Un projet pluridisciplinaire a ainsi
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eté mené al'échelle de la totalité de l'aire urbaine parisienne pour étudier la
possibilité de déployerune unité de désinfectionau PFAauseind’'une usine SIAAP.

L'objectif premier de ce projet était d'étudier, en laboratoire, la désinfection
d'eauxuséesauPFAetlesfacteursinfluant surson efficacité, puisde validerce
choix avant de procéder a des essais al'‘échelle industrielle. Différentes expé-
riencesont donc été menées pour: valider le choix du PFA par rapport alacide
peracétique(PAA), quantifier précisémentlerapport entre concentrationxdurée
d’exposition (C x t) et la réduction des bactéries indicatrices fécales (BIF) au
sein des rejets ciblés, évaluer I'impact de la qualité de I'eau, et notamment
des particules, sur 'efficacité du PFA, évaluer la faisabilité et les effets de la
désinfection au PFA d'eaux usées partiellement traitées, et enfin recueillir des
informations concernant les effets du PFA surlesautres types de pathogenes.
Ce premier chapitre présente I'ensemble des expériences et des résultats
associés ace projet.

Une pré-étude méthodologique réalisée en laboratoire pour maitriser le
protocole de désinfection par PFAestd’abord présentée. Le PFA étantinstable,
il doit étre produit peu avant les expérimentations. Il est donc nécessaire de
maitriserle protocole de fabrication et de posséder une méthode de vérification
delaconcentrationen PFA du produit pour maitriserlesdosesinjectées. De plus,
I'ajout d’'un oxydant fort dansl'eau usée ainsique l'utilisation de thiosulfate pour
stopperlaréactionaprésletempsde contact voulu(méthode sélectionnée pour
les essais de désinfection) peuvent potentiellement impacter la mesure des
parametres globaux de qualité deseaux. llestdoncimportant de qualifier oude
quantifiercesinterférences. Les premiersrésultats présentés dans ce chapitre
portentdonc surl'évaluation delafabrication et delatitrationenlaboratoire du
PFA et I'évaluation de la stabilité au stockage du PFA fabriqué en laboratoire.
Sont ensuite présentées les expérimentations réalisées en laboratoire pour
caractériser finement les performances de désinfection des eaux usées trai-
téesparle PFA, ainsiquel'étude des facteursd’influence de ces performances.
Les résultats présentés portent sur l'inter-comparaison du PFA avec d'autres
désinfectants, I'étude de l'influence deladose en PFAappliquée enrejet d’usine
d'épuration, I'ttude de l'influence de la qualité de la matrice de désinfection sur
I'efficacité du PFA, et I'effet du PFA sur d’autres micro-organismes, non visés
par laréglementation baignade.

Ces résultats de laboratoire, outre pour la compréhension des processus
de désinfection, étaient nécessairesau SIAAP pour mettre en ceuvre les essais
industriels de désinfection sur I'usine de Seine Valenton (SEV, 2,6 millions EH),
notamment leur dimensionnement, et pour apporter les éléments techniques
nécessaires a leur autorisation.
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2. DESCRIPTION DU DESINFECTANT ETUDIE
2.1. Fabrication du PFA

La fabrication de l'acide performique se déroule en deux étapes selon le
protocole de préparation du fabricant (KEMIRA) et telles que décrites par
Luukkonen et al.(2015). La Figure 2a synthétise ces deux principales étapes
de préparation.

(a) Préparation de I'acide performique (PFA)
Etape 1 : activation de I'acide formique Etape 2 : synthése de I'acide performique (PFA)

Acide formique activée
Peroxyde d’hydrogéne

Eau glacée
[ —t )
1h30
Acide Acide
Agitation formique Pesée Agitation performique
activée
(b) Titration de I'acide performique (PFA)
Etape 1 : titration du peroxyde d’hydrogene (H,0,) Etape 2 : titration de I'acide performique (PFA)

i Reaction 1: Reaction 2:

| 2MnO; + 5H,0,+6H* > 2Mn? +50,+8H,0

i 2l 9? | H,0
+ - + +
H}L\Dﬁ o an 2 2

KMnO, ﬁszoa

«— Reaction 3:

I, + 28,0 > 2F + S,0&

PFA + acide sulfurique (1 mol/L) Kl en exces
Eau glacée Eau glacée
(c) Protocole d’essai de désinfection en laboratoire
Acide Na,S,0
performique . 2728 .
o R

1,8 L d’eau usée [ =) Echantillon d’eau
traitée de l'usine 10 min 1 min usées traitée
Seine Valenton désinfectée

FIGURE 2. Synthése des principales étapes de préparation du PFA (a), de titration du PFA
(b) et du protocole de désinfection (c)

La premiere étape consiste a catalyser un acide carboxylique qui, dans le
casdu PFA, estdel'acide formique. Sous hotte et en milieu froid, la catalyse se
fait par I'ajout d'acide sulfurique a une concentration massique d'environ 10 %.
Cette étape est exothermique et I'acide formique catalysé doit étre maintenu
en agitation quelques minutes pour refroidir. Lacide formique catalysé peut
étre conservé atempérature ambiante durant une année.
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La 2°™e ¢tape consiste a synthétiser le PFA par ajout de peroxyde d’hydro-
géne al'acide formique catalysé en quantité équivalente en masse (1/1). Cette
réactionlente nécessite une agitation pendantaumoinsune heure. Durant cette
période de maturation, laconcentration massique en eau oxygénée diminue au
profitde celle du PFA. Lasolution finale estainsicomposée de PFA, de peroxyde
d'hydrogene et d'acide formique avec des proportions respectivement de 13,5,
20et 30,9 % environ.

Une fois préparée, laconcentration exacte de PFA contenu dansla solu-
tion est controlée par dosage. La solution de PFA est ensuite directement
entreposée a-18 °C 4 l'abri de la lumiére pendant une durée maximale de
3 semaines.

Afinde vérifierlarépétabilité du protocole de préparation enlaboratoire, cing
solutionsde PFA ont été préparéessurcingjoursdifférents et dosées(triplicats)
al'aide de la méthode colorimétrique décrite ci-dessous. Pour I'ensemble des
titrations réalisées (n =12), la concentration massique moyenne obtenue était
de 12,18 £ 0,94 %, ce qui correspond a une faible variabilité de la méthode de
préparation (coefficient de variation =8 %).

2.2. Titration colorimétrique du PFA

Le protocole de dosage du PFA utilisé lors des essais est la titration colori-
métrique par redox(Figure 2b). |l s'agit de laméthode de référence, qui permet
de doser précisément le peroxyde d’hydrogéne et le PFA contenu dans la solu-
tion. Dans une premiére étape, une quantité connue de réactif est mélangée a
de I'acide sulfurique dilué. Le dosage de I'eau oxygénée est ensuite réalisé par
ajout de permanganate de potassium. La coloration rose persistante permet
de déterminer le volume d'équivalence.

Dans une seconde étape, I'ajout de I'iodure de potassium transforme le
PFA en acide carboxylique en quantité steechiométrique (une mole d'iode par
mole d'acide carboxylique). Pour terminer, I'iode est dosé avec du thiosulfate
en présence d'amidon, ce qui entraine la décoloration de la solution une fois
I'equivalence atteinte.

Afin de confirmer la répétabilité de cette technique de titration, cing
titrages d'une solution de PFA ont été effectués le méme jour. Cette évalua-
tion a également été réalisée & différents jours pour différentes solutions de
PFA. La concentration massique moyenne obtenue pour le PFA a été évaluée
an,73+0,80% (19,79 + 0,65 % pour le peroxyde d’hydrogene) avec une faible
variabilité de laméthode (coefficient de variation de 7% (3 % pour le peroxyde
d’hydrogéne)).
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2.3. Cinétique de décomposition du PFA

Pour évaluer la cinétique de décomposition, la concentration en PFA a été
contrélée dans I'une des préparations stockées a |'abri de la lumiere a trois
températures différentes(-18, +4 et +22 °C)surune période de 150 jours(Figure 3).
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FIGURE 3. Cinétique de décomposition du PFA a différentes températures

Danslestroisscenarios étudiés, ladécompositiondu PFA suit une cinétique
de pseudo-premier ordre (y = A e™). L'influence de la température de stoc-
kage apparait clairement avec une durée de conservation plus longue a basse
température (hausse de la constante K en lien avec la hausse de la tempéra-
ture: 0,004 a-18 °C, 0,0414 4 °C, et 0,16 4 22 °C). Le PFA a un comportement
particulier lorsqu'il est stocké a -18 °C, avec une hausse de la concentration
lors des trois premiersjours(28 %), suivie d'une cinétique de décomposition de
pseudo-premierordre. Laconcentrationinitiale en PFA est de nouveau atteinte
au boutde 20a 30 jours. On peut supposer que laformation de PFA se poursuit
lorsque la solution est conservée aune température inférieurea0°C. Le temps
de demi-vie duPFA estdoncde 210,17 et 4,5jours, respectivement, 4-18°C, 4°C
et 22 °C. Plus concrétement, sil'utilisation du PFA n'est pas impactée tant que
sa concentration reste au-dela de 90 % de la concentration initiale, alors une
préparationde PFA peut étre conservée pendant une durée maximale de 63, 2,5
et0,5jours, respectivementa-18°C, 4°C et 22 °C. Par sécurité, les préparations
de PFA ont été titrées avant chaque utilisation.
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2.4. Description d'une méthode de désinfection expérimentale
au PFA en laboratoire

Desessaisde désinfectionenlaboratoire ont été menéssurdeslotsde deuxlitres
dans des conditions de brassage vigoureux (200 tr/min) afin de garantir 'hnomo-
généité de chaque lot. Un Jar Test qui sert normalement ala réalisation d’essais
enlots de coagulation-floculation a été utilisé : 1,8 L de I'échantillon d’eaux usées
estd’abordversédanslebain;lesétapessuivantessontle brassage etl’injection
d’'unvolume donné de solution contenantle désinfectantaladose ciblée. Aprésle
tempsde contact souhaité, 20 mg/L de thiosulfate sont ajoutés pourinterrompre
laréaction de désinfection, le brassage est arrété et les échantillons sont sortis
pour analyse. Pour tous les essais de désinfection en laboratoire, le temps de
contactarespecterest de dixminutes. Cette méthode estrésumée parlaFigure 2c.

Les échantillons de rejets distincts ont été prélevés plusieurs heures avant
les essais a l'usine SEV. Lusine SEV traite chaque jour 600000 m?* d'eaux usées
provenantde la partie Est de I'aire urbaine de Paris. En conditions normales(temps
sec), les procédés de traitement consistent en un prétraitement (dégrillage,
dessablage et déshuilage), suivid’'une unité de décantation primaire et d'un bassin
biologique avec procédé a boues activées en aération prolongée pour terminer
par un traitement complet du carbone, de l'azote (nitrification et dénitrification)
et du phosphore. Une unité de déphosphatation physico-chimique retraite une
partie des eaux pour optimiser le niveau délimination du phosphore. En condi-
tions dégradées (temps de pluie ou dérivation interne en raison d'une capacité
de traitement insuffisante), les eaux usées excédentaires sont directement
acheminéesvers|'unité de déphosphatation physico-chimique pour éliminer les
particules etle phosphore. Lesrejets d'usine dansla Seine peuvent consister en
deseauxtotalementtraitées ouenunmélange d'eaux totalement et partiellement
traitées. Une description complete des opérations de l'usine SEV se trouve en
Partie 2 - Chapitre 1.

Différents parametres ont été mesureés pour la majorité de ces expériences
en laboratoire: les matiéres en suspension totales (MES), le carbone organique
dissous(COD), lademande chimique en oxygene(DCO)et lademande biochimique
en oxygéne (DBO), I'azote total Kjeldahl (NTK), le phosphore total (PT) et enfin les
bactériesindicatricesfécales(BIF)Escherichia coliet entérocoquesintestinaux(en
NPP/100 mL). Ces analyses ont été réalisées selon les méthodologies suivantes:
NF EN 872 pour les MES, NF EN 1484 pour le COD, IS0 15,705 pour la DCO, NF EN
1899 pourlaDBO, NF EN 25,663 pourle NTK, NFEN IS0 6878 pourle PT, NFEN ISO
9308-3 pour Escherichiacoli,et NFENIS07899-1pourlesentérocoquesintestinaux.

Parailleurs, des essais préliminaires ont été réalisés pour déterminerlameil-
leure méthode analytique de quantificationdesions NH,*, NO,", NO, et PO * étant
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donné que laméthode conventionnelle utilisant une colonne de cadmium n’était
pas adaptée. En effet, la présence potentielle de concentrations résiduelles en
PFA était susceptible d'endommager la colonne. Ces analyses ont été réalisées
selonlesméthodologies suivantes: NFENISO 11782 pour NH,*, NFEN IS0 10304-1
pour NO,”etNO, et NFEN IS0 15681-2 pour PO,*". Unimpact significatif d'excés
de thiosulfate surlaquantificationdelaDCO, laDBO et du COD avait été observé;
ces parametresont ensuite été analysés en sous-échantillons sans thiosulfate.

3. EFFICACITE DU PFA PAR RAPPORT
A D’AUTRES PRODUITS CHIMIQUES

Le PFA a été comparé a l'acide peracétique (CAS 79-21-0) et I'hypochlorite
(CAS 7681-52-9), deux désinfectants a usage courant. Une étude initiale des
ecrits existants a effectivement permis I'identification du PFA et de I'acide
peracétique (PAA)comme des alternatives prometteuses pour la désinfection
d’'eaux usées (Chhetri et al., 2014, 2015, 2018 ; Luukkonen & Pehkonen, 2017;
Luukkonen et al., 2015; Ragazzo et al., 2013). Ces expériences initiales visaient
a comparer leur efficacité en matiére de désinfection sur des rejets de I'usine
SEV, mais égalementaestimerladose globale requise pouratteindre unabatte-
ment de BIF donné. Lhypochlorite a été adopté comme référence en matiere de
désinfection, bien que son utilisation dansle milieu naturel n‘ait pas été étudiée.
L'acide peracétique(VWR1.07222.1000, concentration massique de 38-40 %)
etI'nypochlorite(Nectra156031, concentration massique de 10 %)sont des solu-
tionscommercialisées par VWR, tandis que le PFA a été directement produit en
laboratoire conformément alaméthode de préparationdécrite plus tot(Figure 2a).
La solution de PFA a été produite et dosée le jour méme des expériences de
désinfection afin de déterminer avec précision le volume de PFA a injecter.
Lestroisproduitsont été testés simultanément sur six échantillons distincts
de rejets de l'usine SEV, sauf aux concentrations de 5, 8 et 10 ppm, qui ont été
testéessurlestroispremierséchantillons seulement. Les eauxuséestraitéesont
été prélevées quelques heuresavant chaque essaide désinfection(14 novembre,
28 novembre, 5 décembre, 19 décembre et 20 décembre 2017, et 15 janvier 2018).
Laméthode de désinfection expérimentale enlaboratoire décrite plustotaété
appliquée. Pour chaque essai, quatre concentrations de désinfectant ont été
testées simultanément(2,5,8 et 10 ppm)avec untempsde contact de 10 minutes.
La qualité des échantillons d'eau a été évaluée avant I'étape de désinfection
dans le but de respecter les normes de qualité décrites dans la Partie 2 de cet
ouvrage. La qualité globale des six échantillons de rejets de I'usine SEV était
normale, avec des concentrations moyennes de: 6,5+ 2,8 mg/L pour les MES,
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57+1,0mg C/L pourle COD, 21+4 mg O,/L pour laDCO, 2,1+1,4mg O,/L pour
laDBO5, 1,4 +0,5 mg N/L pour le NTK, et 1,1+ 0,8 mg P/L pour le PT. De méme,
les concentrations d’Escherichia coli et d’entérocoques intestinaux dans les
echantillons étaient proches de celles que I'on rencontre habituellement dans
ce type d'eaux, avec des concentrations médianes + min-max respectives de:
13288 +1690-123603 et 5887 +1929-23 655 NPP/100 mL (Rocher & Azimi, 2016).

La Figure 4 présente les résultats des six essais de désinfection réalisés
pour comparer les effets du PFA, du PAA et de I'hypochlorite sur les rejets
de l'usine SEV avec un temps de contact de 10 minutes. Les concentrations
meédianesd’'Escherichiacoliet d’entérocoquesintestinauxsontindiquées, avec
les concentrations minimales et maximales observées représentées par les
barres d’erreur. Ces valeurs ont été calculées a partir de six essais, sauf pour
le PFAab,8 et 10 ppm (trois essais).

[ Eau de Javel [ Acide peracétique Acide performique
108

Escherichia coli
10° 777

10 I
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A T 0 .\
RRNRNER Y
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104
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102

Concentrations en bactéries indicatrices fécales (NPP/100 mL)

10!

20
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FIGURE 4. Concentrations en bactéries indicatrices fécales (Escherichia coli et

entérocoques intestinaux - NPP/100 mL) avant et aprés désinfection par différents réactifs
utilisés a différentes concentrations avec un temps de contact de 10 min (C x t en ppm.min)
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Cesrésultats d’essais indiquent que I'efficacité de désinfection du PFA sur
les BIF est supérieure a celle du PAA a une dose limite comparable. Avec une
concentration de 2 ppm, les concentrations résiduelles d'Escherichia coli et
d’'entérocoquesintestinaux dansles eaux usées désinfectées correspondenta
38 +<38-78 NPP/100 mL (concentration médiane + min-max)pour le PFA, contre
2625+1855-23695et 3596 + 1511-19,701NPP/100 mL pourle PAA. Cette différence
d’efficacité a2 ppmest significative(test de Mann-Whitney)tant pour Escherichia
colique pour les entérocoques intestinaux, avec des valeurs p de 0,004. Ainsi,
il faut davantage de PAA que de PFA pour atteindre un taux d‘élimination de BIF
donné. On peut également conclure que l'efficacité de désinfection du PFA est
comparable acelledel’'hypochlorite adose identique, bien quaprés 10 minutes de
désinfectiona?2 ppm,lesconcentrations en BIF soientlégéerement supérieures
avec I'hypochlorite. A titre d'exemple, les concentrations résiduelles d’Esche-
richia coli dans les eaux usées désinfectées sont de: 38 + <38-78 NPP/100 mL
(concentration médiane + min-max)pour le PFA, et 108 +<38-2 253 NPP/100 mL
pour I'hypochlorite. A 2 ppm, la différence d'efficacité entre ces deux produits
devient insignifiante (essai de Mann-Whitney) tant pour Escherichia coli que
pour les entérocoques intestinaux, avec des valeurs p de 0,177.

Karpova(2013)aobservé des tendances similaires, concluant que 0,5 ppmde
PFAalaméme efficacité que 1ppmde PAA et 8 ppmdedichlore(Cl,)pourréduire
laconcentrationde coliformesfécauxdansles eauxuséesbiologiquement trai-
tées. Le fait qu'une dose de PFA inférieure soit requise par rapport aux autres
produits chimiques est communément admis dans la littérature scientifique
(Luukkonen & Pehkonen, 2017). Plus récemment, Ragazzo et al.(2020) ont affirmé
que pouruntempsde contact typique de désinfection(20-30 min)avec des doses
definies pour garantir le respect de lalimite actuelle d’'Escherichia coli présent
dansles effluents(5000 UFC/100 mL), le PAA et I'hypochlorite nécessitent des
valeurs C x t respectives trois et quatre fois supérieures au PFA en moyenne.

Cesrésultats préliminaires mettent en lumiére la pertinence du recours au
PFA pourdésinfecterlesrejetsdel’usine SEV, et son efficacité pour éliminerles
BIF ades dosesrelativement faibles, ce qui permettrait effectivement de limiter
la quantité de produits chimiques injectés dans la Seine en plus de présenter
|'avantage d’étre produit sur site en raison de son instabilite.

4. INFLUENCE DE LA DOSE DE PFA SUR L'EFFICAQIITE
D’ELIMINATION DES BACTERIES INDICATRICES FECALES

Etant donné le haut niveau de désinfection du PFA obtenu avec une dose et
un temps de contact réduits, plusieurs essais de désinfection ont été réalisés
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sur des rejets de I'usine SEV a différentes doses avec un temps de contact de
10 minutes afin d’étudier le rapport dose/efficacité pour Escherichia coli et
les entérocoques intestinaux. Ici, 'objectif était de déterminer le rapport C x t
de PFA requis pour atteindre un taux d'élimination des BIF donné et définir la
variabilité due aux variations de la qualité des eaux.

Au total, 24 échantillons distincts de rejets de I'usine SEV ont été préleves
pour les essais de désinfection au PFA, dont les six échantillons précédem-
ment présentés, entre le 14 novembre 2017 et le 13 février 2019. La méthode de
désinfection expérimentale enlaboratoire décrite plus tét a été appliquée. Les
échantillons de rejets de I'usine SEV ont été prélevés plusieurs heures avant
chaque essai de désinfection et difféerentes doses de PFA ont été appliquées
selonles échantillons, donnant ainsi9valeurs pourl'intervalle de concentration
de 0,2-0,3ppm, 13 pourl'intervalle 0,35-0,50 ppm, 9 pour l'intervalle 0,7-0,8 ppm,
16 pourl'intervalle 0,9-1,0 ppm, 8 pour 1,2 ppm, 15 pourl'intervalle 1,8-2,0 ppm et
enfin3valeurssupérieuresa4,5,72et8,9ppmde PFA. La qualité des échantil-
lons d'eaux usées a été évaluée avant la phase de désinfection afin de vérifier
le respect des normes de qualité décrites plus t6t. La qualité et la variabilité
globales des 24 échantillons de rejets de I'usine SEV étaient relativement
normales, avec des concentrations moyennesde: 8,7+5,5mg/L pourles MES,
58+0,8 mgC/L pourle COD,23+8mg0,/L pourlaDCO,2,0+1,2mg0,/L pour
laDBO05,1,1+0,7mgN/L pourle NTK, et1,2+0,7mgP/L pourle PT. De méme, les
concentrationsd’Escherichia coliet d'entérocoquesintestinaux présentesdans
les échantillons étaient proches de celles que I'on rencontre habituellement
danscetyped’eaux, avecdesconcentrations médianes + min-maxrespectives
de: 14290 +1690-678750 et 4630 + 707-62 969 NPP/100 mL (Rocher & Azimi,
2016). La variabilité de la qualité des eaux provient des différences entre les
conditions d’exploitation de l'usine au cours de la période d’échantillonnage
(dérivationinterne, temps sec ou pluie, etc.).

4.1. Graphique illustrant Uefficacité du PFA sur les rejets de l'usine SEV

La Figure 5 présente les résultats des 24 essais de désinfection réalisés au
PFA sur les rejets de l'usine SEV avec un temps de contact de 10 minutes. La
Figure5adétaillelaconcentration médiane d’Escherichia coliou d’entérocoques
intestinaux, avec les concentrations minimale et maximale illustrées par les
barres d’erreur. La Figure 5b montre I'élimination logarithmique moyenne des
deux typesde BIF, I'écart-type étantindiqué parles barresd’erreur. Les limites
de qualité (900 NPP/100 mL pour Escherichia coli et 330 NPP/100 mL pour les
entérocoquesintestinaux)prévues parlaréglementation européenne en matiére
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d’eauxde baignade récréative(directive 2006/7/CE du 15 février 2006 concernant
lagestiondelaqualité des eauxde baignade, abrogeant ladirective 76/160/CEE
2006)sontdonnées atitreindicatif avec lalimite de quantification des bactéries.
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FIGURE 5. Concentrations (a) et abattements (b) des bactéries indicatrices fécales
(Escherichia coli et entérocoques intestinaux) avant et aprés désinfection par acide
performique (PFA) injecté a différentes concentrations avec un temps de contact de 10 min

On observe clairement une forte influence de la dose de PFA avec un temps
de contact de 10 minutes. La hausse de la dose de PFA appliquée entraine une
hausse de I'abattement des BIF jusqu’aux concentrations comprises entre 1,8
et 4,5 ppm(ce qui correspond a une dose C x t de 18-45 ppm.min), seuil a partir
duquel les concentrations médianes des deux bactéries atteignent les limites
de quantification pour ce type d'eaux uséestraitées. Parailleurs, I'efficacité du
PFA est plus importante sur Escherichia coli que sur les entérocoques intesti-
naux;la dose de PFA nécessaire est donc inférieure pour ces bactéries. Cette
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(C x t en ppm.min)
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sensibilité supérieure d'Escherichia coli au PFA s'observe en particulier pour
les faibles doses de PFA: les baisses de concentration sont plus prononcées
d'une dose a l'autre pour Escherichia coli et les valeurs d’élimination logarith-
mique sont supérieures. Par exemple, la concentration médiane d’Escherichia
coli passe de 14290 NPP/100 mL en eaux brutes a 179 NPP/100 mL dans les
eaux désinfectées avec 0,35-0,5 ppm de PFA, contre une réduction de 4630 a
1305 NPP/100 mL seulement pourles entérocoquesintestinauxalaméme dose
de PFA. Les éliminations logarithmiques sont toujours plus importantes pour
Escherichia coli que pour les entérocoques intestinaux lorsque les concentra-
tionsde PFA sont comprisesentre 1,8 et 2,0 ppm de PFA. Apres quoi, les limites
de quantification commencent a étre atteintes. C'est notamment le cas pour
les concentrations de PFA comprises entre 0,35 et 0,5 ppm, qui donnent des
éliminations logarithmiques respectives de 0,66 a 2,85 pour Escherichia coli et
de0al71pourlesentérocoquesintestinaux. En dessous de cette dose, I'écart
entreleséliminationslogarithmiques s’explique par des concentrationsinitiales
supérieuresd’Escherichiacoliet deslimites de quantification similaires. Dansla
littérature scientifique, une efficacité du PFA comparable pour la désinfection
d’'eauxuséestraitéesaété mentionnée. Karpova(2013)aobtenu unabattement
de presd’llogpour Escherichiacoliavec I'applicationd’'une dose de 4-5 ppm.min
de PFAenlaboratoire surdeseffluentsbiologiguement traités. Cet abattement
estde0,5a2,0logpourlesentérocoquesintestinaux. De méme, Luukkonen(2015)
avait obtenu, enlaboratoire, unabattement de 3,3 log pour Escherichia coliavec
une concentrationinitiale de 29200 UFC/100 mL et une dose de 15 ppm.min de
PFA, contre 2,5 log pour les entérocoques intestinaux avec une concentration
initiale de 1840 UFC/100 mL. Suite a cela, des essais a I'échelle industrielle
visant la désinfection de rejets d’'usine d’épuration au PFA ont également été
réalisés a Venise (voir Partie 4 - Chapitre 2 de cet ouvrage et Ragazzo et al.,
2013). Ces essaisdémontrent qu'une dose de 23 ppm.min ou moins de PFAdonne
desabattementsrespectifs d’Escherichiacoliet des entérocoques intestinaux
entre 2 et 4,2 et entre 0,7 et 3,2 log. lls démontrent également qu’'une dose de
60 ppm.min de PFA garantit des abattements systématiquement supérieurs a
3log. Dansle cadre de ces essais, une plus grande sensibilité d'Escherichia coli
au PFA a été observée.

En outre, une forte variabilité de la concentration résiduelle et des abat-
tements logarithmiques a été observée pour une dose de PFA donnée. Par
exemple, les concentrations résiduelles d'Escherichia coli et d’'entérocoques
intestinaux variaient respectivement entre <15 et 1541 NPP/100 mL et entre 38
et 20488 NPP/100 mL pour une concentrationde PFAentre 0,35et 0,5 ppm. Pour
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une concentration entre 0,9 et 1,0 ppm de PFA, ces taux variaient entre <15 et
419NPP/100 mL et entre <15et 2720 NPP/100 mL. Par conséquent, I'abattement
logarithmique pourune dose de PFAdonnée est extrémement variable : environ
Tlogd'un échantillonal’autre. Cette variabilité reflete probablement|'impact des
variationsde laqualité desrejetsd’usine surl'efficacité de ladésinfection au PFA.
Surles 24 échantillons, 12 ont effectivement été prélevésau cours d’'opérations
nominalesde l'usine SEV(aucun dépassement de la capacité de débit nominale
etaucune dérivationinterne), contrairementaux 12 autres, pourlesquelsl'usine
SEV affichait une activité partiellement dégradée(dépassement de la capacité
et/ou dérivation interne). Cette différence a donné lieu a des variations de:
MESentre2et25mg/L, DCOentre6et42mg0,/L, CODentre 3,8et7.0mgC/L,
NTKentre <0,3 et 2,8 mg N/L, NH4+entre <0,3 et 1,5 mg N/L, NO,” entre 13,1 et
18,9mgN/L, NO, entre 0,02 et 0,32 mgN/L, et PO,* entre <0,1et 7.4 mg P/L.

Ainsi, pour la désinfection des rejets de I'usine SEV, une dose Cxtde 9 a
12 ppm.min de PFA semble étre une bonne cible, sachant que dans cet inter-
valle, les concentrations d'Escherichia coli et d'entérocoques intestinaux sont
généralement inférieures aux objectifs de la reglementation européenne pour
la baignade récréative (respectivement 900 et 330 NPP/100 mL). Concernant
la regulation de la concentration de PFA appliquée en fonction du temps de
contact(dose)et de la qualité des eaux, un objectif de 10 ppm.min pourrait étre
envisageé pour les eaux de ‘bonne qualité’, contre 20 ppm.min en cas de qualité
altérée. Toutefois, les parameétres de qualité donnant lieu a une variabilité des
résultats, ceux-cidoivent étre davantage étudiés afin de moduleradéquatement
la dose de PFA ainjecter en fonction de la qualité des eaux.

5. INFLUENCE DE LA QUALITE DE LA MATRICE
SUR L'ELIMINATION DES BACTERIES INDICATRICES FECALES

5.1. Normalisation de l'efficacité du PFA
sur la qualité des rejets de l'usine SEV

Comme observeé dans la partie précédente, une forte variabilité de I'efficacité
de désinfectiondu PFA a été constatée, reflétant une variabilité de laqualité des
rejetsdel'usine SEV. Pouridentifier les causes soupgonnées de dégradation des
parameétres de qualité, destests de corrélation statistique (Spearman, a.=0,05)
ont été pratiqués entre les parametres de qualité de I'eau et la concentration
bactérienne résiduelle oul'abattementlogarithmique avec une dose Cxtde PFA
desoit7a9ppm.min(n=15), soit9a12 ppm.min(n=18). Dansles deux cas, aucune
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corrélation significative(valeur p<0,05)n’a été observée entre les abattements
logarithmiques des deux types de bactérie et les MES, la DCO, le COD et les
concentrations bactériennes initiales. Pourune dose Cxtde PFAde7a9 ppm.
min, la concentration résiduelle d'Escherichia coli présentait une corrélation
statistique avec les MES (r=0,773 - valeur p = 0,001), laDCO (r = 0,542 - valeur
p=0,039)etlaconcentrationinitiale d'Escherichiacoli(r=0,703 - valeur p=0,005).
Le seul parametre présentant une corrélation statistique aveclaconcentration
résiduelle d'entérocoques intestinaux était laDCO(r=0,572 - valeur p=0,028).
Pour une dose C x t de PFA supérieure de 9 a 12 ppm.min, I'unique corrélation
statistiguement significative constatée concernaitlaconcentrationrésiduelle
d'Escherichia coli et les MES (r= 0,637 - valeur p = 0,006). Ceci indiquerait que
I'efficacité de désinfection du PFA pour réduire la quantité d'Escherichia coli et
d’'entérocoques intestinaux dépend des concentrations initiales de bactéries,
des MES et de la DCO des eaux.

Au regard de cette conclusion, les résultats des 24 essais de désinfection
ont été représentés de différentes manieres sur la Figure 6, qui compare la
concentration résiduelle des deux types de bactéries au bout de 10 minutes
de désinfectionavec le rapport Cxt de PFA normalisé. La phase de normalisa-
tion a été realisée en divisant le rapport C x t appliqué par les concentrations
bactériennes, les MES ou la DCO initiales, ces parametres étant corrélés ala
concentration bactérienne résiduelle aprés désinfection.
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FIGURE 6. Concentrations logarithmiques en bactéries indicatrices fécales aprés
désinfection a I'acide performique (PFA) injecté a différentes concentrations et différents
temps de contact normalisés en fonction de la concentration initiale en bactéries (a), de
la concentration initiale en matiéres en suspension (b) et de la concentration initiale en
matiére organique (c). Le temps de contact a été de 10 min pour I'ensemble des tests
(C x t en ppm.min)

D'abord, la Figure 6 démontre la cohérence des phases de normalisation:
aucunedifférence notable ne peut eneffet étre observée entre les échantillons
issus de rejets d'une activité altérée et ceux issus d'une activité normale de
I'usine SEV. Ces normalisations integrent la variabilité normale de la qualité de
I'usine et peuvent ainsi étre utiliséesindépendamment des conditionsenamont.

D’'un point de vue logique, la concentration bactérienne résiduelle apres
désinfection présente une corrélation significative (Spearman, a=0,05)avec
le C xt de PFA normalisé et la concentration bactérienne initiale, tant pour
Escherichia coli(r=-0,604 - valeur p <0,0001) que pour les entérocoques
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intestinaux (r =-0,735 - valeur p <0,0001), suivant une loi de puissance
décroissante. Plus la concentration bactérienne initiale est élevée, plus la
concentration résiduelle aprés désinfection est importante pourun C x t
donné. Parailleurs, lavariabilité de laconcentrationrésiduelle d'entérocoques
intestinaux est sensiblement supérieure a celle d'Escherichia coli. Sil'on se fie
auxdosesnormalisées de cette figure, quitiennent compte de lavariabilité des
eaux des effluents, ladose de PFA requise dans lesrejets de l'usine SEV pour
atteindre les objectifs qualité de 900 et 330 NPP/100 mL peut étre estimée a
environ 1,5 ppm.min par unité de concentrationlogarithmique d'Escherichia coli,
etaenviron4 ppm.min parunité de concentrationlogarithmique d’entérocoques
intestinaux.

Aucune mesure instantanée en continu des BIF n‘étant réalisable, il serait
judicieux de recourir aunsubstitut pour réguler I'injection de PFA. Etant donné
le constat que les MES et la DCO présentent une corrélation avec les concen-
trations bactériennes résiduelles, ces deux parametres ont été testés durant
la phase de normalisation. Pour tous les deux, les concentrations résiduelles
présentaient une corrélation significative avec le C x t normalisé de PFA
appliqué pour Escherichia coli(r=-0,690 - valeur p <0,0001 pour les MES et
r=-0,643-valeur p<0,0001pourlaDCO)ainsique pourlesentérocoquesintes-
tinaux(r=-0,706 - valeur p<0,0001pourles MES et r=-0,643 - valeur p<0,0001
pour la DCO), suivant une loi de puissance décroissante. D'aprés ces doses
normalisées,unCxtnormalisé d'Tppm.minde PFA/mgMES oude 0,5 ppm.min
de PFA/m 0,-DCO s'avere suffisant pour garantiruneréductiondelaconcentra-
tiond'Escherichiacolien dessous des objectifs qualité de 900 NPP/100 mL. Les
MES étant faciles a estimer en flux continu et de maniére instantanée grace a
une sonde de turbidité et laDCO grace a une sonde de fluorescence 3D (Goffin
etal., 2018), ces deux parametres font de bons substituts pour réguler I'injec-
tion de PFA, a condition que les corrélations mathématiques pour les rejets
de I'usine SEV entre les MES et la turbidité ou entre la DCO et la fluorescence
3D soient bien établies. Une analyse plus approfondie de la prévisibilité de la
performance du PFA pourl'atteinte des paramétres de qualité des eaux usées
est réalisée al'échelle industrielle dans la Partie 2 - Chapitre 3.

5.2. Role des MES dans l'efficacité du PFA

L'impact des MES seules n‘est pas directement observable en comparant
les essais au PFA réalisés sur différents échantillons étant donné que les
concentrations bactériennes initiales augmentent avec la concentration
de MES dans les rejets de l'usine SEV, tout comme d’autres parametres de
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qualité. Lateneuren MES observée dansle cadre des 24 essais de désinfection
réalisés présente effectivement une forte corrélation avec les concentrations
d’Escherichia coli(r=0,773 - valeur p = 0,001) et d’entérocoques intestinaux
(r=0,637-valeur p=0,006). Ainsi, il estimpossible de déterminer directement
silacorrélationentrel'efficacité de désinfection etles MES est uniguement due
ala hausse de la quantité de bactéries, ou siles MES elles-mémes ont un effet
protecteur contre les BIF.

Pourisolerl'effetdes MES, destestsspécifiquesenlaboratoire ont été menés
auseind‘échantillons d’eauxauxquels onaajouté différentes quantités de MES
prélevéessurdes échantillons de rejets de 'usine SEV grédce aune décantation
enlaboratoire. Pour chaque essai, lesMES ont été prélevéesauseind’'un méme
echantillon d’eau utilisé pour des essais de désinfection.

Ces essais ont été réalisés en ajoutant des MES brutes(24-31octobre 2018,
7novembre 2018 et 30 janvier 2019) ou des MES traitées al’autoclave (7 novembre
2019 et 6-13 février 2019). lla été supposé qu‘ajouter des MES traitées al'autoclave
augmenteraitlateneuren MES sanstoutefoisaugmenterlateneurenbactéries,
permettant ainsi d’isoler I'effet d'une modification de la teneur en MES afin de
déterminer siles MES peuvent protéger les bactéries contre le PFA. Les essais
ont étéréalisésavecuntempsde contact de 10 minutesaune concentrationde
1,0 ppm de PFA(ce qui correspond aune dose C xt de 10 ppm.min), al'exception
del'essaireéalisé le 30 janvier 2019, pour lequel une concentration inférieure de
0,5ppm(dose Cxtde5ppm.min)aétéappliquée afind’exacerberlestendances.
Laqualité globale des six échantillons de rejets de I'usine SEV(juste avant I'ajout
des MES)était normale, avec des concentrations moyennesde: 13+ 8 mg/L pour
les MES, 6,2+ 0,4 mg C/L pourle COD, et 26 + 7mg 0,/L pour la DCO.

LaFigure 7illustre les résultats de ces essais particuliers réalisés: (a)avec
des MES brutes, et (b)avec des MES traitées al'autoclave.
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FIGURE 7. Evaluation de I'influence de la concentration initiale en matiéres en
suspension (MES) sur I'efficacité de la désinfection a I’acide performique (PFA).
Les gammes de concentration en MES ont été fixées a I'aide d’ajout de matiéres en
suspension brutes (a) et de matiéres en suspensions autoclavées (b)

L'ajout des MES n'a entrainé aucune variation majeure des concentrations
de BIF dans les échantillons avec des MES brutes. Pour ces échantillons, les
concentrations initiales étaient tres similaires sur les différents échantillons,
avec une variabilité inférieure a un facteur 2 ou 3, ce qui est plutét faible vu la
meéthode analytique adoptée pour la quantification bactérienne. Par exemple,
les concentrations d'Escherichia coli pour les échantillons du 24 octobre 2018
étaient respectivement de 13800, 17100, 10100 et 15700 NPP/100 mL pour des
concentrationsen MESrespectivesde 2,7, 9et 24 mg/L. De méme, les concen-
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trations d’entérocoques intestinaux observées dans ces mémes échantillons
étaient respectivement de 3150, 4630, 4520 et 2560 NPP/100 mL. Ainsi, les
concentrations bactériennesinitiales peuvent étre considérées comme compa-
rables pour les échantillons de chaque journée de prélevement.

La Figure 7aillustre deux types de comportements pour Escherichia coli.
Pourles échantillons du 24 octobre 2018 et du 31 octobre 2018, aucune influence
négative claire de la concentration en MES ne peut étre observée, puisque la
concentration bactérienne résiduelle n‘augmente pas avec la teneur en MES
dans I'échantillon a une dose de 10 ppm.min de PFA. Pour les échantillons du
7novembre 2018 et du 30 janvier 2019, on observe une hausse de laconcentration
bactériennerésiduelle au-delade 20230 mg/L de MES. Ce phénoméne semble
plus prononceé sur I'échantillon du 30 janvier 2019, sans doute a cause du C x t
de PFA inférieur (5 ppm.min). Pour les entérocoques intestinaux, on constate
un effet négatif de la teneur en MES dans I'échantillon a désinfecter, sauf sur
I'echantillon du 24 octobre 2018. On observe une hausse de la concentration
bactérienne résiduelle suivant une hausse de la teneur en MES a une dose
de 10 ppm.min de PFA a partir de 20-30 mg/L aussi bien pour I'échantillon du
31octobre 2018 que pour celui du 30 janvier 2019, et a partir de 12-20 mg/L pour
I'échantillon du 7 novembre 2018.

Concernant les essais réalisés avec ajout de MES traitées par autoclave,
on peut observer exactement le méme phénomene que pour I'effet de I'ajout
de MES sur la variation des concentrations bactériennes initiales, qui peut
étre considéréee comme comparable sur les échantillons de chaque journée de
prélevement.

Lesrésultats obtenus avec des MES traitées par autoclave (Figure 7b) sont
tres cohérents vis-a-vis de ceux avec des MES brutes. Les essais avec ajout
de MES brutes et traitées par autoclave ont été réalisés le 7novembre 2018.
A cette date, aucune influence négative des MES traitées par autoclave sur la
concentration résiduelle d’Escherichia colin'a été observée jusqu‘aux concen-
trations de 23-26 mg/L de MES, alors qu'on observe bien une influence a partir
de 30 mg/L avec les MES brutes. De méme, I'effet négatif des MES traitées par
autoclave n‘a pu étre observé sur la concentration résiduelle d'entérocoques
intestinaux a partir d'une concentration de 14-15 mg/L de MES, tandis que cela
aétéle casapartird'une concentration de 12-20 mg/L de MES brutes. Pour les
autres essais avec MES traitées parautoclave (6 février 2019 et 13 février 2019),
aucuneinfluence des MES traitées parautoclave na été constatée lors des essais
du 6 février 2019, que ce soit pour Escherichia coli ou pour les entérocoques
intestinaux, mais une hausse de la concentration résiduelle d’Escherichia coli
a été détectée lors des essais du 13 février 2019 a partir de 14-15 mg/L de MES.
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Ces résultats tendent a confirmer que la concentration en MES dans les
eaux usées adésinfecter constitue un parametre clé. En effet, cette concen-
tration peut engendrer un effet négatif surl'efficacité de ladésinfectionau PFA
puisque lateneuren MESaugmente méme siles concentrations bactériennes
initiales sont stables. De plus, la sensibilité des entérocoques intestinaux
aux haussesdelateneuren MES semble étre supérieure a celle d’Escherichia
coli, bien que le mécanisme précis expliquant cet effet n‘ait pas encore été
clairement identifié. Ainsi, d'autres expériences doivent étre menées pour
confirmer cet effet et determiner si les MES protegent véritablement les
bactéries contre le PFA ou siles MES rongent une fraction du PFA, réduisant
ainsila dose réelle appliquée.

5.3. Efficacité du PFA pour éliminer les bactéries indicatrices fécales
dans les eaux usées brutes et décantées

Plusieurs essais de désinfection au PFA ont été réalisés au sein d'eaux partiel-
lement traitées afin d'étudier I'évolution du rapport C x t de PFA requis pour
atteindre unabattement donnéavec une applicationde PFAauseind’eauxusées
de qualité extrémement altérée. Quelques études ont porté sur 'efficacité de
la désinfection au PFA d'eaux usées décantées (Gehr et al., 2009) ou de rejets
unitaires de temps de pluie (Chhetri et al., 2014, 2015; McFadden et al., 2017;
Tondera et al., 2016), mais cette solution est rarement envisagée pour réduire
I'apport de bactéries indicatrices fécales dans le fleuve.

Ces expériences ont été réalisées a I'aide de la méme méthode de désin-
fection en laboratoire que celle décrite plus tot (Figure 2¢) sur des échan-
tillons distincts d'eaux usées brutes et d’eaux usées décantées (effluents a
décantation lamellaire physico-chimique) provenant de I'usine Seine Centre
(SEC, Hauts-de-Seine, 900000 EH). Cette usine traite chaque jour 240000 m*
d'eaux usées parisiennes grace a des procédés de prétraitement, de décan-
tation lamellaire physico-chimique et de biofiltration en trois phases servant
a éliminer la pollution au carbone et a I'azote. Lorganisation de cette usine
est présentée en détails dans Rocher et al. (2012). Les eaux usées brutes ont
également été diluées avec de I'eau distillée afin de créer des échantillons de
rejets unitaires artificiels. Quatre dilutions contenant respectivement 15, 40,
60 et 85 % d’'eaux usées ont été appliquées. On considére que les échantillons
comportant 40 % d’eaux usées brutes simulentle débitinitial d'unrejet unitaire,
et que 15 % des échantillons simulent les rejets typiques (Chhetri et al., 2014;
Passerat et al., 2011).
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Les essais de désinfection au PFA ont été réalisés sur cing échantillons
différents pour les eaux usées décantées (25 mars 2019 et 2, 6, 9 et 13 mai
2019) et sept pour les eaux usées brutes et les eaux usées brutes diluées(11, 13
et 18 décembre 2018 et 2, 6, 9 et 13 mai 2019). Pour chaque essai, un temps de
contact de 10 minutes a été respecté a des concentrations de PFA de 2, 6 et
10 ppm, donnant lieu a des doses de PFAC xt de 20 a 100 ppm.min. Concernant
les eaux usées brutes diluées, trois échantillons (11, 13 et 18 décembre 2018)
correspondaient a 60 % ou 85 % d’eaux usées et quatre échantillons (2, 6, 9 et
13 mai 2019) correspondaienta 15 % ou 40 % d'eaux usées. La qualité globale des
sept échantillons d’eaux usées brutes (avant dilution) était normale, avec des
concentrations moyennes de: 190 + 68 mg/L pour les MES, 24,9+ 14,1 mg C/L
pour le COD, 356 £+101 mg O,/L pour la DCO, 121+63 mg O,/L pour la DBO5,
38,7+6,1mg N/L pourle NTK, et 3,8 +0,8 mg P/L pour le PT. La qualité globale
des cing échantillons d'eaux usées décantées de SEC était normale, avec des
concentrations moyennes de: 35+ 10 mg/L pour les MES, 31,3+17,3 mg C/L
pour le COD, 1617+ 49 mg O,/L pour la DCO, 48,7+12,2 mg O,/L pour la DBO5,
375+75mgN/L pourle NTK, et 1,5+ 0,8 mgP/L pourle PT.

LaFigure 8 présente lesrésultats desessaisde désinfectionau PFA effectués
sur des eaux usées brutes, décantées et brutes diluées provenant de l'usine
SEC. Les résultats de gauche comparent les eaux usées brutes et décantées,
etceuxdedroitelesrésultats des eauxuséesbrutesdiluées. Dansles deuxcas,
les concentrations médianes en bactéries sont indiquées en haut de la figure
avec des barres d’erreur représentant les valeurs min et max, tandis que les
abattementslogarithmiques et les écarts-types sous forme de barresd’erreur
sont représentés au bas de la figure.
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FIGURE 8. Concentrations (a) et abattements (b) des bactéries indicatrices fécales
(Escherichia coli et entérocoques intestinaux) avant et aprés désinfection par acide
performique (PFA) injecté a différentes concentrations avec un temps de contact de
10 min (C x t en ppm.min). Les figures de gauche présentent les résultats sur des eaux
non traitées (Eau brute) et partiellement traitées (Eau décantée) et les figures de droites
présentent les résultats pour des eaux reconstituées a différentes qualités en fonction de la
part d’eau brute contenue

S'agissant des eaux usées partiellement traitées, lesconcentrationsinitiales
d’Escherichiacoliet d’entérocoquesintestinaux sont -logiquement -supérieures
acellesdesrejetsdel'usine SEV(2-31og pour Escherichia coliet 1-2 log pour les
entérocoques intestinaux).

Pour les eaux usées brutes, un C x t de 100 ppm.min est insuffisant pour
réduire les concentrations des deux bactéries en dessous des limites de 330 et
990 NPP/100 mL requises pouratteindre laqualité d'eaux de baignade. Lahausse
du Cxtdanscetype d'eaux permet d'augmenter I'abattement logarithmique de
0,96+0,78a20ppm.mina3,23+0,67a60ppm.mineta3,33+0,81a100 ppm.min
pour Escherichia coli, et de 0,68 + 0,48 a 20 ppm.min a 3,10 £ 0,83 a 60 ppm.min
eta 3,35+0,85a100 ppm.min pour les entérocoques intestinaux.

Pour les eaux usées décantées, un Cxt de 100 ppm.min est insuffisant pour
réduire les concentrations des deux bactéries en dessous des limites de 330
et 990 NPP/100 mL requises pour atteindre la qualité d’eaux de baignade. La
hausse du C xt dans ce type d'eaux permet d'augmenter I'abattement logarith-
mique de 2,41+ 0,56 a 20 ppm.min a 3,10+ 0,32 a 60 ppm.mineta 3,09+ 0,31a
100 ppm.min pour Escherichia coli, et de 0,86 + 0,73 a 20 ppm.min a 3,46 + 0,28
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ab0ppm.mineta3,46+0,28a100 ppm.min pourlesentérocoquesintestinaux.
Les abattements logarithmiques sont donc comparables (pour des doses de
60 et 100 ppm.min) ou légérement supérieurs (pour 20 ppm.min) dans les eaux
usées décantées par rapport aux eaux usées brutes, mais les concentrations
bactériennes résiduelles sont inférieurs du fait des concentrations initiales
moins élevées. UnCxtsupérieural100 ppm.min estdoncrequis pour désinfecter
efficacement deseauxuséesbrutesoudeécantées, contreunCxtde 10-20 ppm.
min pour les rejets de I'usine SEV.

Ala connaissance des auteurs, la littérature scientifique ne recense aucun
résultat concernant l'efficacité du PFA surles eaux usées brutes. Enrevanche,
desexpériences similaires ont été menées par Gehretal.(2009)sur des effluents
traités de maniére physico-chimique (10-100 mg/L de MES et 37-238 mg O,/L
de DCO). Sur des échantillons, avec un temps de contact de 10 minutes, des
abattements des coliformes fécaux d'environ 3 log ont été obtenus avec une
dose de 5 ppm.min de PFA, légérement supérieurs a 3 log avec 20 ppm.min
et jusqua 6 log avec 40 ppm.min. Sur prototype, avec un temps de contact de
45 minutes, desabattements moyensdescoliformesfécauxde 0,5logpourune
dose de 45-50 ppm.min de PFA, de 2,5 log pour 90-135 ppm.min, de 3 log pour
135-180 ppm.min etjusqu'a’b,5log pour225-270 ppm.min. Pour les entérocoques
intestinaux, des abattements de 4 a 6 log ont été observés pour un temps de
contact de 45 minutes pour une dose de 225-270 ppm.min de PFA.

En ce qui concerne les rejets unitaires de temps de pluie artificiels, les
concentrationsinitiales d'Escherichiacoliet d'entérocoquesintestinaux ont toutes
deux chuté avec la dilution d’eaux usées brutes, affichant un écart maximal de
presd’llogentrelesconcentrationsauseind’eauxuséesal00 % et 15 % brutes.

Pour Escherichia coli, la hausse du taux de dilution a entrainé une hausse
de la concentration résiduelle a une dose de 20 ppm.min de PFA, avec des
concentrations meédianes respectives de: 3 332461, 1792500, 18863, 2695 et
2598 NPP/100 mL pour des eauxusées brutesa100, 85,60, 40 et 15 %. Toutefois,
a60et100 ppm.min, les concentrations bactériennes résiduelles étaient simi-
lairesaveclesdifférents tauxdedilution, soitautourde 1000-3000 NPP/100 mL.
Ces valeurs étaient corrélées a une hausse de lI'abattement logarithmique au
sein d’eaux usées de 85 % a 100 % brutes et dans des eaux usées davantage
diluées pour un C xt de 20 ppm.min, passant d’environ 11og a un peu moins de
3log, contrairement aux doses de 60 et 100 ppm.min, pour lesquelles le taux de
réduction logarithmique s’est stabilise entre 3 et 4,5 log.

Pourlesentérocoquesintestinaux, une chute de laconcentrationrésiduelle
obtenue en haussant le taux de dilution a pu étre observée pour les trois C x t.
Par exemple, les concentrations médianes au-dela d'une dose de 100 ppm.min
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de PFA étaient respectivement de 1495, 391, 107, 54 et 37 NPP/100 mL pour
des eaux usées brutes a 100, 85, 60, 40 et 15 %. Comme pour Escherichia coli,
I'abattementlogarithmique des entérocoquesintestinauxaaugmentéavecune
dose de 20 ppm.min de PFA, passant de 1a 3 log, mais est resté stable a 60 et
100 ppm.min, entre 3 et 4 log.

Par conséquent, pour les deux bactéries, et sauf en cas de faible C x t de
20 ppm.min, I'abattement logarithmique était relativement stable pour les
différentstauxdedilution, etlaconcentrationinitiale inférieure due aladilution
apermis d'améliorer les concentrations bactériennes résiduelles.

Plusieurs études ont été réalisées sur la désinfection de rejets urbains de
temps de pluie (RUTP)au PFA(Chhetri et al., 2014, 2015; McFadden et al., 2017;
Tondera et al., 2016). En particulier, Chhetri et al. (2014) ont mené des essais de
désinfectionenlaboratoire surdes eaux usées brutesdiluées(brutesab, 15et 40 %)
et ont obtenu des abattements logarithmiques comparables aux abattements
observésavecleseauxuséesbrutesdiluéesde SEC. Lestauxdélimination des
entérocoquesintestinaux étaient respectivementde 1et 3,5log pour une dose
de 40 et 80 ppm.min de PFA au sein d'eaux usées brutes a 40 %, ce qui corres-
pond au premier ringage. Pour les eaux usées brutes a5 %, qui correspondent
au maximum d’'un événement de déversement, les taux de réduction étaient
plus importants, soit respectivement de 4 et 3,5 log pour Escherichia coli et
les entérocoques intestinaux pour une dose de 20 ppm.min de PFA, ou jusqu‘a
5 log pour 80 ppm.min. Tondera et al. (2016) ont étudié l'application du PFA a
I'échelleindustrielle surdes RUTPavecun Cxtconsidérablement supérieurala
présente étude, et des concentrationsde PFAcomprisesentre 12 et 24 ppm pour
un temps de contact maximal de 30 minutes. Des réductions bactériennes de
100-1000 UFC/100 mL ont été obtenuestant pour Escherichia coli(concentration
initiale: 106 UFC/100 mL)que pourles entérocoquesintestinaux(concentration
initiale: 106 UFC/100 mL). Les abattements logarithmiques associés étaient
de: 3.1+1,7log pour Escherichia coli, et de 2,6 £ 1,5 log pour les entérocoques
intestinaux. Des abattements comparables ont été observés par Chhetri et al.
(20715)al'échelleindustrielle avec des concentrationsinitiales comparables, des
concentrations de PFA inférieures comprises entre 4 et 8 ppm et un temps de
contact de 20 minutes (Ce qui correspond a des doses de PFA C x t comprises
entre 80 et 160 ppm.min). Ces auteurs ont également recommandé de réquler
la dose de PFA injectée en fonction de la qualité de I'eau, puis d'appliquer un
traitement dansles 60 minutes suivant un événement aune dose de PFA supé-
rieure que le reste du RUTP.

Concernantladose Cxtde PFArequise pour parveniraune désinfection effi-
cace,unedosede 100 ppm.min était insuffisante pourabaisserlaconcentration
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meédiane d’Escherichia coliendessous de lalimite de qualité d'eaux de baignade
de 900 NPP/100 mL pour tous types d'eaux usées brutes diluées. Enrevanche,
les concentrations résiduelles obtenues avec une dose de 100 ppm.min de
PFA variaient entre 38 et 3050 NPP/100 mL sur les eaux usées brutes a 15 %
lors de deux des quatre essais ou les concentrations étaient inférieures a
900 NPP/100 mL aprés désinfection. Al'inverse, une dose C xt comprise entre 60
et 100 ppm.minasuffiaabaisserlaconcentration médiane d'entérocoquesintes-
tinaux endessous delalimite de qualité d'eaux de baignade de 330 NPP/100 mL
pour les eaux usées diluées comportant 60 % maximum d'eaux usées brutes.
Pour des eaux usées brutes a 15 %, un C x t de 20 ppm.min semble permettre
une réduction de la concentration médiane d’entérocoques intestinaux sous
la barre des 330 NPP/100 mL. Ainsi, on peut émettre 'hypothese qu'une dose
CxtdePFAdenviron100 ppm.min serait nécessaire pour désinfecterlesrejets
unitaires parisiens, soit 5 a 10 fois plus que pour les rejets de l'usine SEV. Par
conséquent, dans le cas d’'uneinjection de PFA en flux continu avec des temps
de contact tres limités, soit entre 1 et 5 minutes, et considérant I'hypothese
selonlaquelle la concentration et le temps auraient le méme effet sur I'effica-
cité de la désinfection, la dose de PFA nécessaire serait comprise entre 20 et
100 ppm, ce qui représente une quantité significative de carbone pénétrant
danslefleuve, théoriquemententre 15,8 et 79 mg C/L respectivement(1ppmde
PFA apportant 0,79 ppm de C). Pour limiter cette quantité de carbone a un seuil
del1a2mgC/L, comme c'estle cas auseindesrejets de l'usine SEV, il faudrait
eriger des réservoirs de contact grand volume dédiés pour garantir un temps
de contact compris entre 50 et 100 minutes.

Enplusd'unCxtsensiblement supérieur, quiimpliquerait dimportants temps
de contact ou le rejet d'importantes quantités de carbone dans le fleuve, la
désinfectionau PFA d'eauxuséesnonbiologiquement traitées pourrait entrainer
un risque plus important de créer des sous-produits puisque les eaux usées
brutes ou décantées et les rejets unitaires de temps de pluie contiennent une
quantité supérieure de particules et de matiéres organiques. Les Chapitres 3
et 4 de la Partie 1fournissent de plus amples informations a ce sujet.

6. EFFICACITE DU PFA SUR LES AUTRES MICRO-
ORGANISMES

Outre Escherichia coliet les entérocoques intestinaux, des analyses de bacte-
riophages F spécifiques et de sporesde bactériesanaérobies sulfitoréductrices
(SSR)ont par ailleurs été menées dans le cadre de cing essais de désinfection
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au PFA(11-18 septembre 2018, 30 janvier 2019 et 6-12 février 2019) afin d'obtenir
des informations sur l'efficacité du PFA sur d’autres pathogénes. Pour rappel,
ces essais ont été réalisés avec des concentrations de PFA comprises entre
0,8 et 2 ppm pour un temps de contact de 10 minutes sur des échantillons de
rejets de l'usine SEV. Ces deux parametres ont été analysés conformément
auxnormes IS0 10705-3 et NF EN ISO 10705-1pour les bactériophages F spéci-
fiques, et alanorme NF EN 26461-2 pour les spores de bactéries anaérobies
sulfitoréductrices. Les concentrations observées avant et aprés désinfection
ainsiquelestauxderéductionlogarithmiques sont présentés dansle Tableaul.

TABLEAU 1. Concentrations (UFC/100 mL) et abattements logarithmiques (Unités log)
des spores de bactéries anaérobies sulfitoréductrices (SSR) et des bactériophages ARN-f
pour différents échantillons (Ech.) avant et aprés désinfection par acide performique (PFA)
injecté a différentes concentrations avec un temps de contact de 10 min (C x t en ppm.min)

SSR bactériophages F spécifiques
Concentrations Abattement Concentrations Abattement
UFC/100 mL Ulog UFC/100 mL Ulog
Désinfection 0 812 20 8-20 812 20  8-20
ppm.min
Ech.1 80 7 2 1,06-1,60 33 30 -
Ech. 2* 5200 89 <1 1.77->3,72 33 <30 >0,04
Ech. 3* 6400 4700 0,13 <30 <30 ?
Ech.4 6400 6500 - <30 <30 ?
Ech.5 2170 5000 - <30 <30 ?
Ech.6 1800 1500 675 0,08-0,43
Ech.7 5000 6300 5900 -
Médiane 5000 4700 339 <30 <30 <30

*Echantillons réalisés lors d'une période de fonctionnement dégradé de l'usine Seine Valenton (temps de pluie)

Des SSR ont été detectées dans les sept échantillons de rejets de l'usine
SEV, avec une concentration médiane de 5000 UFC/100 mL, tandis que des
bactériophages F spécifiques ont été détectés dans seulement deux des cing
échantillons étudiés, avec une concentration proche de la limite de quan-
tification de 30 UFC/100 mL. L'activité de I'usine SEV (normale ou altérée)
n‘a eu aucun impact sur les concentrations initiales de ces pathogeénes.
Ces concentrations correspondaient a la plage de données mesurées sur
les rejets de l'usine SEV par le SIAAP au cours de la période 2014-2017, avec
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des valeurs médianes = min-max de 860 + 4-2700 UFC/100 mL pour les SSR
(n =27 valeurs) et de 150 + 14-7800 UFC/100 mL pour les bactériophages F
spécifiques(n=27valeurs), bien qu’elles se situent en haut de la plage pour les
SSR et en bas pour les bactériophages F spécifiques.

L'application de PFA selon un rapport C x t limité de 8-20 ppm.min semble
n‘exercer que peu, voire aucun effet sur les SSR dans cinqg des sept essais,
avec des abattements logarithmiques inférieurs a 0,5, mais des abattements
meilleurs(entre 1et 4 log) ont été obtenus dans les méme conditions aux deux
autres essais. L'effet du PFA sur les bactériophages F spécifiques n‘a pas pu
étre déterminé ala lumiere des tres faibles concentrations initiales proches
de la limite de quantification. Leffet du PFA sur les autres pathogenes outre
Escherichia coli et les entérocoques intestinaux dans les rejets de l'usine SEV
estdoncincertain, et des expériences complémentaires devraient étre menées.

S’agissantde 'abattement des bactéries, laplupart des études ontdémontré
I'efficacité du PFA. Ainsi, Tondera et al. (2016) ont notamment démontré des
abattements des coliformes fécaux Aeromonas spp. et Clostridium perfringens
correspondant a 1,8 a 3,1 log dans les rejets unitaires de temps de pluie a une
concentration de 12 a 24 ppm de PFA pour un temps de contact de 30 minutes
(dose Cxt de 360-720 ppm.min). La bonne efficacité du PFA sur les coliformes
fécaux aégalement été démontrée danslamajeure partie des publications(Gehr
etal., 2009; Karpova et al., 2013 ; Luukkonen & Pehkonen, 2017; Ragazzo et al.,
2013). Parailleurs, Karpova et al.(2013) ont observé un abattement logarithmique
de Salmonella spp. de 3log pourun C xt de 20 ppm.min.

En ce qui concerne les spores et les kystes, tels que Clostridium spp. ou
Giardia spp.. ceux-ci ont été identifies comme étant plus récalcitrants au PFA
(Karpova et al., 2013) ou au PAA (Luukkonen & Pehkonen, 2017). Une dose C x t
de PFA de 10 ppm.min appliquée a un rejet d’'usine d’épuration donne effecti-
vement un abattement limité de moins de 1log pour Clostridium spp. et Giardia
spp. (Karpova et al. 2013). Dans les rejets unitaires de temps de pluie, Tondera
etal.(2016)n’'ont observé aucun tauxd'élimination significatif de Giardia lamblia
malgré un C x t important de 360-720 ppm.min. Gehr et al. (2009) ont eux
observé destaux d'élimination de Clostridium de 1-2logavecun C xt de PFA de
450-540 ppm.min au sein d'effluents traités par voie physico-chimique. Dans
I'ensemble, I'efficacité de la désinfection au PFA est plus importante qu'avec
le PAA sur Clostridium (Mora et al., 2018).

Quant aux bactériophages, il a été observé que les bactériophages MS2
et a ADN étaient plus sensibles au PFA que les entérocoques intestinaux et
Escherichia coli(Karpova et al., 2013). En effet, ces auteurs ont signalé des
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abattements des bactériophages MS2 et ADN de 1log pour un C x t limité de
PFA de 17-22 ppm.min. Gehr et al. (2009), quant a eux, ont observé des taux
d‘élimination de bactériophages F spécifiques de 1-2 log avec un C x t de PFA
de 450-540 ppm.min au sein d’effluents traités par voie physico-chimique.
Des abattements logarithmiques de coliphages somatiques correspondant a
2,7+1,6ontétérelevésauseinderejetsunitairesdetempsde pluie par Tondera
etal.(2016)avecunCxtde PFAtresélevé de 360-720 ppm.min. Auseinderejets
d'usines d'épuration, Karpova et al. (2013) ont observé des taux d'élimination
plusimportants de coliphages somatiques, correspondanta4log,avecunCxt
sensiblement inférieur de 10 ppm.min.

S'agissant de virus humains du type adénovirus, polyomavirus, norovirus,
rotavirus et entérovirus, il n‘existe aucune donnée pour le PFA, mais il a été
constaté que le PAA était inefficace. Tondera et al. (2016) ont démontré que
les virus n'étaient pas inactivés par le PAA, méme avec un C x t important de
120-240 ppm.min. Toutefois, Luukkonen & Pehkonen (2017) ont indiqué que le
meécanisme d'inactivation des virus parle PAA pouvait endommager la surface
du virus, et notamment I'enveloppe protéinique des sites nécessaires pour
infecterlescelluleshétes. Cesinformations n‘ont pas été signalées pourle PFA.

Ainsi, ces élémentsindiquent que pourlesvirus, les spores, leskystesoules
bactériophages présents dans les rejets d'usines d'épuration, un C x t de PFA
plusimportant que pour Escherichia colietles entérocoques intestinaux serait
requis pour permettre leur élimination.

Points clés

« Ausein des rejets de l'usine Seine Valenton (SEV), le rapport C x t
pour l'acide performique (PFA) nécessaire pour atteindre un taux de
désinfection donné est 2 a 4 fois inférieur a celui de I'acide peraceé-
tique, donnant ainsi un risque considérablement moins important de
pénétration de carbone dans le fleuve.

« LesessaisdedésinfectionauPFAenlaboratoire réaliséssurlesrejets
del’'usine SEVindiquent qu'unrapportCxtde PFA de 10-20 ppm.min est
suffisant pour garantirune réduction des concentrations d’Escherichia
coli et d'entérocoques intestinaux en-dessous des seuils respectifs
de 900 et 300 NPP/100 mL. Les entérocoques intestinaux sont plus
résistants au PFA qu’Escherichia coli dans les eaux usées.

« Lesconcentrations résiduelles d’Escherichia coli et d'entérocoques
intestinaux apres désinfection avec un rapport C x t de PFA donné
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sontcorréléesauxconcentrations bactériennesinitiales, mais égale-
ment aux matiéres en suspension (MES) et a la demande chimique
en oxygéne (DCO), qui constituent de bons substituts pour réguler la
dose de PFA injectée.

La teneur en MES a un impact sur I'efficacité de la désinfection au
PFA puisqu’elle augmente la concentration bactérienne initiale et a
un effet intrinséque au-dela de 20 mg/L de MES.

Le PFA est efficace pour éliminer les bactéries indicatrices fécales
des rejets unitaires de temps de pluie ou d’eaux usées partiellement
traitées, mais avec un rapport C x t de 100 ppm.min minimum. Ceci
signifie gu’il faut unimportant dosage de PFA, et doncinjecter d'impor-
tantes quantités de carbone dans le fleuve ou augmenter les temps
de contact, en plus d'augmenter les risques d’évolution des matieres
organiques et de formation de sous-produits.

Lesinformations disponibles concernant I'effet du PFA surles autres
pathogénes sont limitées, mais le peu d'écrits existants indiquent,
tout comme les résultats des essais sur les rejets de I'usine SEV, un
effet limité avec un C xt de 10-20 ppm.min sur les spores, les kystes,
les bactériophages et les virus humains. Ce point devrait néanmoins
faire I'objet d’études plus approfondies.
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Chapitre 2

Reviviscence et viabilité
des bactéries indicatrices fécales
apres une désinfection au PFA

]

© Thierry Pigot, UPPA

1. INTRODUCTION

L'efficacité bactéricide de I'acide performique (PFA) sur les germes de conta-
mination fécale est aujourd’hui bien documentée et est démontrée dans cet
ouvrage (cf. Partie 1- Chapitre 1). Or, dans le cadre d’un traitement tertiaire de
désinfection, ilestimportant d’évaluerle potentiel de reviviscence des germes
présents dans les eaux traitées. Ce point est particulierement important
lorsqu’uneréutilisation des eauxusées est envisagée. L'inactivation bactérienne
peut en effet entrainer comme réaction premiere la production de bactéries
viables mais non cultivables, et différents processus de réparation peuvent
réactiver leur capacité de reproduction aprés un certain temps(généralement
plusieurs heures). Ce phénomeéne a été étudié dans le cadre de procédés de
désinfectionconnusetutilisésal’échelleindustrielle pendant plusieursannées
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(UV-C, chloration, ozone)ou dansle cadre de procédés d’'oxydation avancée(ex. :
photocatalyse, UV/H,0,).

Lephénomene deréparation cellulaire dansle cadre d'une désinfection d'eaux
usées par UV-C a été attesté par plusieurs études (Bohrerova & Linden, 2007;
Bohrerovaetal., 2015). Ce procédé de désinfection, dépendant deladose d’'UV,
semble s‘arréter apres une durée de 24 heures de rayonnements(Oguma et al.,
2002) et plusieurs mécanismes de réparation des bactéries ont été identifiés,
dansl'obscurité pour certains, et photoinitiés pour d'autres(Shangetal., 2009).

De méme, lI'ozonation d’un effluent secondaire donne lieu a une revivis-
cence des Escherichia coli et des coliformes (Malvestiti & Dantas, 2018).
Habituellement, la présence des radicaux hydroxyles, générés principalement
par I'association de l'ozone et du peroxyde d'hydrogéne (0,/H,0,), empéche
la reviviscence bactérienne. En revanche, en présence de certaines especes
chimiques, telles les nitrates ou les carbonates, les radicaux sont inhibés et la
reviviscence favorisée. Ce phénomene de reviviscence peut étre empéché par
effet synergique de l'ozonationassociée aune photocatalyse(Mechaetal., 2017)
alorsqu’untraitement tertiaire par photocatalyse seule(Ti0,/UV-A)n'empéche
rien(Biancullo et al., 2019).

Dansle cadredelachloration, unereviviscence bactérienne peut se produire,
enparticulierlorsque les doses appliquées sont faibles(Li et al., 2013), mais cela
dépend amplement des micro-organismes étudiés. A titre de comparaison,
plusieurs étudesontindiqué que lareviviscence bactérienne était pluslentelors
d’'une désinfection photoinitiée au peroxyde d'hydrogene(H,0,/soleil)qu'avec|a
chloration(Fiorentino et al., 2015 ; Giannakis et al., 2015; Li et al., 2013).

Pour la désinfection aux peracides, des résultats obtenus réecemment avec
de I'acide peracétique (PAA) ont montré qu‘avec une dose adaptée, la revivis-
cence des cellules planctoniques ou de biofilms était empéchée (Zhang et al.,
2019b). Cette dose dépend de la quantité de matiéres organiques dissoutes
(MOD)présentes dansles eaux usées. Pour ces micro-organismes, lachloration
requiert desdoses plusfaibles pourempécherlareviviscence mais estbien plus
sensiblealaprésence de MOD. Zhang et al.(2019a)ont également démontré que
si, utilisés en quantités suffisantes, le PAA et le chlore empéchaient tous deux
la reviviscence bactérienne, ils étaient inefficaces face au plasmide intégré
dansI’ADN des bactéries. A notre connaissance, aucune donnée n'a été publiée
concernant le PFA sur le plan de ces expériences.

Par conséquent, ce chapitre a deux objectifs: étudier le potentiel de revi-
viscence des bactéries (Escherichia coli et entérocoques intestinaux) dans un
milieutraité al’acide performique et fournir desinformations concernant l'état
des bactéries aprés désinfection.
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2. REVIVISCENCE DES BACTERIES INDICATRICES
FECALES APRES DESINFECTION AU PFA

Laprocédure expérimentale adoptée pour étudier lareviviscence bactérienne est
synthétisée Figure 9; elle a été adaptée apartir d'études antérieures(Fiorentino
etal.,2015; Zhou et al., 2017). LaFigure 9a présente lapréparation de deuxinocula
bactériens(Escherichia coli et entérocoques intestinaux)a partir d'eaux issues
de rejets de I'usine SEV et d'un milieu de culture restrictif gélosé. Une fois ces
souches isolées, elles ont été conservées a-20 °C dans un mélange composé
de 30 % de glycérol pour 70 % de bouillon de culture.
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FIGURE 9. Protocoles expérimentaux de préparation (a) des inocula, (b) de réalisation
des essais de reviviscence et (c) des tests de viabilité

Lesbactériesontd’abord été misesen culture dansdelagélose, puisdansun
milieuliquide une foislasouche suffisamment développée. Le résultat était une
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solution en phase exponentielle décroissante dont laconcentration bactérienne
a pu étre estimée par une mesure d'absorbance a 600 nm (0,1 unité d'absor-
bance=10"bactéries/mL). Lasuspensionbactérienne aensuite été diluée aune
concentration bactérienne correspondant aux concentrations habituelles des
rejetsde SEV(Rocher & Azimi, 2016): entre 10°et 108 NPP/100 mL pour Escherichia
coliet entre 10“ et 105 NPP/100 mL pour les entérocoques intestinaux.
Cette étape du protocole expérimental permet de travailler a partir d'une
concentration bactérienne contrélée composée de souches pures, maisissues
de véritables échantillons de rejets de SEV.
Le contréle cinétique de la reviviscence bactérienne a été réalisé soit par
dénombremental’aide de microplagques, soitenutilisant delagélose. Lesanalyses
alagéloseont été privilégiées surles échantillons traitésau PFA, puisque cette
méthode a un plus faible niveau de quantification (LQ <3 NPP/100 mL). Les
plagues microtitres ont été utilisées pourleséchantillonsde référence nontraités
présentant desconcentrationsbactériennes supérieuresa103NPP/100mL. Le
pointinitiala été mesuré avecles deuxméthodes pour vérifier qu'ellesdonnaient
des résultats équivalents.
L'étape présentée par la Figure 9b est I'introduction d’inoculum bactérien
contenant des Escherichia coli et des entérocoques intestinaux dans des eaux
derejet traitées parautoclave, celaafind’obtenir des concentrationsréalistes.
Une partie de cette suspension bactérienne a été traitée au PFA selon une
concentration de 0,8 ppm pendant 10 min (ce qui correspond a une dose C x t
de 8 ppm.min), et une autre partie a été utilisée comme témoin. L'échantillon
traité au PFA a ensuite été mélangé a des eaux de Seine traitées par autoclave
(mélange v/v 10/90) afin de mieux simuler le mélange réel des rejets de SEV et
des eaux de Seine en sortie d'usine dans un cas défavorable pour la Seine. Une
comptabilisation des bactéries cultivables selonles méthodes standards a été
réalisée adifférentsintervallesapresladésinfection(jusqu'a 24 heures)surles
deux échantillons.
Deux conditions d’expérimentation ont été appliquées lors des essais:
« Unereviviscence a température ambiante en conditions d’éclairage de
laboratoire, sous une température constante (26 °C). Cette expérience
a étéreéalisée entriple.

- Une reviviscence en conditions de rayonnements simulant le spectre
solaire(lampes alumiére visible + lampes UV-A)atempérature ambiante
(26 °C). Cette expérience a été réalisée en double. Ces expériences ont
été menées dans une chambre a température contrélée équipée de
quatre néons fluorescents. Ladistance entre les néons et I'échantillona
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etéréglée de maniére a ce que la puissance lumineuse soit comparable
acelle desrayonsdusoleil(soit entre 4 et 6 mW.cm=2dans la plage d'UV-
A). Les mesures ont été contrdlées par un spectroradiomeétre (CAS 120,
Instrument Systems).

Lerésultat des essais sous éclairage de laboratoire estillustré surlaFigure 10.
Autempsinitial (t=0 h), les trois histogrammes correspondent aux concentra-
tionsinitiales de bactériesindicatrices fécales(BIF)au sein des échantillonsnon
désinfectés. Auxautrestemps(t=1, 3,6, 8 et 24 h), les histogrammes présentés
agauchecorrespondental’évolutiondes échantillonstémoinsnon désinfectés,
et les histogrammes sur la droite correspondent a ces mémes échantillons
désinfectésaune dose de 8 ppm.min de PFA. Chaque couleur correspond ainsi
aune série d'expérience.
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FIGURE 10. Evolution des concentrations logarithmiques (log NPP/100 mL) des bactéries
indicatrices fécales (Escherichia coli et entérocoques intestinaux) sur une durée de
24 heures avant et aprés désinfection a I'acide performique a une concentration de
0,8 ppm avec un temps de contact de 10 min en conditions d’éclairage de laboratoire.
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Pour les Escherichia coli, les concentrations des trois échantillons non
désinfectés(correspondant aux prélévements des 10 juillet 2018, 17 juillet 2018
et 25 septembre 2018) ont augmenté sur les 24 heures de suivi. Ce résultat
indique que les conditions appliquées aux expériences favorisent la croissance
bactérienne au seindes échantillons témoins. Ce phénomene est moins visible
pour les entérocoques intestinaux.

S'agissantdes Escherichiacoli, I'ajout de 0,8 ppm de PFAadonné desrésultats
systématiquementinférieursau seuil de quantification. Aucune bactérie culti-
vable n'a été quantifiée, celaméme apres 24 heures, ce qui montre I'absence de
reviviscence. Il est a noter que dans les conditions contrélées de lI'expérience,
I'efficacité d'élimination des Escherichia coli est trés bonne et en accord avec
les études menées par ailleurs (Ragazzo et al., 2013).

De méme pour les entérocoques intestinaux, I'efficacité de désinfection
obtenue avec 0,8 ppmde PFA est tresbonne. Pour tous les échantillons traités,
lesconcentrationssontinférieursa80NPP/100 mL deslapremiéere heure apres
traitement etrestent stablesjusqu‘a24 heuresaprés;voireunelégere diminution
est constatée pour I'un d’entre eux (échantillon 2). Ainsi, aucune reviviscence
des entérocoques intestinaux n‘est observée aprés traitement au PFA.

A date, il s'agit des premiers résultats d’expériences portant sur la revivis-
cence d'Escherichia coliet d’entérocoques intestinaux aprés une désinfection
d’'eauxuséesau PFA. Commedécrit précédemment, lesrécentsrésultats publiés
concernentle PAAetontmontréunereviviscence inhibée des bactéries planc-
toniques et de biofilm aprés désinfection (Zhang et al., 2019b).

Les résultats de reviviscence bactérienne en conditions de rayonnements
simulant le spectre solaire sontillustrés par la Figure 11.

38



Efficacité de la désinfection chimique par acide performique
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FIGURE 11. Evolution des concentrations logarithmiques (log NPP/100 mL) des bactéries
indicatrices fécales (Escherichia coli et entérocoques intestinaux) sur une durée de 6 heures
avant et aprés désinfection a I'acide performique a une concentration de 0,8 ppm avec
un temps de contact de 10 min en conditions de rayonnements simulant le spectre solaire

Autempsinitial (t=0 h), les histogrammes correspondent aux concentrations
initiales de BIF au sein des échantillons témoins non désinfectés. Aux autres
temps(t=2, 4et6 h), leshistogrammes présentés a gauche correspondent aux
échantillons témoins non désinfectés, et les histogrammes a droite corres-
pondent a ces mémes échantillons désinfectés a une dose de 8 ppm.min de
PFA. Chaque couleur correspond ainsi a une série d’expérience. Il est a noter
que pour I'expérience 1(histogrammes gris), la puissance lumineuse UV-A est
de 8 mW.cm?tandis que pour I'expérience 2 (histogrammes noir), la puissance
lumineuse UV-A est de 4 mW.cm™.

Avant méme la désinfection, les UV-A ont exercé un impact important
sur Escherichia coli avec une désinfection totale. Les rayonnements solaires
simulés ont eu un effet sublétal sur les populations d'Escherichia coli dés
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2 heures d’exposition, entrainant une perte de la cultivabilité et laformation de
cellules viables, mais non cultivables (Muela et al., 2000). Dans ces conditions
derayonnement, laprésence de MOD colorées danslamatrice des eaux semble
favoriserla formation de dérivés réactifs de I'oxygene tel l'oxygéne singulet ou
I'anion superoxyde, dont les propriétés bactéricides sont connues(Haderetal.,
2015; Maraccini et al., 2016).

Leseffetsdelalumiere surlesentérocoquesintestinauxsont moinsapparents,
ces derniers présentant une meilleure résistance aux rayonnements UV-A. La
baisse des concentrations sur les échantillons non désinfectés apparait apres
une période de latence de 4 heures suivi d’'une diminution.

Aprésajout de PFA, laconcentration bactérienne reste toujoursinférieurea
lalimite de quantificationaprés 4 heures de rayonnements. De plus, que ce soit
pour les Escherichia coliou les entérocoques intestinaux, aucune reviviscence
n'a été observée lors de cette étude au-dela de 6 heures d’exposition.

3. VIABILITE DES BACTERIES INDICATRICES FECALES
APRES DESINFECTION AU PFA

Ladéterminationdelaviabilité bactérienne apresdésinfectionaétéreéalisée par
mesure cytométrique qui permet d'observer I'effet d'un traitement biocide ou
de comparer différents traitements biocides (Whitton et al., 2018). Le dénom-
brement parcytométrie enfluxaété effectué avecle dispositif BD Accuri C6(BD
Biosciences - Becton Dickinson, France SAS, Grenoble, France). Ce dispositif
est equipé d’'un détecteur de dispersion et de trois détecteurs d'intensité de
fluorescence différente(I1, 12 et I13).
Lesanalysesdeviabilité ont étéréaliséesalaide du kit BD Cell viability fourni
par BD Biosciences et contenant quatre solutions, a savoir:
« Une solution «billes multicolores » pour assurer le fonctionnement des
différents détecteurs du systeme;
« Unesolution de billes d’étalonnage pour une détermination quantitative
des objets analysés;
« Une solution de thiazole orange (T0) (500 yL a une concentration de
42 umol/L dans du diméthylsulfoxyde) pour répondre aux détecteurs I1
et |2 et colorer toutes les cellules;
« Une solution d'iodure de propidium (IP) (500 pL a une concentration de
4,3mmol/Ldansdel'eau)pourrépondreal3etcolorerlescelluleslysées.
Apresréalisationde 7 étapes de controle, 'analyse des échantillons par cyto-
meétrie apu étre menée grace al’ajout deb ulL de chaque colorant etde 50 pL de
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billes d'étalonnage dans 500 pL de chaque échantillon(suspension bactérienne
traitéeavec 0,8 ppmd‘acide performique et suspension nontraitée). Linterface
logicielle BD Accuri™ C6 Plus a permis d'accéder rapidement aux fonctions de
collecte, d'analyse et aux statistiques et les données brutes ont été analysées
al'aide du programme R (Williams, 2011).

La Figure 12 montre les représentations dérivées de la cytométrie en flux
sur une suspension de germes d’Escherichia coli, avant et apres désinfection
avec 0,8 ppmde PFA pendant 10 min; laconcentrationinitiale d’Escherichiacoli
était d’environ 10° NPP/100 mL.

Escherichia coli

Apreés désinfection

Avant désinfection (0,8 ppm - 10 min)

- N
o [$))

Intensité de fluorescence (1)

o

0 5 10 15 0 5 10 15
Intensité de fluorescence (13)
Billesde Bactéries Bactéries O Bactéries
calibration vivantes mortes endommagées

FIGURE 12. Intensités de fluorescence des Escherichia coli obtenues par cytométrie
de flux avant et aprés désinfection a I’acide performique a une concentration de 0,8 ppm
avec un temps de contact de 10 min

Dufaitdes propriétésd'émissiondes colorants, le meilleur moyen de distin-
guer les populations est de suivre les intensités de fluorescence sur I1et 3.
- Unehauteintensité surllcouplée avec une faible intensité surl3 corres-
pond a des bactéries viables;
« Une hausse de l'intensité sur I3 correspond a des bactéries qui ont déja
ete lysées.
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La Figure 13 présente ces mémes résultats en pourcentages de bactéries
détectées, classées comme mortes, vivantes ou endommageées.

Escherichia coli ; Entérocoques intestinaux
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FIGURE 13. Etat des populations bactériennes (Escherichia coli et entérocoques
intestinaux) obtenues par cytométrie de flux (en pourcentage de la population totale) avant
et aprés désinfection a I'acide performique a une concentration de 0,8 ppm avec un temps

de contact de 10 min (C x t en ppm.min)

Sur laFigure 12, la représentation de gauche indique I'état de la population
bactérienne d’Escherichia coli avant désinfection.

Une importante intensité de fluorescence sur I1 et une faible intensité de
fluorescence sur |13 sont observées, ce qui montre une population composée
d'une majorité de bactéries vivantes. Apres désinfection avec 0,8 ppm de PFA
(partie droite de l'illustration), une faible intensité de fluorescence apparait sur
Metune forte intensité de fluorescence sur I3, ce qui signifie que les bactéries
Escherichia colisont en majorité mortes(99,3 % d'entre elles, cf. Figure 13). Des
résultats quasi-identiques ont été obtenus surune suspensiond’entérocoques
intestinaux (99,6 % de bactéries mortes aprés un traitement au PFA).

LesFigure 12 et Figure 13 révélent que le PFA cause desdommagesirréver-
siblesauxcellules des BIF et, de surcroit, que ces cellules ne sont pas dansun état
«viable mais non cultivable» (VNC)aprés désinfection. Il semble effectivement
gue les populations entieres d’Escherichia coli et d'entérocoques intestinaux
soientlyséesapresdésinfectionauPFA, celadesladose de 8 ppm.min, alorsque
la majeure partie était dans un état vivant ou endommagé avant désinfection.
Cesrésultatstendentaconcorderavecles expériencesdereviviscence décrite
précédemment dans ce chapitre, ainsiqu'avec desrésultatsantérieurs obtenus
avec le PAA (Antonelli et al., 2013). S'agissant du PAA, plusieurs observations
effectuées par microscopie électronique indiquent méme qu'outre lesdommages
aux cellules, destrous apparaissentau centre des cellules(Zhangetal., 2019b);
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ces résultats étant attribués a des réactions entre le PAA et les composants
cellulaires. Concernant le PFA, sa capacité a oxyder les ponts disulfures (S-S)
de I'acide cystéique RSO, et la fonction sulfure de la méthionine sur le sulfone
de méthionine danslesrésidus protéiniques pourrait contribuer aexpliquer son
effetirréversible surles bactéries(Voet & Voet, 1995).

Points clés

. lacide performique (PFA) permet une désinfection des eaux usées,
sansreviviscence au-dela de 24 heures.

- Lesrayonnements solaires ultraviolets, identifiés dans la littérature
comme susceptible d’'atténuer les effets des désinfectants, n‘'ont
donnélieuaaucunereviviscence aubout de 6 heures; voire ont méme
optimise les effets de désinfection.

« Lanalyse par cytométrique en flux a montré que les cellules bacté-
riennes étaient inactivees de maniere irréversible.

+ LePFAagitdemaniéereirréversible surlescomposants membranaires
des cellules, probablement par le biais d'une oxydation des fonctions
chimiques présentes dans les protéines(disulfure, sulfure)et dansles
acides gras non saturés(double pont C=C).
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Chapitre 3

Effets du PFA sur la matiere
organique et résiduelle
dans les eaux traitées

© SIAAP

1. INTRODUCTION

Cechapitrevise aprésenterlesrésultats obtenus concernantl'impact del'acide
performique(PFA)surles matiéres organiquesrejetées parl'usine Seine Valenton
(SEV, Val-de-Marne, 2,6 millions EH) et son devenir dans les eaux usées et dans
leseauxdelaSeineapréstraitement. Enpremierlieu, lahausse du carbone orga-
nique dissous(COD)entrainée parl'injection de PFA est quantifiée et comparée
al'apportthéorique delasolutionde PFA. Ensuite, I'effet du PFA surlanature de
la matiére organique des eaux usées est évalué par fluorescence 3D. Enfin, le
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devenir du PFA aprés injection est étudié tant sur le plan quantitatif que quali-
tatif. La cinétique de décomposition du PFA est déterminée dans les rejets de
I'usine SEV et dans les eaux de la Seine, tout comme la demi-vie du PFA. Les
produits de décomposition du PFA sont ensuite mesurés par chromatographie
liquide avec détection par conduction et déetection UV afin de vérifier que seul
de I'acide formique et du H,0, sont formés.

2. EFFETS DU PFA SUR LA MATIERE ORGANIQUE SOLUBLE

2.1. Hausse de la concentration de carbone organique dissous

L'injection de PFA dans unrejet d’'usine d’épuration entraine I'injection de COD.
En théorie, la teneur en COD dans la solution de PFA préparée correspond a
0,79 ppm C/ppm de PFA injecté (0,19 provenant du PFA et 0,60 provenant de
I'acide formique résiduel), comme décrit Partie 1- Chapitre 1. Pour vérifier cette
affirmation, les valeurs de COD obtenues a partir des 24 essais de désinfection
au PFA en laboratoire sur des échantillons de rejets de I'usine SEV présentés
Partie 1- Chapitre 1sontreprésentées surlaFigure 14. Cette figure indique les
concentrations moyennes de COD mesurées et leurs écarts-types sous forme
de barres derreur pour chaque rapport C xt, ainsi que les valeurs moyennes et
les écarts-typespourlesconcentrationsthéoriques de COD. Cesconcentrations
théoriques ont été obtenues enajoutantles 0,79 ppm C/ppm de PFA injecté aux
valeurs de COD initiales.
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FIGURE 14. Concentrations en carbone organique dissous (mg C/L) mesurées et
calculées de maniére théorique avant et aprés désinfection a I'acide performique a
différentes concentrations avec un temps de contact de 10 min (C x t en ppm.min).
N représente le nombre de réplicats

Les concentrations en COD mesurées apres désinfection concordent particu-
lierement bien avec celles qui ont été obtenues en ajoutantles 0,79 ppm C/ppm de
PFAinjectéauxvaleursde CODinitiales. Lesdeuxsériessontdoncsignificativement
comparables(Mann-Whitney, p = 0,8397). Par ailleurs, la hausse moyenne du COD
calculé obtenueapartirde mesuresreelles équivauta 0,79 ppm C/ppmde PFAinjecté.
Lalégere différence observée entre les mesures réelles et les valeurs théoriques
sur la Figure 14 peut s'expliquer par la variabilité de la méthode analytique du
COD. Ainsi, cela confirme que I'injection d'une préparation de PFA pour atteindre
une concentration comprise entre 1et 2 ppm entraine une hausse limitée (0,79 et
1,568 mg C/L)du COD.

En comparaison, lorsque I'on injecte 8 ppm de PAA dans un rejet de l'usine
SEV, ce quicorrespondalaconcentrationrequise pourobtenirlaméme réduction
bactérienne que 2 ppm de PFA (cf. Partie 1- Chapitre 1), on obtient une hausse
théorique minimale du COD de 2,53 mg C/L, puisqu’l ppm de PAA contient
0,32 mg C/L. Cette hausse est valable a condition que la préparation de PAA
ne contienne aucun autre composeé organique. Puisque des concentrations
eleveesde 10 ppmde PFA et plus sont requises pour désinfecterles eaux usées
parisiennes partiellement traitéesoulesrejetsunitairesde tempsde pluie avec
un temps de contact de 10 minutes (cf. Partie 1- Chapitre 1), la hausse de COD
dans ce scénario serait trées importante, a savoir 7.9 mg C/L minimum.
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2.2. Modifications de la qualité de la matiére organique dissoute

Le protocole analytique décrit ci-dessous a été mis en pratique pour les essais
d‘ajout de PFA réalisés aux dates suivantes: 4 septembre 2018, 11 septembre
2018, 18 septembre 2018, 30 octobre 2018 et 6 novembre 2018. Avant I'analyse par
spectrométrie de fluorescence 3D, les échantillons sélectionnés prélevésau sein
d'eaux provenant derejets de I'usine SEV(avec et sans PFA)ont été filtrésa 0,45 um
(GF/F, fibre de verre, Whatman®). Des mesures par spectrométrie de fluorescence
ont été réalisées al'aide d'un spectromeétre de fluorescence 3D (Jasco FP-8300,
Japon) équipé d’'une lampe au xénon 150 W servant de source d’excitation. Ce
dispositif se contréle vialelogiciel SpectraManager Il. Les mesuresont été effec-
tuées dans une cuve en quartzd'l cm a une température contrdlée de 20 °C afin
d‘éviterl'extinctiondelafluorescence thermique(Watrasetal., 2011). Les spectres
de fluorescence(matrice d'excitation-émission, MEE) ont été mesurés pour des
longueursd'onde d'excitation(EX)comprisesentre 240 et 550 nmtouslesbnmet
pourdeslongueurs d'onde démission(EM)entre 260 et 700 nmavec unintervalle
de mesurede 2 nm. Les largeurs des créneaux d'‘émission et d'excitation étaient
réglées surbnm, avec une fréquence de balayage de 1000 nm/min.

Pour éviter les effets de filtres internes dus aux espéces tres absorbantes
présentesdansleséchantillons, lesespecesont été diluéesavecune eau ultra-
pure pour obtenir une absorbance de 0,05 cm™a 254 nm avant lI'analyse de la
fluorescence(Alberts & Takacs, 2004 ; Lakowicz, 2010). Labsorbance obtenue
a 254 nm a été mesurée dans une cuve en quartz standard d'1 cm a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV-visible (UviLine 9400, Seconam - Xylem S.A.S., White
Plains, USA). Les mesures de la MEE (blancs et échantillons) ont été normali-
sées par l'aire du pic du Raman de I'eau ultra-pure a une excitation de 350 nm
(mesurée chaque jour d'analyse), permettant ainsi d'accéder aux données de
fluorescence sous forme d‘unités Raman(UR)(Determannetal., 1998 ; Lawaetz &
Stedmon, 2009). Parailleurs, une MEE d’eau ultra-pure(blanc)a été extraite des
MEE del'échantillon mesuréesle mémejour. Les MEE obtenuesont été tracées
al'aide du logiciel Matlab® R2013b (Mathworks, Natick MA, USA). Le protocole
de traitement des données par bandes de fluorescence a été appliqué a cette
etude, puisque le nombre d’échantillons n'était pas suffisamment important
pour procéder a une approche de décomposition mathématique des MEE en
composants fluorescents (analyse PArallel FACtor analysis). La méthodologie
de traitement des spectres par bandes de fluorescence consiste a extraire
une valeur maximale d'intensité de fluorescence observée au sein d'une partie
deélimitée du spectre de fluorescence. Toutes les délimitations de ces zones et
les types de matiére organique dissoute (MOD) associés ont été compilés dans
le Tableau 2 et sont représentés sur la Figure 15.
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TABLEAU 2. Localisation spectrale des bandes de fluorescence d’intérét de la matiére
organique dissoute et interprétation

Fluorophores Longueurd’onde Longueurd’onde

(Parlanti et al., d’excitation d‘émission Type de composés
2000) nm nm
Substances type humiques +
o 230-260 380 -480 - .
matériel plus récent
o 330-370 420-480 Substances type humiques
matériel récent + composantes
B 310-320 380 -420 . .
biologiques
Y 270-280 300-320 Type-Tyrosine
d 270-280 320-380 Type-Tryptophane
450 04

400 0,3

350 0,2

300 0.1

Longueurs d’onde d’excitation (nm)

250
250 300 350 400 450 500 550

Longueurs d’onde d’émission (nm) Unités Raman

FIGURE 15. Exemple d’un spectre de fluorescence en 3 dimensions (spectre 3D)
avec identification des bandes de fluorescence d’intérét

Les analyses de spectrométrie de fluorescence 3D ont été effectuées sur
des échantillons de rejets de I'usine SEV avec les doses de PFA suivantes: 0, 8,
10,12,20,300et 1000 ppm.min. LaFigure 16 présente un exemple des spectres
MEE 3D obtenus lors de deux campagnes d'essais de désinfection.
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FIGURE 16. Spectres de fluorescence 3D obtenus pour 2 échantillons d’eau de rejet
de l'usine SEV avant et aprés désinfection par I'acide performique a différentes
concentrations avec un temps de contact de 10 min (C x t en ppm.min)

Pourtouslesspectresliésauxrejetsdel'usine SEV, gu’ils soient exposés ou
nonaune concentration de PFA(Figure 16), il semblerait qu'on puisse observer
une signature de fluorescence similaire. Les intensités de fluorescence maxi-
males mesurées sontassociéesaune MOD de type substances humiques, dont
on connait larésistance accrue ala biodégradation (Parlanti et al., 2000) et qui
se situe dans la région de la longueur d’'onde d’excitation-émission appelée
«bande o »(EX/EM 330-370/420-480 nm). On observe également d'autres zones
d'intérét présentant des intensités de fluorescences inférieures: «bande o'»
(EX/EM 230-260/380-480 nm) associée a des composés de type substances
humiques mélangées a des MOD récentes, et «bande & » liée aux composés de
type tryptophanes/protéines de la MOD fluorescentes.

50



Efficacité de la désinfection chimique par acide performique

Etant donné que laqualité et laquantité de fluorescence de laMOD indiquent
desintensitésde fluorescence trés similaires entre les troiscampagnes d’essais
de désinfection menées(résultats nonfournis, écart-type relatif inférieura4 %),
seuls lesrésultats moyens seront abordésiici. Sil'on compare les intensités de
fluorescence moyennes(Figure 17a)obtenues pourlesrejetsde l'usine SEV non
désinfectés et désinfectés a différentes concentrations de PFA(dose de PFA:
0-20 ppm.min), un niveau similaire d‘intensité de fluorescence a été observé
(écart-type relatif: 3% pour tous les pics). Il est toutefois a noter qu’entre les
rejets de I'usine SEV non désinfectés et désinfectés avec une dose de PFA de
20 ppm.min, on constate une légére hausse(moinsde 9 %)de l'intensité de fluo-
rescence moyenne pour toutesles bandesde fluorescence(a:173a1,85UR; B:
1,56a1,66 UR; o': 1,45a1,5TUR;$: 1,26 1,32 UR; y: 0,754 0,82 UR). La qualité
delaMODfluorescente desrejets del'usine SEV(Figure 17b)est principalement
de type substances humiques (a: 0,29 URmg C.L"; B: 0,26 URmg C.L"; o
0,24 URmgC.L"), suivis de contributionsinférieures des composés fluorescents
detype protéiques(d: 0,21TURmgC.L";y:0,72URmgC.L"). Onobserve une légere
baisse (environ 15 %) de l'intensité de fluorescence moyenne normalisée selon
le COD pour tous les pics entre les échantillons non désinfectés et désinfectés
traités avec une dose de 20 ppm.min de PFA (Figure 17b). Cet écart est princi-
palement ddaune hausse du COD moyen mesuré(COD:6,0a7,3mgC.L", +27 %)
entrainée par I'ajout de PFA. Ce phénomeéne a également été démontré dansla
partie précédente de ce méme chapitre.
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FIGURE 17. Valeurs moyennes (n=3) d‘intensités de fluorescence des différentes
bandes (y, §, B, @', a) avant et aprés désinfection par I'acide performique a différentes
concentrations avec un temps de contact de 10 min (C x t en ppm.min). La figure (a)

présente les valeurs moyennes et la figure (b) présente les valeurs moyennes normalisées
par la concentration initiale en carbone organique dissous

Alalumiére de ces résultats, toutes les modifications de la nature des MOD
fluorescentesissuesdesrejetsdel’'usine SEV observées correspondaientades
dosesdetraitementauPFAcomprisesentre0et 20 ppm.min. Ilest égalementa
noter que I'ajout de PFA injecte du COD non fluorescent dans la solution, ce qui
entraineune chute desintensités de fluorescence totalesrelevées pargramme
de carbone danslasolution. Enoutre, ila été démontré que cette plage de dose
de PFA(0-20 ppm.min)n‘exercait aucune influence surla quantité totale de MOD
fluorescente observée danslesrejets de l'usine SEV.

Desessaisde désinfectionderejetsdel'usine SEV avec des concentrations
de PFA de 300 et 1000 ppm.min ont été réalisés pour déterminer I'impact de
taux de traitement élevés surla signature de fluorescence des MOD. Les inten-
sités de fluorescence obtenues lors de deux campagnes menées (30 octobre
et 6 novembre 2018) sont indiquées Figure 18.
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FIGURE 18. Valeurs d’intensités de fluorescence des différentes bandes (y, 3, B, o', o)
avant et aprés désinfection par I’acide performique a des concentrations trés élevées avec
un temps de contact de 10 min (C x t en ppm.min)

Les campagnes du 30 octobre et du 6 novembre 2018 affichent une nature
similaire de MOD fluorescente (Figure 18) principalement liée a des composés
fluorescentsde type substances humiques(intensité de fluorescence moyenne
dea: 2,02 UR), suiviedesautrestypesde MOD(B:1,69UR;6:1,60UR; o': 1,48 UR;
v: 1,19 UR). Notons que contrairement aux précédentes campagnes menées
(Figure 17), les rejets de I'usine SEV non désinfectés mesurés contiennent
davantage de composeés fluorescents de type «protéine tryptophane ». Les
essais de désinfection réalisésaune dose de 300 ppm.min de PFA sur les rejets
del'usine SEV n‘ont euaucunimpact significatif surla quantité moyenne de MOD
fluorescentes observée, contrairement a I'échantillon non désinfecté (écart-
type relatif: moins de 5% pour tous les pics). Pour une dose de 1000 ppm.min,
on détecte principalement des chutes de l'intensité de fluorescence pour les
composés fluorescents de type « protéines» (y: -33%, 1,19a 0,80 UR; 8: -25 %,
1,62a1,20 UR), parrapport auxautres composants fluorescents mesurés(o.: -11%,
2,03a1,80UR;B:-5%,1,69a160UR; o': +8 %, 1,49 21,60 UR). Ce phénomeéne
pourrait s'expliquer par le fait que les précédentes études avaient été réalisées
au PAA(acide peracétique). Une étude menée par Henao et al.(2018)arévélé que
les protéines étaientles molécules organiques quiavaient'impactle plusimpor-
tantsurlademandeinstantanée de PAAenraisondeleuraction de dénaturation
protéinique. De méme, I'¢tude de Zhang et al.(2016) relative al'action du PAA sur
lescomposéssolublesextracellulaires dérivés de boues, issusd’'unbioréacteura
membranesalimenté par des eaux usées, a également misenlumiére une chute
delafluorescence descomposés de type « protéine ». L'action oxydante du PAA
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entrainerait ainsi la dégradation des composés fluorescents de type protéines
en molécules plus petites et potentiellement non fluorescentes. Avec I'ajout de
PFA a des doses importantes(au-dela de 1000 ppm.min), les résultats obtenus
pour les composés de type « protéine » semblent étre parfaitement cohérents.
Néanmoins, il est a noter que cette plage de dose de PFA(300-1000 ppm.min)a
uniguement éte testée a des fins expérimentales et ne sera pasappliquée ades
conditions d'activité réelles de traitement au PFA.

3. INSTABILITE DU PFA APRES INJECTION

La cinétique de décomposition a long terme a été évaluée par un suivi sur la
durée de la concentration de PFA pour une matrice donnée a laquelle du PFA
a été ajouté (eaux issues de rejets de SEV, non filtrées ou filtrées a 0,45 pm;
ou eaux de la Seine filtrées a 0,45 pm). La matrice étudiée a été placée au sein
d'une chambre a température contr6lée pendant au moins une nuit. Plusieurs
températures ont été étudiées: 12, 20 et 25 °C. Le PFA a été introduit dans un
litre d’'eau a une concentration comprise entre 1,5 et 2 ppm. Des échantillons
standardsont ensuite eté prélevés toutesles 10 minutes, et laconcentrationde
PFA aétédéterminée de maniéreindirecte par dosage del'acide 2,2"-azino-bis3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS). Il s'agit d'un réactif coloré dont
I'intensité de coloration dépend de la quantité de PFA. La méthode ABTS,
adaptée apartirdudosage de I'acide peracétique(Pinkernell et al., 1997), permet
de réaliser un contrdle a haute fréquence des concentrations de PFA et donc
de déterminer de faibles concentrations. Ainsi, elle est adaptée a I'étude de la
décomposition du PFA et au suivi de son évolution apres désinfection des eaux
usées. L'absorbance peut étre mesurée au niveau de deux longueurs d’onde
différentes: 415 nm pour les échantillons de travail incolores, et 732 nm pour
les échantillons de travail colorés. La limite de quantification est de 0,05 ppm
(a415nm, passage delumiéred’lcm). Les échantillons ont été entreposés dans
lachambre atempérature contréléejusqu'alafindes mesuresdel’absorbance.
Le suivi cinétique a été poursuivi pendant 90 minutes.
Desexpériencescomplémentairesont ensuite été réalisées surdes échantillons
derejetsbrutsdel'usine SEVenvue de déterminerl'effetdesbactériesindicatrices
fécales sur la cinétique de décomposition du PFA sur les 10 premieres minutes.
Uneconcentrationde PFAde1-1,2 ppm a été ajoutée atrois échantillons distincts,
etlaconcentrationde PFAaétérelevéeaplusieursreprisesalaide delaméthode
ABTS, avec des temps de contact compris entre 30 secondes et 10 minutes. Les
expériences ont été réalisées sur des échantillons bruts et filtrés (0,45 um).
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3.1. Cinétique de décomposition a long terme

La Figure 19 présente I'évolution de la concentration de PFA dans les rejets
d’eaux usées de 'usine SEV (a) et dans les eaux de la Seine (b). Dans les deux
cas, la cinétique de décomposition a été étudiée a trois températures: 12, 20
et 25 °C. Pour préserver I'homogénéité des échantillons et empécher toute
perturbation potentielle des mesures de l'absorbance due alaprésence de MES,
les échantillons ont été filtrés a 0,45 um.
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FIGURE 19. Cinétiques de décomposition de I'acide performique au temps t ([PFA]t) par
rapport a la concentration initiale ([PFA];) & différentes températures dans les eaux de rejet
de l'usine d’épuration (a) et dans les eaux de Seine (b)

Chacunedescinétiquesaété correctement paramétrée sousforme de ciné-
tique de pseudo-premierordre(R?>0,97). Lesrésultats ont permis de déterminer
lademi-vie enminutes pourlesdeux matricesachacune destroistempératures.
Le Tableau 3 synthétise cesrésultats. Pour chaque matrice, lacinétique établie
420°C a été réalisée en triple. L'incertitude a été estimée 4 10 % et appliquée
aux différentes températures étudiées. Pour les deux matrices analysées, la
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décompositions‘accélere amesure que latempérature augmente. Danslesrejets
del'usine SEV, la demi-vie était comprise entre 33 minutes(12 °C) et 13 minutes
(25°C), tandis que dans les eaux de la Seine, elle variait entre 87 minutes (12 °C)
et 29 minutes (25 °C). A titre de comparaison, Luukkonen et al. (2015) avaient
obtenu une demi-vie de 58 minutes & 15 °C dans des eaux usées finlandaises
traitées par décantation physico-chimique, traitement biologique et filtration
tertiaire, selon une cinétique de pseudo-premier ordre.

TABLEAU 3. Evaluation des temps de demi-vie (t,,, en min) de I"acide performique
(concentration initiale de 2,5 ppm) dans les eaux de rejet de I'usine d’épuration et dans les
eaux de surface (Seine). Certains échantillons ont été filtrés a 0,45 pm

. . Température Filtration t,
Qualité d’eau Echantillons

°C (0,45 pm) min

12 33

Echantillon1 20 Oui 17

Eauderejet de l'usine 25 13

d’épuration oui 29
Echantillon 2

20 Non 29

Echantillon 3 Non 33

12 87

Eau de surface(Seine) | Echantillon1 20 Oui 53

25 29

Ilestanoter quelademi-vieduPFAdansleseauxdelaSeineestinférieurea
Theurel'été(avec une température de l'eau proche de 20 °C). De plus, le PFA est
en grande partie décomposeé dans le canal de rejet de l'usine puisque la durée
de séjour hydraulique dans ce canal se situe entre 10 et 20 minutes.

Cesrésultatsconfirmentlanatureinstable duPFAparrapportadautresperacides,
dont le PAA, puisque la demi-vie du PAA varie entre 18 minutes dans les effluents
primaires et 710 minutes dans les eaux du robinet (Luukkonen & Pehkonen, 2017).

Précisons eégalement que la décomposition du PFA dans les eaux usées affiche
une variabilité plutét significative 20 °C(demi-vie entre 17 et 33 minutes). Ce constat
pourrait probablement s’expliquer parlesvariationsdelaqualité des eaux évacuées
(conductivité, MES, COD). Néanmoins, les faibles concentrations de MES ne semblent
pasexercerd'influence majeure surladécompositiondu PFA, comme le corroborent
laméme demi-vie obtenue sur les échantillons filtrés et non filtrés (29 minutes).
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Cetteréactionde décompositionest plutét courante et peut étre modélisée
parlaloi d’Arrhenius (k=A+ B x(1/T), k = constante de pseudo-premier ordre).
Le facteur B de ce modeéle est directement lié a I'energie d'activation E_ de la
réaction étudiée(B=-E /R, R=constante de gaz parfait), soitI'¢nergie nécessaire
pour qu‘aitlieu cette réaction chimique. Dans ce cas, I'énergie d'activation peut
étre estimée ab7,8 kd/mol pourladécompositiondansleseauxdelaSeine, eta
51,3 kd/mol pourladécomposition dansles eaux del'usine. Cesvaleursrestent
relativement faibles et concordent avec lanature instable de I'acide performique
ellesreleventdelaplage devaleurs obtenue pardifférentsauteursayant étudié
la décomposition de l'acide performique durant le processus de synthése du
PFA: 72,6 kd/mol(Filippis et al., 2009) et 52 kd/mol (Santacesaria et al., 2017).

3.2. Cinétique de décomposition a court terme en présence
de bactéries indicatrices fécales

LaFigure 20 décritl'évolutiondelaconcentrationen PFAmesurée parlaméthode
ABTS auseindestrois échantillons bruts(nontraités par autoclave et nonfiltrés)
desrejetsdel'usine SEV. Les concentrations d'Escherichia coliet d'entérocoques
intestinaux observées dans ces échantillons étaient de respectivement 18400
et 6870 NPP/100 mL pour I'Expérience 1; 40600 et 11200 NPP/100 mL pour
I'Expérience2;et51700et 13800 NPP/100 mL pour I'Expérience 3. Les teneurs
en MES respectives étaient de 2,10 et 12 mg/L, et la concentration initiale de
PFA était de 1-1,2 ppm.
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FIGURE 20. Cinétiques de décomposition de I'acide performique au temps t ([PFA],) par rapport
a la concentration initiale ([PFA], - 1 4 1,2 ppm) dans les eaux de rejet de I'usine Seine Valenton
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Lescinétiquesde décompositiondu PFA obtenues sont comparables pourles
trois échantillons, avec une consommationinitiale instantanée du PFA de 30-35 %,
suivie d'une faible chute de la concentration. La concentration de PFA diminue
de 40-50 % auboutde 10 minutes en présence de bactériesindicatricesfécales.
Par extrapolation, il est possible d’évaluerlademi-vie entre 19 et 24 minutes, ce
qui estamplement comparable a la demi-vie déterminée avec les échantillons
traités par autoclave. Ceci indique que la présence de bactéries indicatrices
fécales ne modifie pas de maniere significative la cinétique de décomposition
du PFA dansles eaux usées traitées. En se basant sur ses résultats, laconcen-
trationinitiale de PFA calculée est réduite de 58-69 % au bout de 20 minutes, de
73-87 % au bout de 30 minutes, et de 90 % au bout de 50 minutes. Ce calcul est
particulierementintéressant sachant queletempsde contactduPFAobservéa
I'usine SEV lors des essaisal’échelleindustrielle(voir laPartie 2 de cet ouvrage)
se situait entre 20 et 50 minutes, avec une moyenne de 30 minutes.

3.3. Analyse et devenir des sous-produits de la décomposition du PFA

Ladécompositiondel'acide performique a été suivie d'une chromatographieliquide
avec détection conductive(détection des especesioniséesde type «acides »)et
deétection UV(pourladétectionduH,0,)d’une solution contenant environ 100 ppm
de PFA, soitune concentration 100 fois supérieure a celle qui est employée pour
générerdesconditions favorables aladétection d'éventuels sous-produits. Les
seuls composeés détectés étaient I'acide formique et le peroxyde d’hydrogéne.
Cesrésultatscorroborentl’ensemble des études publiées surladécompositionde
I'acide performique, qui ont toutes établique les seuls produits stables observés
étaient I'acide formique, le peroxyde d'hydrogéne et le COZ(FiIippis etal., 2009;
Leveneuretal., 2014; Santacesaria et al., 2017; Sun et al., 2011).

Durant la décomposition expérimentale du PFA, la formation de radicaux
hydroxyles a également été étudiée en ajoutant de I'acide téréphtalique (AT) a
une solution de PFA. L'AT réagit particulierement aux radicaux hydroxyles en
formant un composé fluorescent: I'acide hydroxytéréphtalique (AHT)(Barreto
etal., 1994). Aucun signal de fluorescence de I'AHT n‘ayant été détecté, on peut
conclure que la décomposition du PFA ne se fait pas par rupture homolytique
du pont 0-0 du peroxyde et que, par conséquent, aucun radical hydroxyle n‘est
créé lors du processus de décomposition du PFA.

Ceresultat concorde avec la faible réactivité du PFA aux MOD et aux micro-
polluants organiques (cf. ce chapitre et Partie 1- Chapitre &) puisqu’on sait
que les radicaux hydroxyles réagissent aux MOD et a de nombreux composeés
organiques (Wenk et al., 2011).
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Points clés

La hausse de la teneur en carbone organique dissous dans les eaux
uséesrelevée suiteal’injection d'acide performique (PFA)correspond
a 0,78 ppm C/ppm de PFA injecté, ce qui confirme la théorie.
Lafluorescence 3D met enlumiere I'impact négligeable du PFA surla
qualité etlaquantité des matieres organiques fluorescentes avec une
dose de PFA conventionnelle. On observe une baisse de la teneur en
matieres organiques fluorescentes «similaires aux protéines » avec
une dose trés importante de PFA (1000 ppm.min).

La cinétique de décomposition du PFA dans les eaux des rejets de
l'usine Seine Valenton et les eaux de la Seine suit un processus de
pseudo-premier ordre avec une demi-vie de 26 + 9 minutes dans les
eaux usées et de 53 minutes dans les eaux de la Seine 4 20 °C, faisant
suite a une réduction instantanée de 30-35 %.

La température accélere de maniere significative la décomposition
du PFA, mais les MES et les bactéries indicatrices fécales n‘alterent
pas lacinétique de décomposition.

Les produitsissus de ladécomposition du PFA sont I'acide formique

etle H,0,, aucun autre produit n‘ayant éte détecte.
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Devenir des micropolluants
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Devenir des micropolluants et formation de sous-produits
lors de la désinfection de rejets d'usines d’épuration par le PFA

1. INTRODUCTION

Aujourd’hui, ilest bien documenté que les désinfectants couramment utilisés dans
les filieres de traitement des eaux (ex. : chlore libre, monochloramine, dioxyde
de chlore, ozone)peuvent réagir avec les matiéres organiques naturelles et les
jions inorganiques (ex. : chlorure, bromure, iodure) et ainsi générer des sous-
produits de désinfection(SPD). Laformation de SPD estindésirable, nombre de
SPD étant classés cancérigénes et mutagenes(Wagner & Plewa, 2017). Depuis
que la formation de chloroforme a partir de matiéres organiques chlorées a
été découverte danslesannées 1970, plus de 600 SPD ont été identifiés lors de
la désinfection d’eaux (Richardson et al., 2007). Or, une grande partie des SPD
généreés lors des processus de désinfection demeure inconnue. Il a été établi
que lesSPDidentifiésreprésentaient moins de 50 % des halogénes organiques
totauxlors de la chloration(Krasner et al., 2006). Des essais in vitro sur cellules
mammaliennes ont démontré que les SPD azotés (ex. : haloacétonitriles, HAN)
sont plus cytotoxiques et génotoxiques que les trihalométhanes (THM) et les
acides haloacétiques, qui se forment couramment et sont régulés dans 'eau
potable (Plewa et al., 2008). En régle générale, les SPD bromés et iodés sont
également plus toxiques que leurs analogues chlorés(Richardson et al., 2007).

Les N-nitrosamines sont une catégorie de SPD azotés émergents particu-
lierement préoccupants en raison de leur nature extrémement cancérigéne. La
N-nitrosodiméthylamine(NDMA), laN-nitrosamine la plus fréquemment détectée,
présenteunrisque cancérigeneimportant: pourune solutionde concentrationde
0,7ng/LdeNDMA, lerisque de cancer estd'une chance pourun million(Mitchetal.,
2003). Dufaitde saforte polarité, elle passe facilement au travers desmembranes
d'osmoseinverse utiliséesdanslesfilieresderécupérationd’eauxusées, nécessi-
tant par conséquent le recours ala photolyse UV pour son élimination au sein des
eaux produites (Mitch et al., 2003). Des études antérieures ont démontré que la
majeure partie des N-nitrosamines provient de I'azote organique dissous présent
dansleseauxusées, et en particulier damines secondaires et tertiaires(Schreiber
& Mitch, 2007). Les amines tertiaires présentes dans les composés anthropiques
(ex.: produits pharmaceutiques, pesticides)(Le Roux et al., 2011) et les polymeéres
de coagulation a base d'amine (Park et al., 2009) ont été identifiés comme étant
des précurseurs majeurs des N-nitrosamines. Les N-nitrosamines sont généra-
lement présentes a de faibles niveaux (de I'ordre du nanogramme par litre) dans
I'eau potable, c’est pourquoi leur détection requiert des techniques analytiques
robustes(ex. : pré-concentration, spectrométrie de masse entandem)pouratteindre
des seuils de détection bas(Alexandrou et al., 2018). Malgré leur concentration et
leur fréquence généralement faibles, des niveaux supérieurs a 1000 ng/L ont été
relevés dans des eaux usées(Bond et al., 2011). Le recours a la chloramination en
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tant que processusde désinfection est connu pour constituerune source majeure
de formation de N-nitrosamines. La chloration au point de rupture (breakpoint,
en particulier en présence d'ions nitrite), 'ozonation de composés contenant des
groupementsdiméthylamine et le traitement solaire d'eaux contenant des nitrites
sont également réputés pour générer des N-nitrosamines(Shah & Mitch, 2012).
L'acide peracétique (PAA) et I'acide performique (PFA) suscitent un intérét
croissant pour remplacer les désinfectants abase de chlore(Henao et al., 2018).
Des études antérieures ont indiqué que d'importantes concentrations de PAA
(30 mg/L)entrainaient laformation de sous-produits bromés, dont du bromoforme,
dudibromochlorométhane et des phénols bromésau sein de solutions enrichies
enionsbromure(Dell’'Erbaetal., 2007; Shahetal., 2015). Le PAAréagit lentement
avec les ions chlorure, bromure et iodure dans I'eau et génére des oxydants
secondaires (acides hypochloreux (HCI0), hypobromeux (HBrQ) et hypoiodeux
(HI0))selonles équations(1)-(3)(valeurs kadaptées apartirde(Shahetal., 2015)):

CH,CO00H + CI-—HCIO + CH,C00~  k=1,47x10°M"s™ (1)
CH,CO00H +Br —HBr0+CH,CO0~ k=0,24M"s™ (2)
CH,CO00H +I-— HIO + CH,CO0~ k=4,2x102M7s™ (3)

Cesoxydants secondaires peuvent ensuite réagiravec lamatiere organique
et générerdessous-produitshalogénés. Le HBrO est extrémement réactif avec
les groupementsriches en électrons(ex. : noyauxaromatiques activés, amines),
avec des constantes cinétiques de deuxieme ordre allant jusqu’a trois ordres
de grandeur de plus que celles de HCIO, et forme de surcroit des SPD bromés
(Heeb et al., 2014).

De plus, le H,0, residuel présent dans les solutions de peracide peut égale-
ment jouer unrole d'oxydant; il a éte constate qu'en conditions acides, le H,0,
géneére également du HBrO selon I'équation (4)(Dell’'Erba et al., 2007):

H,0,+Br+H*—HBrO+H,0 (4)

Cependant, le H,0, résiduel présent dans|’eau agit également comme un puits
pour les oxydants secondaires; le H,0, réduit respectivement HCIO et HBrO en
ions chlorure et bromure (Equations(5)et(6))(Held et al., 1978 ; Shah et al., 2015):

H,0,+HCIO — CI-+0,+ H,0 + H" (5)

H,0,+HBrO —Br +0,+H,0+H" (6)

La presence d'H,0, en exceés dans I'eau pourrait donc réduire la formation
de SPD en consommant les oxydants secondaires.

Comme le PAA, le PFA est un puissant oxydant (Chhetri et al., 2014) poten-
tiellement susceptible de réagir avec les matieres organiques et les halogé-
nures inorganiques présents dans les eaux usées. A notre connaissance, peu
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de données existent sur la formation potentielle de SPD lors de la désinfection
d’eaux usées par le PFA. Une étude antérieure a révélé qu’aucun SPD (ex. :
bromoforme, seuil de détection: 0,5 pug/L)n‘a été détecté dans des eaux usées
désinfectées au PFA(1mg/L)et contenant 0,4 mg/L d'ion bromure (Ragazzo et
al., 2013). Quelques études ont évalué la formation de N-nitrosamines lors de
la désinfection au PAA, mais aucune sur la désinfection au PFA. Il a également
été démontré qu’en présence de 100 pg/L de précurseurs aminés, 5 mg/L de
PAA ne produit pas de N-nitrosamines excédant le seuil de détection avec un
temps de contact de 7jours, al'exception de 8 ng/L de NDPA (West et al., 2016).

Ces dernieres années, les méthodes analytiques non-ciblées ont suscité
un certain intérét pour le suivi de I'évolution de composés organiques dans
I'environnement oulorsdesprocessusde traitementdel'eaugraceal’évolution
de laspectrométrie de masse haute résolution (HRMS). Lobjectif d'une analyse
non-ciblée est de détecterle plusd’ions possible par HRMS afin d’'obtenirune vue
d'ensemble des composésorganiques présentsdansun échantillonetd’identifier
des molécules inconnues. A partir de la masse précise de chaque ion détectg,
il est possible d’attribuer des formules moléculaires et de retrouver les struc-
tures moléculaires en lesrecherchant dans des bases de données de spectres
de masse, et finalement en injectant I'‘étalon analytique correspondant (le cas
échéant)(Schymanski et al., 2015). Les chromatogrammes obtenus suite a des
analyses non-ciblées contiennent de nombreux composés, ce qui engendre la
production de jeux de données volumineux qui nécessitent I'utilisation d’outils
statistiques pour étre étudiés. Ces outils sont couramment employés dans
les études métabolomiques(Boccard et al., 2010; Ramadan et al., 2008) pour :
traiterunnombre important de variables, dégager des tendances(ex. : hausse
d’'un signal dans le temps) ou identifier des molécules dans des échantillons
spécifiques, parexemple enrecherchantlescomposésresponsablesde ladiffé-
renciation entre des groupes d’échantillons(Poulin & Pohnert, 2019; Schollée et
al., 2016). Ces méthodes ont été employées pour évaluer'évolution de composés
organiques dans les processus de traitement des eaux usées (ex. : traitement
conventionnel ou avancé, de type ozonation ou adsorption sur charbon actif)
(Bergé et al., 2018; Merel et al., 2017; Nlrenberg et al., 2019).

Le criblage suspect est une autre approche qui se situe entre les analyses
ciblées et non-ciblées. Comme pour les analyses ciblées, une liste limitée de
composes suspects est définie, sur la base de criteres comme la survenue au
sein d’études antérieures ou dans certains mécanismes de transformation
(Schymanski et al., 2015). Toutefois, contrairement a lI'analyse ciblée, aucun
étalon de référence n'est requis pour le criblage suspect, ce qui permet de
rechercherdes composés quine sont pas disponibles dansle commerce(Krauss
et al., 2010). Par conséquent, la confirmation définitive et la quantification ne
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peuvent avoir lieu lors du criblage suspect, bien que les informations relatives
alastructure etalaformule moléculaire s'averent en effet utiles pour indiquer
la présence de composés d'intérét dans un échantillon.

Ce chapitre porte sur une étude ayant comme objectif premier d'évaluer la
formationde SPDlorsdeladésinfectionau PFAderejetsd’usines de traitement
deseauxusées, enlaboratoire etal’échelleindustrielle. Trois catégories de SPD
connusont étéciblées:les THM, HAN et les N-nitrosamines. Les composés orga-
niques halogénés adsorbables(AOX)ont également été analysés. Le deuxiéme
objectif deI'¢tude consistait a caractériser|'évolution des micropolluants orga-
niques avant et apres désinfection par PFA via une analyse HRMS. En premier
lieu, une approche non-ciblée a été mise en place pourlacaractérisation globale
de chaque échantillon, avec notamment le nombre total de pics et leur inten-
sité globale, ainsi que le temps de rétention moyen et le rapport m/z moyen de
chaque pic. Ensecondlieu, un criblage suspect a été réalisé a partir d'une liste
de 20T micropolluants organiques(ex. : pesticides, produits pharmaceutiques,
médicaments) ayant déja été détectés antérieurement dans des eaux usées
brutes et/ou traitées(Bergé et al., 2018 ; Mailler et al., 2016, 2017).

2. RECHERCHE PAR ANALYSE CIBLEE
DES SOUS-PRODUITS DE DESINFECTION

Leséchantillonsd'effluentsont été prélevés entre septembre 2018 et décembre
2018 auseindel'usine Seine Valenton(SEV)et de l'usine Seine centre(SEC). Les
eaux traitées (ET) a l'usine SEV correspondant a l'arrivée du pilote de PFA (cf.
Partie 2 - Chapitre 2) ont été prélevées le 11septembre 2018, le 18 septembre
2018 et le 6 novembre 2018, puis utilisées pour les expériences de désinfection
en laboratoire. Des eaux brutes prétraitées (EB) et des eaux décantées (ED)
ont été prélevées le 11décembre 2018 a I'usine SEC (cf. Partie 1- Chapitre 1) et
utilisées en laboratoire. Des essais de désinfection a I'échelle industrielle ont
été menés sur site a l'usine SEV; les échantillons ont été prélevés avant (ET
SEV)etaprésdésinfectionau PFA(eaux désinfectées, ED SEV)le 26 septembre
2018, le 10 octobre 2018 et le 24 octobre 2018. Les conditions expérimentales
applicables a chaque échantillon sont indiquées Partie 2 - Chapitre 1 pour les
échantillons d’essai de désinfection a I'échelle industrielle. Pour les essais en
laboratoire, 1, 2, 30 et 100 ppm de PFA ont été injectés dans des échantillons
d’ET. Un échantillon a été traité par 1 ppm de PFA apres injection de 2 mg N/L
dionsnitrite, etlesEB et EDdel'usine SEC ont été traitéesavec 10 ppm de PFA.

Tousles produits chimiques utilisés étaient de qualité analytique et sans puri-
ficationcomplémentaire. Unmélange d’'étalons de composés organiques chlorés
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et de SPD, comportant quatre trihalométhanes(chloroforme, dichlorobromomé-
thane, dibromochlorométhane et bromoforme), ainsi que trois haloacétonitriles
(dichloroacétonitrile, chlorobromoacétonitrile et dibromoacétonitrile), du dichlo-
ropropanone et de la chloropicrine, a été acheté auprés de LGC Standards SARL
(Molsheim, France)(100 ng/uL de chaque composé dans I'acétone). Du décafluo-
robiphényl(99 %) nous a été fourni par Sigma-Aldrich Inc.(St. Louis, MO, USA). De
I'acétate d'éthyle, du méthyl tert-butyl éther, du nitrate de sodium (99,99 %) et de
I'acide nitrique(v/v70 %)ont été fournis par Merck KGaA(Darmstadt, Allemagne).

Du 2,4,6-trichlorophénol(98 %)a été acheté auprés d’Acros(Thermo-Fisher
Scientific Inc., Waltham, WA, USA). Lasolution HCI standard (0,01 mol/L)utilisée
pour le contréle de la cellule de dosage d’A0OX-200 a été fournie par Mitsubishi
Chemical Analytech (Japon). Le charbon actif pour les mesures d’AOX a été
acheté auprés d’Envirotech (Allemagne).

Le dichlorométhane (DCM) de grade GC-MS a été acheté aupres de Merck
KGaA (Darmstadt, Allemagne). Un mélange standard de N-nitrosamines,
composé de N-nitrosodibutylamine (NDBA), N-nitrosodiéthylamine
(NDEA), N-nitrosodiméthylamine (NDMA), N-nitrosodiphénylamine
(NDPhA), N-nitrosodipropylamine (NDPA), N-nitrosométhyléthylamine (NMEA),
N-nitrosomorpholine (NMOR), N-nitrosopiperidine (NPIP), N-nitrosopyrrolidine
(NPYR)(avec 2000 pg/mL de chaque analyte dans du DCM)et Toluene-d8(2 000 ug/
mL dansduDCM)a étéachetéaupres d’Agilent Technologies Inc.(Santa Clara, CA,
USA). Les N-nitrosodiméthylamine-d8(NDMA-d8)et N-nitrosodipropylamine-di4
(NDPA-d14) (1 mg/mL) ont toutes deux été fournies par Cambridge Isotope
Laboratories Inc. (Tewksbury, Royaume-Uni). Les cartouches SPE de charbon
de coco ont été fournies par Sigma-Aldrich Inc. (Saint-Louis, MO, USA), et I'eau
ultra-pure produite par Milli-Q 10 7000 Merck KGaA (Darmstadt, Allemagne)).

2.1. Composés organohalogénés absorbables
et autres sous-produits halogénés

Les AOX ont été analyséssuivantlanorme NF-EN-IS0-9562 avec laméthode par
agitation. 50 mg de charbon actif (Envirotech, Allemagne) et 5 mL de nitrate de
sodium(0,2 mol/L, Merck)ont été ajoutés a100 mL d’échantillon acidifié(apH=2)
avecde I'acide nitrique(v/v70 %, Merck) et agités pendant 1 heure. Le charbona
ensuite été récupéré par filtration dans un fritté en céramique puis rincé avec
une solution de nitrate (25 mL, 0,01 mol/L). Les AOX ont été transformés en
halogénures d’hydrogéne par combustion de charbon (950 °C)avec unanalyseur
A0X-200(Mitsubishi Chemical Analytech, Japon). Les halogénures produits ont
étérécupéréset mesurésdansune cellule detitration. Lalimite de quantification
de la cellule est de 0,7 pg pour une solution de HCI. Le rendement d’extraction
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des AOX a été estimé, a l'aide d'un standard analytique (2,4,6-trichlorophenol,
50 pg/L) extrait dans les mémes conditions, a 100,6 %.

LesTHMetlesHAN ont été analysésaprés extractionliquide-liquide d'apres
la méthode EPA 551. Les échantillons (50-100 mL) ont été transvasés dans des
bouteillesenverreambré de 120 mL contenant 10 g de NaCl. 50 yL de décafluo-
robiphényl (10 mg/L dans de l'acétone) ont été ajoutés comme étalon interne
et 3-6 mL d'acétate d’éthyle ont été ajoutés en tant que solvant organique
d’'extraction pour la majorité des échantillons. Le flacon a été agité a la main
vigoureusement pendant 4 min, puislaissé reposer pendant2 min pour séparer
les phases aqueuses et organiques. Environ 2-3 mL d’extrait organique ont été
transvasés dans un vial et évaporés sous flux de N,. Pour finir, 200 pL d'extrait
concentré ont été transvasés dans unvial et conservés a4 °Cjusqu’aleuranalyse.

Laquantificationdes SPD a étéréalisée enmode ionisation électronique al'aide
d’'unchromatographe en phase gazeuse(Trace GC Ultra, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, WA, USA)couplé aun spectromeétre de masse triple-quadrup6le(TS0
Quantum, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). 1L d'extrait a été
injecté(température d'injecteur: 200 °C)en mode pulsed splitless. Les composés
ont été séparés sur une colonne Rxi®5Sil MS (60 m x 250 um x 0,25 pm)(Restek,
France). Le four a été maintenu a 35 °C pendant 9 min, avec une montée 4125 °C
de 10 °C/min, puis une hausse 4220 °C de 25 °C/min, et enfin maintenu pendant
2 min. La durée totale du programme d‘analyse était de 23,8 min. Les courbes
d'étalonnage des SPD étaient comprises entre 50 et 500 pg/L dans le solvant,
correspondant a une limite de quantification de 0,1 ug/L dans les échantillons
d’eauavantextraction. Les SPDont été quantifiésen mode single ion monitoring.

Le Tableau 4 illustre les concentrations d’AOX et de SPD relevées dans
différentes qualités d’eau transitant en usine d’épuration(SEV ou SEC)avant et
aprésdésinfectionauPFAdansle cadre d'expériences enlaboratoire et d'essais
al'échelle industrielle.

Duranttousles essais de désinfection(enlaboratoire et sursite), plusde 30 pg/L
d’AOX étaient déjaprésents dansleséchantillons d’eaux uséesavant désinfection.
Enlaboratoire, ladésinfectiondes échantillons d'eauxusées al'aide de concentra-
tionsenPFAde 2 et 30 ppm(ce quicorrespond adesdoses C xtrespectivesde 20
et 300 ppm.min)aentrainé une hausse de laconcentrationd’AOXde5a10 ug/L.La
désinfection des échantillons d'eaux usées brutes et décantées(décembre 2018)
avec 10 ppm de PFA n'a produit aucune quantité significative d’AOX. Une forte
concentration de 100 ppm de PFA(dose C xt = 1000 ppm.min, novembre 2018) a
considérablementaugmenté laquantité d’/AOX formés, passantde 454339 ug/L,
cequiindique que desionshalogénure(probablement desions bromure)peuvent
étre intégrés ala matiére organique enréaction avec de fortes doses de PFA.
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Le Tableau 5 présente la concentration enions bromure dans les effluents
del'usine SEV avant et aprésdésinfectional'échelleindustrielle(ao(t a octobre
2018). Desions bromure étaient présents dansl'effluent, araisonde 1002250 ug/L,
et leur concentration présentait d'importantes variations au fil du temps. Une
baisse d’environ 10-40 % de la concentration de bromure a été observée apres
traitement au PFA surles échantillons d'aot-septembre(mais non octobre), qui
pourrait étre attribuée alaréactivité desionsbromure avecle PFA(par exemple
en formant HBrO de la méme maniére qu‘a partir du PAA, cf. Equation(2)).

TABLEAU 5. Concentrations en ions bromure avant et aprés désinfection a I’acide
performique a différentes concentrations et avec un temps de contact de 10 min
(C x t en ppm.min)

Concentrations enions bromure

PFA
Echantillons _ Ho/L
ppm.min
Avant injection Aprésinjection
Echantillon1 31,2 100 90
Echantillon 2 31,6 120 50
Echantillon 3 36,4 250 160
Echantillon 4 22,1 170 170
Echantillonb 73,8 170 170

Parmiles THM réglementés, le chloroforme n‘a été détecté dans aucun des
échantillons. Aucun autre SPD halogéné n'a été détecté dansles échantillons de
rejet d’'usines d'épuration, que ce soit avant ou aprés désinfection a de faibles
dosesde PFA(Cxt=10-30 ppm.min). Avec de plus hautes doses de PFA(C xt =74,
300et 1000 ppm.min)etauseind’eaux uséesbrutes et décantées désinfectées,
le dichlorobromomeéthane (DCBM), le dibromochlorométhane (DBCM), le bromo-
forme, lebromochloroacétonitrile (BCAN)et le dibromoacétonitrile (DBAN) étaient
les SPD les plus frequemment détectés. Dans la majorité des échantillons ou
des SPD ont été détectés(hormis celui a 1000 ppm.min de PFA), les concentra-
tions de SPD relevées étaient inférieures a 1ug/L. Les concentrations les plus
élevées correspondaient a la dose de 1000 ppm.min de PFA (DCBM = 2,4 ug/L,
DBCM=1,4pug/L,BCAN=2,0pug/L, DBAN=0,6 ug/L), concordant avec les hautes
concentrations d’/AOXrelevées dans cet échantillon. Des SPD chlorés ont égale-
ment été formés(trichloroacétonitrile=0,7 ug/L, dichloropropanone =3,4 ug/L,
chloropicrine=1,8 ug/L), le dichloroacétonitrile correspondant alaconcentration
la plus élevée de tous les SPD (8,25 ug/L). Comme l'illustrent les équations (1) et
(2), 1aconstante cinétique desions chlorure avec le PAA est inférieure de quatre
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ordresde grandeur parrapportacelle desionsbromure. Les constantescinétiques
du PFA avec les ions halogénure ne sont pas connues. Toutefois, nos résultats
indiquentla possibilité que des SPDbromés puissent étre en priorité forméslors
deladésinfectionauPFAvialaformationde HBrO entant qu’intermédiaire, suivi
de la formation de HCIO et de SPD chlorés a des doses plus élevées de PFA, ce
qui nécessite toutefois confirmation. Par ailleurs, la constante cinétique de la
formationde HIO lors de laréaction du PAA avec lesionsiodure se situe respec-
tivement environ trois et sept ordres de grandeur au-dessus de celle de HBrO
et de HCIO (Equation(3)). D'autres études sont donc requises pour déterminer la
formation potentielle de HIO et de SPD iodés, qui pourraient étre favorisés par
la désinfection au PFA. La forte réactivité observée a 1000 ppm.min concorde
eégalement avec les résultats obtenus a l'aide de la spectrométrie de fluores-
cence 3D(cf. Partie 1- Chapitre 3), indiquant une modification significative dela
matrice organique. En particulier, uneimportante baisse de substancesde type
protéinique a été observée, ces substances étant des précurseurs majeurs de
SPD azotés tels que les HAN (Bond et al., 2011).

Uneinjectionde 2 mgN/L d'ions nitrite avec une dose de PFA de 10 ppm.min
aentrainélaformationaccrue de deux SPD(BCAN=0,15pg/L, DBAN=0,10 yg/L)
quin‘avaient pas été détectés enlabsence de nitrite supplémentaire(novembre
2018), bienqueleurs concentrations demeurent trés faibles. Pour confirmer I'effet
desions nitrite sur laformation de SPD halogénés, il faudrait mener des expé-
riences complémentairesavec différentes concentrations de nitrite et de PFA.

De faibles concentrations de DBCM, de bromoforme et de DBAN (0,4 ug/L)
ont été relevées au sein d'eaux brutes et décantées. Une faible hausse de ces
concentrationsde SPD a été observée apresdésinfectiondes eauxbrutesavec
100 ppm.minde PFA, maisles concentrations demeuraientinférieuresa 0,5 ug/I.

Lors de la désinfection industrielle de I'effluent d’'usine, aucun SPD na été
détectéaveclesdoses de PFAles plusfaibles(26 septembre 2018 et 10 octobre
2018, Cxt=32,1et 28,3 ppm.min, respectivement), mais des SPD bromés ont
été détectés a une dose supérieure (C x t = 74,2 ppm.min), ce qui corrobore les
résultats obtenus lors des essais en laboratoire menés a des doses élevées
(>100 ppm.min). En particulier, une hausse de ~0,4 pug/L de la concentration en
DBANaétérelevée. Comme pourlesexpériencesenlaboratoire, lesconcentra-
tions d’/AOX ont augmenté de 6-13 pg/L et n'étaient pas considérablement plus
importantesavecladose de PFAlaplus élevée(Cxt=74,2 ppm.min)parrapport
aux deux autres doses(Cxt=32,1et 28,3 ppm.min).

Globalement, les faibles doses de PFA généralement employées pour désin-
fecter les rejets d'usines d'épuration (soit ~20-30 ppm.min) n‘ont entrainé la
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formationd‘aucune quantité détectable de SPD halogénés, etles concentrations
observées a des doses supérieures (>70 ppm.min) étaient systématiquement
faibles par rapport a d'autres processus d'oxydation et inférieures aux seuils
réglementaires établis pour I'eau potable (THM totaux <100 pg/L). En compa-
raison, lachloration d'eau derejet de l'usine SEC(2 ppm pendant 10 min en batch,
mars 2018)adonnélieualaformationde~150 pg/L d’AOX, contre <10 ug/L d’AOX
formés a partir de PFA a une dose similaire.

2.2. N-nitrosamines

La méthode d’extraction et de détection des N-nitrosamines a été adaptée
a partir de la méthode US EPA 521 et d'une méthode par chromatographie
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS)(Yoon
et al., 2012). 100 pyL de NDMA-d8 et de NDPA-d14 (500 pg/L dans du DCM) ont
eté ajoutés comme étalons internes d’extraction dans 500 mL d’échantillon
filtré (GF/F, 0,7 um de diametre de pore). Les N-nitrosamines ont été extraites
al'aide de cartouches d'extraction sur phase solide au charbon de coco (6 g,
Sigma-Aldrich Inc., Saint-Louis, MO, USA) a I'aide d'un appareil automatique
Dionex™ AutoTrace (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) avec un
débit de 10 mL/min. Les cartouches ont été conditionnées avec 5 mL de DCM,
5 mL de méthanol et 10 mL d’eau ultra-pure. Apres extraction, les cartouches
ont été séchees pendant 30 min sous flux de N,. 12 mL de DCM ont été utilises
pour eluer les analytes. L'éluat a éte concentré par évaporation sous flux de N,
jusqua~1mL. 900 pL de I'extrait concentre ont été transférés avec précision
dans des vials de GC-MS et conserveés a-20 °C jusqua leur analyse. 45 L de
I'étalon d'injection (toluéne-d8, 2 mg/L dans du DCM) ont été ajoutés a l'extrait
avant injection dans le GC-MS/MS.

Lesneuf N-nitrosamines((NDBA, NDEA, NDMA, NDPhA, NDPA, NMEA, NMOR,
NPIP et NPYR), 2000 ug/mL de chaque dans du DCM), les deux étalons internes
(NDMA-d6 et NDPA-d14)et un étalond’injection(toluéne-d8)ont tous été analysés
en mode ionisation d'électrons a l'aide d'un chromatographe gazeux(Trace GC
Ultra, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)couplé aun spectrometre de
masse triple-quadrup6le(TSQ Quantum, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA). 1uL d’extrait a été injecté (température d'injecteur: 250 °C)en mode
pulsedsplitless. Laséparation chromatographique a été réalisée dansune colonne
Rxi*5SilMS (60 mx250 pm x 0,25 pm)(Restek, France). Le four a été maintenua
45°C pendant 3 minutes, avec une montée a130 °C de 25 °C/min, puisaugmenté
4230 °C a raison de 12 °C/min, avant d’étre maintenu a cette température
pendant 1 min. La durée totale du programme d‘analyse était de 15,7 minutes.
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Lessolutionsd’étalonnage des N-nitrosamines ont été préparées surune plage
de concentrations de 5-100 pg/L. Les étalons internes NDMA-d6 et NDPA-d14
ont été ajoutés a chaque solution étalon a raison de 50 pg/L. Le toluéne-d8 a
eégalement été ajouté a 100 pg/L. Les N-nitrosamines ont été quantifiées en
mode selected reaction monitoring avec l'argon (6.0) comme gaz de collision.
Les parameétres de détection (énergie de collision pour chaque composé) ont
eté optimisés en injectant une solution étalon de 5 mg/L de N-nitrosamines.
Le Tableau 6 présente les parametres analytiques sélectionnés pour chaque
N-nitrosamine (durée de rétention, ions parents et produits, et énergies de
collision). Les limites de quantification des N-nitrosamines étaient comprises
entre 0,1et 6 ng/L.

TABLEAU 6. Liste des composés non-halogénés (N-nitrosamines) analysés et paramétres
analytiques associés a leur détection par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS)

. TR® lons produits
Composés?® lon parent i .
min (Energie de collision)°
N-nitrosodimethylamine-d6
6,68 80 50(10), 46(20)
(NDMA-d6)
N-nitrosodimethylamine (NDMA) 6,70 74 44(5), 42(15)
Toluéne-d8 6,94 98 70(15), 98(10)
N-nitrosomethylethylamine
7,50 88 71(5), 43(10)
(NMEA)

N-nitrosodiethylamine (NDEA) 8,15 102 85(5), 44(10)

N-nitrosodipropylamine-di14
9,68 144 126(5), 50(10)
(NDPA-d14)

N-nitrosodipropylamine (NDPA) 9,76 130 113(5), 43(10)
N-nitrosopyrrolidine (NPYR) 9,76 100 55(5), 43(10)
N-nitrosomorpholine (NMOR) 9,79 116 86(5),56(10)

N-nitrosopiperidine (NPIP) 10,23 114 84(5), 42(15)

N-nitrosodibutylamine (NDBA) 11,57 158 99(10), 141(5)

N-nitrosodiphenylamine (NDPhA) 15,25 168 167(20), 166 (25)

a NDMA-d6 utilisé comme étalon interne de quantification pour la NDMA ; NDPA-d14 utilisé comme étalon interne de
quantification pour les autres composés ; Toluéne-d8 utilisé comme étalon interne d’extraction pour vérifier la stabilité
analytique et calculer le rendement d’extraction.

b TR = Temps de rétention;

c Le premier ion de la liste est utilisé comme ion de quantification, le second comme ion de confirmation.
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Laperformance delaméthode(des extractions sur phase solide auxanalyses
GC-MS/MS)aété évaluée surlabase dutaux derécupération de laNDMA-d6, qui
a été introduit dans chaque échantillon d’eaux usées avec une concentration
connue (100 ng/L) en prenant le toluéne-d8 comme étalon interne d’injection.
Le taux de récupération moyen était de 76,5 %, ce qui concorde avec les taux
obtenusaveclaméthode US EPA521(77,2 %) pour la majorité des N-nitrosamines
avec des cartouches de charbon de coco similaires.

Le Tableau 7 indique les concentrations en N-nitrosamines dans les
rejets d'usines d'épuration avant et aprés traitement au PFA. Parmi les neuf
N-nitrosamines ciblées, la NMEA, la NPYR et la NDPhA n‘ont été détectées
dans aucun échantillon. Moins de 5 ng/L de NDEA, NDPA, NPIP et de NDBA
ont été détectés dans la majorité des échantillons. 19 et 17 ng/L de NDEA et
27 et 30 ng/L de NDMA étaient respectivement présents dans les échantillons
d’eaux brutes et décantées (décembre 2018). La NDMA était la N-nitrosamine
laplusabondante détectée dansles échantillons de rejets(eauxusées traitées)
(19-33ng/L, moyenne: 28ng/L), suivie de laNMOR(6-18 ng/L, moyenne: 11ng/L),
a des niveaux couramment observés dans la littérature. La NDMA et la NMOR
sont généralement les N-nitrosamines les plus présentes dans les eaux usées
non traitées et traitées (Gerrity et al., 2015; Krauss et al., 2009). Les produits
industriels, tels que le caoutchouc, les pneus et les teintures, sont des sources
potentielles de NDMA et de NMOR(Lee & Oh, 2016). Les produits ménagers(ex. :
lessive, produit vaisselle)contiennent de lamorpholine(précurseur de laNMOR)
sous forme d'impuretés (Glover et al., 2019).
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L'analyse statistique (test t) menée suggére I'absence de différence signifi-
cative entre les concentrations de N-nitrosamines apres désinfection au PFA
pour tous les taux de concentration, méme avec la dose maximale employée
(1000 ppm.min). L'ajout de 2 mg/L d’ions nitrite lors de la désinfection d'eaux
traitéesau PFA(C xt=10 ppm.min)acependant entrainé une hausse significative
du niveau de NMOR, passant de 14 a 162 ng/L (novembre 2018). En conditions
acides, l'ion nitrite est connu pour réagir avec lesamines secondaires en géné-
rant des N-nitrosamines, bien que ce mécanisme de nitrosation soit tres lent
a pH neutre (Mirvish, 1975). Toutefois, des études ont démontré que certains
composés carbonylés(ex.: formaldéhyde) pouvaient catalyser la nitrosation a
unpHplus élevé(6,4-11)en créant unadduit aldéhyde surlesamines secondaires
(Keefer & Roller, 1973). Le PFA contient également un groupe carbonyle dans
sa structure, qui pourrait lui faire catalyser une réaction de nitrosation en cas
d'ajout de nitrite. Comme l'illustre le Tableau 7, une Iégere hausse de toutes
les autres N-nitrosamines (sauf la NPIP) est observée dés que 'on ajoute des
jons nitrite (novembre 2018) dans une bien moindre mesure en comparaison
avec la NMOR. Ce phénomene peut éventuellement étre lié a la présence de
taux importants de précurseurs de NMOR (morpholine) par rapport aux autres
précurseurs de N-nitrosamines.

Laconcentration de NDMA a atteint 30 ng/L aprés ajout de 2 mg N/L d'ions
nitrite avec 10 ppm.min de PFA, contre 21 ng/L au sein des échantillons avant
et aprées déesinfection sans I'ajout d’ions nitrite.

Les N-nitrosamines détectées lors des essais de désinfection par PFA a
I'échelleindustrielle(26 septembre 2018, 10 octobre 2018 et 24 octobre 2018) ont
corroboré les résultats obtenus en laboratoire. Les concentrations de toutes
les N-nitrosamines sont restées faibles (<19 ng/L), sauf pour la NDMA, qui a
atteint 31-33 ng/L dans les effluents désinfectés et non désinfectés. Comme
pour les tests en laboratoire, aucune NMEA, NPYR ou NDPhA n‘a été détectée.
Laconcentrationde certaines N-nitrosamines(NDEA et NDBA)a parfois connu
une légere hausse apres désinfection au PFA sans que cela soit systématique
sur les trois campagnes d’échantillonnage. En particulier, cela n'a pas été le
cas lors de la campagne réalisée a la dose la plus élevée de PFA (74,2 ppm.
min). Pour déterminer I'impact potentiel des ions nitrite sur la formation de
N-nitrosamines, comme observé lors des essais en laboratoire, il aurait été
utile de vérifier les concentrations en nitrite dans les trois échantillons d’eaux
traitées afin de dégager un éventuel lien avec les hausses de la NDEA et de la
NDBA constatées, mais celan'amalheureusement pas été le caslors des essais
al'échelleindustrielle. LaNMOR n‘a connu aucune hausse significative lors des
essais al'échelle industrielle, ce qui signifie que soit ses précurseurs n‘étaient
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pas présents dans l'effluent, soit la concentration en nitrite était insuffisante
pour provoquer une nitrosation.

Dansl’'ensemble, aucun changement significatif de laconcentrationen NDMA
n‘aétérelevé apresdésinfectionauPFA, toutesdoses confondues. Ceciindique
que les eaux traitées d’'usines d'épuration ne contenaient pas de précurseurs
de NDMA ni d'ions nitrite en concentration suffisantes, mais également que le
PFA ne produit aucune quantité significative de NDMA, la N-nitrosamine la plus
cancérigene, au contact d'eaux usées.

3. SUIVI PAR ANALYSE NON-CIBLEE DU DEVENIR
DES MICROPOLLUANTS

Tousles échantillons prélevés pourlaquantification des SPD ont également été
utilisés pour des analyses non-ciblées. Les échantillons ont été filtrés a l'aide
de filtres en fibre de verre avec des diamétres de pores respectifs de 2,7 et
0,7um(Whatman GF/D et GF/F). 1litre de chaque échantillon a été acidifié a pH
6al'acide sulfurique (98 %); 40 uL d’'une solution d’étalons internes(bisphénol
A-dB, 4-n-octylphénol-d17, 4-octylphénol-diéthoxylate et propylparaben-d4)a
été ajouté achaque échantillon. Lextraction en phase solide (SPE) est latech-
nique la plus couramment utilisée pour concentrer les molécules et garantir
leur détection par HRMS (Hogenboom et al., 2009; Miiller et al., 2011; Singer
et al., 2016). De nombreuses études ont eu recours a des cartouches dites
universelles pour la SPE (ex. : 0ASIS HLB) afin de retenir un grand nombre de
molécules(lbanezetal., 2008). Lutilisation combinée de différentes cartouches
offre une méthode alternative pour capturer diverses substances dotées
de caractéristiques physico-chimiques distinctes (Singer et al., 2016). Les
échantillons étudiés ici ont été extraits a l'aide d'un instrument SPE automa-
tique (AutoTrace, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA) et de cartouches
contenant un mélange de quatre phases différentes(Oasis HLB - Water, ENV+
- Biotage, Strata X-AW - Phenomenex et Strata X-CW - Phenomenex). Les
cartouches ont été conditionnées avec 10 mL de méthanol, puis 10 mL d’eau
ultra-pure. Apres extraction de I'échantillon, les cartouches ont été séchées
sousunlégerfluxdazote pendant 30 minutes. Les substances ont ensuite été
éluéesavec 6 mL d'unmélange de méthanol/acétate d'éthyle(50-50)contenant
1,43 % d’ammoniaque (35 %) et 3 mL d’'un mélange méthanol/acétate d'éthyle
(50-50) contenant 1,7 % d’acide formique. L'extrait a été évaporé sous un flux
d'azote et reconstitué a l'aide d'1 mL d'eau ultra-pure et de méthanol(80/20).
Tous les extraits ont ensuite été filtrés a l'aide de filtres en polytétrafluoroé-
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thylene(0,2 um)et transvasés dans des vials pour analyse. Un échantillon d’eau
ultra-pure (« échantillon témoin d'extraction ») a été extrait dans les mémes
conditions que les autres échantillons.

Les échantillons ont été analysés par chromatographie liquide ultra-haute
performance (UPLC) couplée a un spectromeétre de mobilité ionique et un
spectrometre de masse haute résolution de type tempsde vol(IMS-QTOF)(Vion
(Waters Corporation, Milford, MA, USA)). Les analytes ont été séparés sur une
colonne ACQUITY UPLC-BEH C1(2,1x 100 mm, 1,7 um, Water). 10 pl de chaque
échantillon a été injecté avec un débit de 0,45 mL/min. La phase mobile était
constituée de: (A) eau ultra-pure + 0,1% d’acide formique, et (B) acétonitrile
+0,1% d'acide formique. Le gradient était isocratique a 1 minute avec 98 % de
(A), une diminution linéaire de 25 minutes a 2% de (A), isocratique a 5 minutes
avec?2 % de(A), avec un temps d'équilibration de 4 minutes avec 98 % de(A). La
colonne UPLC et les échantillons ont été respectivement maintenus a 40 et 10 °C.

Le processusd’ionisationaétéreéalisé avec une source de type electrospray
enmode d'ionisation positive et négative avecles parametres suivants: tension
capillaire de 0,80 kV (2,50 kV enmode d’ionisation négative), température source
de120°C(100°C en mode d'ionisation négative), température de désolvatation a
500°C(250°C enmode d'ionisation négative), débit de cone gazeuxde 50 L/h, et
débit gazeux de désolvatation 1000 L/h(600 L/hen mode d’ionisation négative).
Lacquisitionaétéréalisée enmode data-independant pour obtenir des spectres
enbasse(6eV)et haute(rampe de 20-56 eV)énergie de collision, envue d'obtenir
les précurseurs et les fragments dans un méme temps. Cette acquisition a été
effectuée entre 50 et 1000 m/z avec un temps de balayage de 0,2 seconde.

Chaque échantillonaétéinjectéentriplicataet de maniérerandomisée afinde
limiterlavariabilité intra-séquence due alavariabilité analytique des instruments.
Des échantillons témoins(blancs de phase mobile)ont été injectés toutaulongde
laséquence, de méme qu’un échantillon composite(pool)composé de volumes
équivalents de chaque échantillon injecté lors de la séquence. Cet échantillon
composite aserviaévaluerladérive analytique lors de laséquence. Le logiciel
UNIFI(Waters) a été utilisé pour I'acquisition et le prétraitement des données,
et notamment pour la détection 4D des pics, le regroupement des isotopes et
adduits, etl'alignement des marqueurs détectés entre les différents échantillons.
Uneliste de marqueursaainsi été générée par UNIFI, avec pour chaque marqueur
sa masse exacte (rapport m/z), son temps de rétention, son temps de dérive
ionique (mobilité ionique - drift time) et son intensité dans chaque échantillon.
Cetteliste a été exportée sous forme de fichier.csv pour analyse ultérieure via
le logiciel «R» (R Core Team, 2019) afin de produire des statistiques globales
(nombre totalde marqueurs, intensité totale, temps de rétention moyen, rapport
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m/zmoyen) et des visualisations a des fins de comparaison d’échantillons. Les
marqueurs qui étaient uniques ou communs a des groupes d'échantillons ont
ensuite étéisolés afin de produire des diagrammes d'Euler al'aide des paquets
limma (Ritchie et al., 2015) et venneuler(v1.1-0; Wilkinson, 2011).

3.1. Caractérisation globale par analyse non-ciblée

Unnombre total de marqueurs de 114576 et 114 490 a été obtenu par UNIFI parmi
les 23 échantillons, respectivement enmode d'ionisation positive et négative. Les
marqueurs détectés dans tous les échantillons ont été utilisés pour étudier les
différencesentre échantillons envisualisant les empreintes chromatographiques
selon leur temps de rétention, leur rapport m/z et leur intensité (Figure 21). Le
graphique indique une baisse systématique de l'intensité des marqueurs apres
traitement de chaque type d’échantillon au PFA. Des modifications destypesde
molécule étaient également visibles: de nombreux marqueurs de haute inten-
sité observés a des temps de rétention supérieurs a 15 minutes et des masses
moléculairesimportantes(400 m/z) ont disparu, tandis que d'autres marqueurs
présentant des temps de rétention plus courts (5-12 min) et des masses molé-
culaires inférieures (200-400 m/z) ont affiché une intensité accrue. Ce constat
étaitencoreplusprononcé adesdosesde PFA supérieures(300et 1000 ppm.min,
donnéesnon présentées), ce quiindique que le PFA peut dégrader des composés
modérément hydrophobesavec une masse moléculaireimportante et, dansune
moindre mesure, produire des molécules de faible masse moléculaire qui sont
également plus hydrophiles. Ce type de transformation de composés organiques
est caractéristique d'autres processus d'oxydation(ex. : chloration, ozonation).
Cesinformationsrévélent qu'outre son pouvoir désinfectant, le PFA est capable
deréduirelaconcentrationde nombreux composés organiques tout en modifiant,
dansune certaine mesure, lanature des molécules présentesdansles effluents.
[l est a noter que les rejets d'usines d'épuration préleveés le 18 septembre 2018
(ET SEV) présentaient une empreinte digitale trés différente (non présentée),
avec de tres grands pics autour de 8 minutes, 400 m/z et quasiment aucune
différence (hormis une légére baisse de I'intensité) aprés un traitement au PFA
avec 20 ppm.min. Cesrésultats ont été attribués alaqualité altérée de l'eau due
a un contournement de I'étape d'élimination tertiaire du phosphore opéré sur
I'usine SEV lors d'un épisode de précipitations le 18 septembre 2018 (cf. Partie 1
-Chapitre 1). Dans cet échantillon, le phosphore total était de 2,5mgP/L, contre
0,8-1,0 mg P/L en conditions nominales (ET SEV entre le 11 septembre 2018 et le
6 novembre 2018). Le fait de ne pas passer par I'‘étape de coagulation normale-
ment opérée pour éliminerle phosphore pourrait également altérer la qualité de
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I'eaudufaitdelaprésence de matiéres colloidales capablesd’influer de maniére
négative sur l'efficacité du PFA, ce qui entrainerait une diminution de la dégra-
dation des composés organiques. La présence de colloides peut également
impacter I'étape de préparation des échantillons (SPE), ce qui se refleéte dansla
fortevariabilité observée entre les différentes empreintes chromatographiques
desréplicasde cet échantillon(variations plusimportantes entre I'intensité des
marqueurs des trois injections).

1000
800

600

m/z

400

200

0 5 10 15 20 25
Temps de rétention (min)
FIGURE 21. Empreinte chromatographique (spectrométrie de masse haute résolution -
UPLC-IMS-QTOF) des composés organiques contenus dans les eaux traitées avant (cercles

bleus) et aprés (cercles oranges) désinfection a I’acide performique a 2 ppm avec un temps
de contact de 10 min. La taille du cercle est proportionnelle a I'intensité du marqueur.

Une caractérisation globale de chaque échantillon a été réalisée afin
d’'obtenir des données moyennes sur chaque empreinte chromatographique:
temps de rétention moyen, rapport m/z moyen des marqueurs détectés, et
nombre total et intensité totale (somme des intensités de chaque marqueur)
de tous les marqueurs détectés. Cette phase de caractérisation a d'abord été
réalisée sans filtre préalable (aucun seuil en matiére d'intensité) pour chaque
échantillon d’'eaux traitées, avant toute désinfection au PFA (ensemble des six
échantillonsd’ET SEV)et aprés désinfectionau PFA, soital'échelle industrielle
(trois échantillons d’'ED SEV), soit en laboratoire avec 20 ppm.minde PFA(ET SEV
+2 ppm PFA). Lamoyenne des résultats obtenus pour les six échantillons avant
et apres désinfection au PFA a été calculée et synthétisée dans le Tableau 8.
Le rapport m/z moyen a chuté apres traitement au PFA, corroborant ainsi le
constat antérieur de masses moléculaires globalement plus faibles pour les
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composeés organiques détectés aprés oxydation. Les temps de rétention et le
nombre total de marqueurs sont restés stables dans I'ensemble, mais I'inten-
sité totale a légérement diminué (passant de 4,8 x 108 a 4,1 x 108), ce qui vient
confirmer laréduction globale des intensités de pointe visuellement observée
auniveau des empreintes chromatographiques(Figure 21). Ces paramétres ont
également été calculés d'aprés les marqueurs détectés uniqguement avant ou
apres désinfection au PFA (en éliminant les marqueurs communs présents a
la fois avant et aprés traitement au PFA). Ce calcul vient clairement confirmer
le fait que les molécules disparues aprés traitement au PFA présentaient une
masse moléculaire supérieure aux composésorganiques formésapresajout du
PFA, maislalégere hausse globale destemps de rétention moyens ne corrobore
paslidée attendue delaformationde produits de dégradation plus hydrophiles.
Le nombre de molécules apparaissant apres traitement (2 119) était supérieur
a celui des composés disparus (1799), mais leur intensité globale était moins
importante (4,1x 107 contre 4,5 x107).

TABLEAU 8. Valeurs caractéristiques des marqueurs d’intensité obtenus avant et aprés
désinfection par acide performique a 2 ppm avec un temps de contact de 10 min. Toutes
les valeurs sont obtenues aprés analyse de 6 échantillons réalisées en 3 réplicats (18
empreintes). Les paramétres ont été calculés pour I'ensemble des marqueurs détectés
dans chacune des 18 empreintes (tous les marqueurs) et pour les marqueurs détectés
exclusivement avant ou aprés désinfection (marqueurs uniques)

Apreés désinfection
(2 ppm.min)

Avant désinfection

Tousles Marqueurs Tousles Marqueurs
marqueurs uniques marqueurs uniques

Temps de rétention moyen (min) 8,96 10,26 9,09 11,03
Moyenne duratio m/z 434,4252 505,4057 405,3870 441,2656

Nombre total de marqueurs 11608 1799 1634 219

Nombre de marqueur avec inten-
7369 1792 6222 1303
sité >10000

Intensité total des marqueurs 4,8x108 4,56x107 4,1x10° 4,1x107
Intensité total des marqueurs dont 4,6 %10° 6,0x107 3,8x10¢ 5,5x 107

intensité >10000

Un seuil d'intensité (>10000) a été appliqué afin de filtrer les plus petits
picsd'intensité proche du bruit(lesvaleursd’intensité des marqueurs étaient
comprisesentre 50 et 41x108, et les picsd’intensité >10 000 étaient principa-
lement présents dansles échantillons témoins/blancs). Aprés application de
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ce seuil, préesde 60 % des marqueurs étaient encore présents. Le nombre total
de cesmarqueursalégerementdiminué(passantde7369a6222, cf. Tableau 8)
aprés traitement au PFA, tout comme leur intensité totale. S'agissant des
marqueurs uniques, le nombre de marqueurs formés apreés traitement au PFA
(1303) était inférieur au nombre de marqueurs totalement décomposés(1792),
et leurintensité globale Iégerement plus faible.

Les diagrammes d’'Euler (Figure 22) permettent de visualiser le nombre de
marqueurs exclusivement présentsavant ou aprés désinfectionau PFA(marqueurs
uniques du Tableau 8), ainsique le nombre de marqueurs présents alafoisavant
et apres traitement (sans indication de leur intensité). On observe une chute
manifeste du nombre de marqueurs aprés traitement (dose de 20 ppm.min de
PFA)dansles modes d‘ionisation positive et négative. Une faible proportion de
nouveaux picsadonc été générée durantle traitement et peut étre catégorisée
comme produits de décomposition(~18 et~10 % de tous les pics présents apres
traitementau PFAenmode d‘ionisation négative et positive). Une partimportante
desmarqueursinitialement présentsdanslesrejetsd'usines d'épuration étaient
toujours présents aprés traitement au PFA (~34 et ~52 % en mode d’ionisation
négative et positive). Des diagrammes d’'Euler similaires ont été obtenu a partir
d'autres échantillons(données non présentées), confirmant ainsi les observa-
tions qualitatives tirées des empreintes chromatographiques des marqueurs
(Figure 21), quiindiquent que le traitement au PFAréduit le nombre de composés
organiques détectés dans les échantillons.

Avant Aprés Avant Aprés
désinfection désinfection désinfection désinfection

6618 3350 719 366 392 45

Mode ionisation positive Mode ionisation négative

FIGURE 22. Diagramme d’Euler représentant le nombre total de marqueurs d’intensité
supérieure a 1000 détectés dans un échantillon d’eau traitée avant (violet) et aprés
(vert) désinfection a I’acide performique a 2 ppm avec un temps de contact de 10 min.
Les résultats sont présentés en mode d’ionisation positive et négative obtenu par
spectrométrie de masse haute résolution (UPLC-IMS-QTOF). La taille des cercles est
proportionnelle au nombre de marqueurs.

La diminution légére du nombre moyen de marqueurs sur I'ensemble des
échantillons aprés désinfection au PFA (Tableau 8) est détaillée pour chaque
échantillon dans la Figure 23.
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Eau derejetn®1 | H
Eau derejetn®1+ 2 ppm PFA -
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FIGURE 23. Nombre total de marqueurs d’intensité supérieure a 10 000 détectés en mode
d’ionisation positive par spectrométrie de masse haute résolution (UPLC-IMS-QTOF)
de différents types d’échantillons (eau brute, eau décantée, eau traitée) avant et aprés
désinfection a I'acide performique (PFA) a différentes concentrations et avec un temps
de contact de 10 min. Les barres d’erreur décrivent I’écart-type obtenu pour I’analyse
des 3 réplicats

Certains échantillons(ex.: 11 septembre 2018 ou 6 novembre 2018)ont présenté
une chute nette dunombre de marqueurs, tandis que tous les autres échantillons
ontmontré soitune baisselégére, soitaucune baisse(en particulierle 18 septembre
2018, le 10 octobre 2018 et le 24 octobre 2018). Ces différences peuvent étre
attribuées aux dérivations opérées au niveau de l'usine lors des précipitations
du 18 septembre 2018, du 26 septembre 2018 et du 10 octobre 2018, ainsi quaux
variations de la matrice des eaux de rejet. Toutefois, une hausse du nombre de
marqueurs aégalement étérelevéele 24 octobre 2018 aune date ouaucune déri-
vationn‘avaiteulieu, ce quiindique que d'autresfacteursinconnus pourraient avoir
joué unrole. Cesrésultats prouvent que la réactivité du PFA avec les molécules
organiques peut étre trésvariable en fonction des conditions sous-jacentes(ex. :
qualité delamatrice des eauxusées, présence d’'ionsinorganiques, température).
Danslaplupartdescas, Iimpact duPFAsurle nombre etl'intensité des marqueurs
était trés limité. Le 6 novembre 2018, le nombre de marqueurs a chuté avec une
hausse de laconcentrationde PFAalet2 ppm, mais estanouveauremonté pour
des concentrations de PFA supérieures (30 et 100 ppm de PFA).
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Ce constat peut étre attribué a la formation d'autres produits de décom-
position. Ces produits ont effectivement été observés pour la plage inférieure
de masses moléculaires et de temps de rétention au niveau des empreintes
chromatographiques, et concordent avec la présence accrue d'’AOX et de SPD
halogénésanalysés dansceséchantillons. Néanmoins, le nombre de marqueurs
n‘excédait pas celui desrejets d’'usines d’épuration initiaux. La présenced’ions
nitrite asemblé réduire le nombre de marqueurs détectés apres traitement au
PFA aune concentrationde 1ppm, ce quireste incertain. Enfin, la désinfection
d’eauxuséesbrutes(EB SEC)et décantées(EDSEC)(11décembre 2018)n'arévélé
aucune différence notable surle nombre de marqueurs détectés.

Des résultats similaires ont été obtenus en calculant I'intensité totale des
marqueurs dans chaque échantillon(données non présentées), démontrant ainsi
que laconcentration globale des molécules était enlégere baisse aprés désin-
fectionau PFA, mais également que les molécules produiteslorsd'untraitement
auPFAne possédaient pasuneintensité élevée. Laréduction globale limitée du
nombre de marqueurs, ainsi que la formation limitée de composés organiques
avec des temps de rétention courts(molécules plus hydrophiles) décrites plus
tét concordent aveclafaible réactivité du PFA vis-a-vis de laformation de SPD,
ainsiqu'avecl'impact limité relevé sur lamatrice de matiéres organiques parle
biais de mesures de spectrofluorimétrie (Partie 1- Chapitre 3).

3.2. Identification et devenir des micropolluants caractérisés
par criblage suspect

Uncriblage suspect aétéréalisé surle méme jeude données obtenu paranalyse
non-ciblée via UPLC-IMS-QTOF. Une bibliotheque a été créée dans le logiciel
UNIFI, recensant 201 micropolluants organiques avec leur masse exacte(rapport
m/z), ainsi que leur structure moléculaire(Bergé et al., 2018 ; Mailler et al., 2018,
2017). Lors du traitement de données effectué par UNIFI, les molécules de la
bibliothéque ont été recherchées dans tous les chromatogrammes selon leur
masse exacte, avec une tolérance de 5 ppm. Les faux-positifs ont été éliminés
d’apresplusieurscritéres, dont:laforme du pic détecté, sontemps derétention
(d'apréslarétentionattendue danslacolonne BEH-C18)et une correspondance
de fragments(comparaison de fragments obtenus au sein de spectres a haute
énergie avec des fragments générés in silico par UNIFI, ainsi qu’avec des frag-
ments trouvés dans des bibliotheques en acces libre).

Une grande partie des molécules listées a été détectée dans au moins un
échantillon(commelerévéle le nombre de molécules détectées dansl'échantillon
composite). Aucune différence significative n‘a été relevée entre les nombres
de molécules détectées avant et apres la désinfection au PFA, méme aux doses
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les plus élevées (300 et 1000 ppm.min). Lintensité des molécules sélection-
nées a été isolée et corrigée par les signaux des étalons internes (intensité du
propylparaben-d4 dans chaque échantillon)afin de compenser tout écart entre
les échantillons. La Figure 24 décrit I'évolution des produits pharmaceutiques
acétaminophéne(paracétamol) et sulfaméthoxazole, ainsi que celle du 11-nor-9-
carboxy-tétrahydrocannabinol, principal métabolite de lasubstance psychoactive
tétrahydrocannabinol(THC)dansles échantillons. Ces molécules ont été détectées
aunefréquence élevée et enconcentrationsrelativement élevées au sein d’eaux
uséesbrutes(acétaminophéne>100pug/L, sulfaméthoxazole >500ng/L)et d'eaux
usées traitées(Guillossou et al., 2019). Ces trois molécules ont affiché une baisse
d’intensité danslaplupart deséchantillons désinfectés. Cesrésultatsillustrentla
dégradationmodérée des micropolluants organiques parle PFA, etindiquent que
lamajorité desmolécules était toujours détectée méme apres traitementau PFA.

Intensité (Acétaminophéne)
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Eau derejet n°6 désinfectée + 1 ppm PFA { (==

Eau de rejet n°6 désinfectée + 2 ppm PFA

Eau de rejet n°6 désinfectée + 30 ppm PFA
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FIGURE 24. Occurrence de I'acetaminophéne, du 11-nor-9-carboxy-tetrahydrocannabinol
(métabolite du THC) et du sulfamethoxazole détectés par spectrométrie de masse haute résolution
(UPLC-IMS-QTOF) avec identification des marqueurs d’intensité avant et aprés désinfection
a I'acide performique (PFA) a différentes concentrations et avec un temps de contact de 10 min.
Les intensités sont normalisées avec I'intensité du propylparabéne-d4 en guise d’étalon interne.
Les barres d’erreur décrivent I'écart-type obtenu pour I'analyse des 3 réplicats.

Lesintensitésde chaque composé organique ont été moyennées par catégorie
de molécules, puisnormalisées et comparées enfonction desdoses croissantes
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de PFA (0, 10 et 20 ppm.min) utilisées pour la désinfection des échantillons des
rejets d'usines d'épuration du6 novembre 2018 (Figure 25). De nouveau, la majorité
des familles de molécules a présenté une légere baisse d’intensité moyenne a
10 ppm.min et estrestée relativement constante avec l'augmentation deladose
de PFAjusqu’a20 ppm.min. Certaines catégories(ex.: agentsde contrasteiodés,
hormones, antibiotiques)affichaient des taux d‘élimination plusimportants, avec
uneintensité moyenne réduite de plusde 50 %. Les alkylphénols affichaient une
légére baisseaunedosede 10 ppm.minde PFA, maisune importante hausse pour
20 ppm.minde PFA.Ce comportement pourrait étre attribué aladécomposition
d‘alkylphénols a longue chaine et de leurs éthoxylates présents dans les eaux
uséestraitées(provenant de produits agricoles, industriels et ménagers, Bergé
et al., 2012), qui pourraient réagir avec le PFA en produisant les alkylphénols
simples (4-nonylphénol et 4-tert-octylphénol) listés et utilisés dans le cadre de
cette approche de criblage suspect. Tous ces résultats doivent toutefois étre
prisen compte atitre d'informations qualitatives et restent a confirmer par des
analysescibléesdes micropolluants organiques(quantification précise aumoyen
d'étalons analytiques et de courbes d’étalonnage).

Alkylphénols
Psychotropes

8 Beta bloquants

08 ¥ =F—3 Anti épileptiques

’ \ Autres produits pharmaceutiques
Antihypertenseurs /

06 |

Intensités normalisées

Phtalates

Autres

R Agents de contraste

0,2 4

T T
0 10 20
C x t de PFA (ppm.min)

FIGURE 25. Evolution des intensités des différentes catégories de micropolluants lors
de la désinfection par acide performique a différentes concentrations durant un temps
de contact de 10 min (10 et 20 ppm.min), détectées par spectrométrie de masse
haute résolution (UPLC-IMS-QTOF). Les intensités sont normalisées avec I'intensité du
propylparabéne-d4 en guise d’étalon interne et sont divisées par I'intensité maximale
obtenue pour chaque catégorie de composés.
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Points clés

Ladésinfectiondesrejetsd'usinesd’'épurationades doses modérées
d‘acide performique (PFA)(10-30 ppm.min)n‘a pas généré de quantité
détectable de sous-produits de désinfection halogénés(SPD)connus
(ex.: trihalométhanes (THM), haloacétonitriles). Les concentrations
en composés organohalogénés adsorbables(AOX)ont généralement
augmenté de 5-10 pg/L en partant de concentrations initiales de
30-40 pg/L dans les rejets d'usines d'épuration. Les doses de PFA
supérieures (>70 ppm.min) ont généré de faibles concentrations de
SPD halogénés (dichlorobromomeéthane, dibromochlorométhane,
bromoforme, bromochloroacétonitrile et dibromoacétonitrile), qui
se situaient bien en-dessous du seuil réeglementaire requis pour lI'eau
potable (normes de I'Union européenne : total THM =100 ug/L).

De faibles concentrations de N-nitrosamines ont été détectées dans
les rejets d'usines d'épuration, la N-nitrosodiméthylamine étant la
plus abondante (jusqu'a 33 ng/L). Dans I'ensemble, aucune modifica-
tion majeure de la concentration des N-nitrosamines n‘a été relevée
apres désinfection au PFA, toutes doses confondues, ce quiindique
que les eaux traitées d'usines d’épuration ne comportaient aucune
concentration significative de précurseurs de N-nitrosamines et/
ou que le PFA n‘est pas capable de produire des N-nitrosamines. Une
hausse majeure de la concentration en N-nitrosomorpholine (NMOR)
a toutefois été relevée en présence d’ions nitrite (2 mg N/L) a une
faible dose de PFA (10 ppm.min). Ce résultat est a confirmer par des
études mécanistiques réalisées avec des précurseurs de NMOR (ex. :
morpholine).

Lesanalysesnon-ciblées par spectrométrie de masse haute résolution
(HRMS)ont révélé une faible réactivité du PFA avec les composés orga-
niques. Une décomposition des molécules organiques a été observée
méme a de faibles doses de PFA, sans toutefois que ce dernier soit
mis en cause dans la production d'un nombre important de nouvelles
molécules (produits de décomposition), ce qui corrobore sa faible
propension a former des SPD. Les doses de PFA supérieures ont
toutefoisaugmenté le nombre de molécules détectées par HRMS par
rapportaux faibles doses engénérant des produits de décomposition,
mais cette production najamais excédé le nombre et l'intensité totale
des signaux observés dans les rejets d'usines d’épuration initiaux.
Lesmicropolluants organiques sélectionnés pourun criblage suspect
n‘ont été que légerement décomposes parles doses courantes de PFA
(10-30 ppm.min). Lamajeure partie des catégories de micropolluants
a montré une faible réactivité au PFA. Certaines catégories (ex. :
agents de contraste radio, alkylphénols) ont révélé une réactivité
plus importante.

88



Efficacité de la désinfection chimique par acide performique

Des travaux a venir sur des jeux de données de HRMS seront consacrés a
[identification de molécules inconnues propres aux eaux usées désinfec-
tées au PFA par le biais d'outils statistiques (ex. : analyse en composantes
principales, analyse discriminante orthogonale des moindres carrés partiels)
en vue d‘identifier d’éventuels produits de décomposition d’intérét.

Lafaible réactivité globale du PFA employé a faible dose vis-a-vis de
ladécomposition des composésorganiques et de laformation de SPD
concorde avec la faible reactivité du PFA avec la matrice organique
observée par spectrométrie de fluorescence (Partie 1- Chapitre 3).
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Chapitre 1

Description technique

des essais industriels
menés a l'usine d’épuration
Seine Valenton

© Qlivier ROFLE

1. INTRODUCTION

La premiére partie du présent ouvrage a synthétisé les principaux résultats
relatifs a I'efficacité de la désinfection par acide performique (PFA). Si cette
premiere étape apermisde valider, al’échelle laboratoire, les performances de
cette solution innovante pour désinfecter des eaux usées traitées, une étape
d’'essaisenenvironnementréel s'estavérée essentielle pourvaliderlatechnologie.
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Pour ce faire, la technologie KemConnect™ DEX de la société KEMIRA,
permettant de produire du PFA in situ, a été installée au rejet de l'usine Seine
Valenton du SIAAP(SEV, 2,6 millions EH).

Ce chapitre présente la description technique de cette phase de pré-
déploiementréalisée surl’'usine SEV en 2018 avec notamment une présentation
delafiliere de traitement del'usine, les conditions de désinfection, les protocoles
de prélevement et les parametres analytiques étudiés.

2. PRESENTATION DE L'USINE SEINE VALENTON

L'usine SEV, située a 15 km au sud-est de Paris dans le département du Val-de-
Marne(94), traite notamment les eaux usées du Val-de-Marne, de lavallée de la
Bievre, etde certainescommunesdesvalléesdel’'Orge, del'Yvetteetdel'Yerres
avantderejeterles eauxtraitées danslaSeine, au niveau d’Alfortville enamont
de Paris. Elle possede une capacité de traitement de 600000 m*/jentemps sec
et peut traiter les eaux excédentaires de temps de pluie jusqu’a 1500 000 m?/j
grace a des décanteurs tertiaires dédiés (Figure 26).

[} i {NDON}+ :- Décanteurs __'1[
prirmaires elarficateurs ' lerttaines I
Lo el ) 1 i
el — t | || i — |
Réseau " Dessableur/ i
d'assainissement Dhgillags Deéshuiteur
—_n — — P e e e g AT PR LY T Bl i Rejeten
w - Seine
Décanteurs
tertiairas.
—— Filidre normale il — —[ﬂ i ek e

— = # Filidrasdes eaux excédentaires de temps de pluie

D Bassins biologi (NIDNIDF) +
primaires clarificateurs

FIGURE 26. Description des filiéres de traitement de I'usine Seine Valenton du SIAAP
(Val-de-Marne)

Leseauxuséesbrutessontd’abord prétraitées pardégrillage, dessablage et
déshuilage. Ensuite, leseauxusées prétraitées sont réparties entre deuxfilieres
de traitement paralleles, Valenton 1 et Valenton 2. En condition de temps sec,
Valenton 1traite les eaux usées prétraitées par décantation primaire avant un
traitement biologique par boues activées afaible charge avec nitrification(N) et
dénitrification(DN), suivid'un traitement physico-chimique tertiaire avec ajout
de coagulant, floculant et micro-sables. Valenton 2 traite également les eaux
uséesprétraitées pardécantation primaire suivid’un traitement biologique par
boues activées afaible charge avec nitrification (N) et dénitrification (DN) mais
intégre également une déphosphatation biologique (DP).

Par temps de pluie, lorsque le débit d’eaux usées excéde 11,5 m’/s, les eaux
excédentaires sontenvoyéesdirectement surlesunitésde décantationlamellaire
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physico-chimique tertiaire et au-delade 21m?/s, une partie des eaux prétraitées
est directement rejetée en Seine.

3. MISE EN EUVRE DES ESSAIS A LECHELLE
INDUSTRIELLE

Le procédé de désinfectiontesté estle KemConnect™DEX proposé parlasociété
KEMIRA. Cette technologie repose sur le principe d'une productioninsitu et une
injectionimmeédiate de PFA; I'instabilité duréactif reduisant fortement sadurée
d'efficacité. L'acide performique est obtenu par un mélange équi-massique de
peroxyde d’hydrogéne et d'acide formique catalysé. Le procédé estainsicomposé
desdeux cuvesdestockage des précurseursetd’'une unité de brassage(Figure 27).

Acide
performique

Peroxyde d’hydrogéne

Acide formique Unité de mélange

FIGURE 27. Principe de fonctionnement de I'unité d’injection de I’acide performique
(KemConnect™ DEX, KEMIRA)

Le produit final contient environ 13,5 % d'acide performique par unité de
masse, 20 % de peroxyde d’hydrogene et 30,9 % d’acide formique résiduel.

Lesessaisont étérealisésentrelafindumoisdaoltetlafindumoisd'octobre
2018, surune durée totale de 10 semaines. Durant cette période, cing semaines
ont été consacréesal’évaluationde l'efficacité de ladésinfectionavecinjection
de PFA, et cing autres a une évaluation témoin sans injection de PFA. La dose
de PFAinjectée lors des essais est donnée dans le Tableau 9.
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4. SUIVI DE L'EFFICACITE ET DE L'EVALUATION
ENVIRONNEMENTALE

Toutaulongdes 10 semaines, le méme protocole de prélevement a été appliqué
pour les effluents rejetés par lI'usine SEV et les eaux de Seine. La Figure 28
donne la description des points de prélevement en amont et en aval de I'injec-
tion de l'acide performique et en amont et en aval du rejet en Seine de l'usine
d’épuration Seine Valenton.

Seine

4 - Aval rejet Injection PFA

usine Seine Valenton %
l usine
Seine Valenton
3 - Amont rejet x

usine Seine Valenton 1- Amont injection

2 - Aval injection
PFA

FIGURE 28. Description des points de préléevement en amont et en aval de I'injection de
I’acide performique (PFA) et en amont et en aval du rejet en Seine de I'usine d’épuration
Seine Valenton

Les échantillons prélevés enamont(Figure 28 - n°1)et en aval (Figure 28 -n°2)
del'injection de PFA ont servia évaluer I'efficacité du traitement. Les échantil-
lons prélevés en aval ont été recueillis a 'extrémité du canal de rejet de I'usine
(situéa3,6skmdulieud’injectionduPFA).Ce protocole de prélevement a permis
de respecter un temps de contact entre les effluents traités et le PFA compris
entre 22 et 38 minavantrejeten Seine, enfonction des conditions hydrauliques
(Tableau 9). Des échantillons propres a chaque point ont été prélevés trois fois
par jour, trois jours par semaine (les mardis, mercredis et jeudis) a I'aide d'une
perche télescopique pour le point en amont, et d'une pompe pour le point en
aval; enrespectantunintervalle de 30 min entre le prélévement des échantillons
enamont et en aval.
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Deux points de prélevement ont été ciblés en Seine, enamont et en aval du
point de rejet de l'usine, afin de vérifier I'innocuité des effluents désinfectés
sur le milieu naturel. Ces points correspondent a deux sites de I'observatoire
MeSeine de suivi de la qualité de la Seine : Choisy-le-Roi (PK 622440, 1500 m
en amont du rejet de 'usine) et pont du Port-a-I'Anglais (PK 626152, 2500 m
en aval du point de rejet) (Figure 28 - respectivement points n°3 et n°4). Pour
chaque point, le prélevement est constitué d'un mélange avolumes équivalents
de 3 sous-échantillons(rive droite, centre, rive gauche). Les prélevements ont
été effectués une fois par semaine (les mercredis).

Il est a noter qu’en fonction des conditions météorologiques et du mode
d’exploitation du systeme d’assainissement, desrejetsurbains de tempsde pluie
peuventavoirlieu parl'intermédiaire des déversoirsd'orage présentsentre ces
deux points de prélevement.

5. PARAMETRES ETUDIES

Les parameétres analysés sont représentés dans le Tableau 10 avec des indica-
tionsconcernantleur fréquence etletype d’eauxdanslequelilsont étérelevés.

Afin d'évaluer les performances d’élimination des paramétres microbiolo-
giques, les Escherichiacolietles entérocoquesintestinauxont été analysés dans
tous les échantillons issus du canal de rejet (en amont et en aval de l'injection
d'acide performique), tandis que les spores de bactéries anaérobies sulfitoré-
ductrices et les bactériophages ARN-F spécifiques n‘ont été analysés qu'une
fois par semaine (les mardis). Sur ces échantillons, des analyses spécifiques
d’AOX, de bromure et de bromates ont également été réalisées.

En complément, les paramétres conventionnels de suivi de la qualité des
eaux usées, tels les Matiéres en suspension (MES), le carbone organique (DCO
et DBO)et le phosphore (Pt et orthophosphates), ainsique le pH, laconductivité
et la turbidité ont également été mesurés sur I'ensemble des échantillons.

Toutes les analyses ont été réalisées par le Laboratoire accrédité COFRAC
duSIAAPoule Laboratoire CARSO et ce, danslerespect des méthodes de réfé-
rence. Lesméthodesanalytiques, leslimites de quantificationetlesincertitudes
analytiques estimées sont reportées dans |le Tableau 11.

En complément de ce suivianalytique, les données d’exploitation de l'usine
SEV ont été récupérées et traitées. Il s'agit notamment du débit de rejet au
moment du prélevement, le niveau d’eau et lagéomeétrie du canal derejet, ainsi
que des informations concernant le modes d’exploitation internes de l'usine,
susceptibles de modifier la qualité des rejets.
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Pour la Seine, le jeu de données associé comprend le débit journalier de
cette partie du fleuve recueillia partir de labanque de données enligne HYDRO
(http://hydro.eaufrance.fr), les précipitations surlazone d'apport de I'usine ainsi
qgue latempérature des eaux de la Seine relevée au niveau du point de controle
d’Alfortville, disponible dans la banque de données du réseau MeSeine.
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Suivi in situ des bactéries indicatrices fécales
a l'aide du systéme d‘instrumentation microbiologique rapide ALERT (Fluidion®)

1. INTRODUCTION

Contrélerlaqualité microbiologique des eaux superficielles est nécessaire dans
les zones ou des contacts directs avec I'homme peuvent créer un risque sani-
taire. Ce contrble sefait généralement parle biais de mesures de concentrations
de bactéries indicatrices fécales (BIF) viables et cultivables. Ces bactéries ne
sontgénéralement pasconsidéréescomme desvecteurs de maladiesen elles-
meémes, mais constituentdes marqueurs et desindicateurs d’'une remarquable
précision (Priiss, 1998). En fonction des pays, le choix de BIF spécifiques aux
fins de ce suivi peut varier: les entérocoques intestinaux sont souvent suivis
dans les milieux marins tandis que les coliformes thermotolérants et les coli-
formestotaux génériquessont utilisésdans certaines parties dumonde ou pour
certaines matrices d'eau. Pour la protection de la santé publique générale en
eaudouce, ce sontles Escherichia coliquisont privilégiées(Edbergetal., 2000).

La quantification de ces bactéries peut étre réalisée selon deux méthodes,
laNF ENIS09308-2 utilisant le Quanti-Tray® dulaboratoire IDEXX et laméthode
miniaturisée NF EN IS0 9308-3 utilisant une microplaque (la plus pratiquée par
les laboratoires accrédités). Les deux sont basées sur la méthode statistique
du nombre le plus probable (NPP) aprés incubation de minimum 18 heures a
36 °C (Quanti-Tray®) ou 36 heures a 44 °C (microplaque). Or, dans le cadre de la
surveillance de la qualité d'une masse d’eau au quotidien, des méthodes avec
destempsderéponse pluscourtssontnécessairesafinderépondreaunbesoin
opérationnel. Diversestechniques de quantification des Escherichia coliexistent
(Lopez-Roldan et al., 2013 ; Noble & Weisberg, 2005) allant de la simple mesure
de la turbidité aux techniques de quantification gPCR utilisant I'amplification
en chaine par polymérase (ACP) de I'ADN (Bergeron et al., 2011) ou encore par
les méthodes enzymatiques utilisant des substrats spécifiques (Heery et al.,
2016; Baudart et al., 2009). Certaines ont été implémentées sur des appareils
utilisables sur site et permettent, par exemple, une surveillance de I'eau de
boisson en quasi-continu(Nakache et al., 2000; Miles et al., 2011). C'est dans ce
contexte que laminiaturisationetl'intégration des systemes fluidiques dans des
instruments complexes et prenant en compte les contraintes du milieu naturel
prend son sens (Angelescu, 2011).

Lagamme de systemes ALERT Fluidion® destinésalasurveillance de conta-
mination microbiologique utilise une nouvelle technologie pour un suivi en
temps réel du dénombrement bactérien. Il s'agit d'une technologie associant
un milieu de croissance sélective des bactéries souhaitées a des substrats
d'enzymesliésadeschromogéeneset/oudes fluorogenes spécifiques produits
par le métabolisme bactérien. Cette technologie permet une quantification
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in situ et automatisée des Escherichia coli avec un temps de réponse variant
entre 2 et 12 heures (un temps de réponse court correspondant a une forte
concentration) et une limite de détection de 4 bactéries/100 mL en eau douce.
La plage de mesures est de 5 x 10° bactéries/100 mL et ne nécessite pas de
dilution en cascade des échantillons, ce qui permet de couvrir cing ordres de
grandeur de concentration en une seule mesure. Des résultats détaillés d'éta-
lonnage et de validation métrologique pour le dénombrement d'Escherichia coli
en eaux douces superficielles ont déja été publiés par le passé (Angelescu et
al., 2019). Le fait que cette technologie ne demande ni transport, ni condition-
nement ni préparation des échantillons est un avantage certain: cela simplifie
la logistique et élimine les risques d‘altération des échantillons et d'erreurs
humaines que I'on retrouve dans les techniques actuelles, tout en fournissant
desinformationsrapides et fiables surlaqualité des eauxafinde permettre une
prise de décisions efficace. La technologie ALERT a été employée aux fins de
nombreuses applications dans le monde, de la surveillance d’eaux de mer ala
surveillance écologique in situ de flux extrémement pollués (Angelescu et al.,
2018b), y compris lors d'études portées sur l'identification de sources menées
par des instances de réqulation (Cronin et al., 2018 ; Loewenthal et al., 2018) et
desorganisationsabut nonlucratif(Angelescu & Saison, 2020), et déployées sur
diverses plateformes, notamment en conjonction avec des drones aquatiques
commandés a distance (Angelescu & Hausot, 2019).

Lesysteme ALERT aéeté déployé poursuivre les essaisal’échelleindustrielle
deladésinfectionetlesrésultats sont présenté dansle chapitre suivant. Aussi,
I'objectif de ce chapitre est de présenter les résultats de la validation de cette
technologie pourle suivides concentrations en Escherichia colidansles effluents
rejetés par les usines d'épuration.

Pour se faire, les procédures d'étalonnage et de validation ont été menées
apartird’'ungrand nombre d’échantillons provenant d'usines de traitement des
eaux usees modernes. Les résultats obtenus avec le systeme ALERT ont éteé
comparés avec les résultats obtenus par microplaques (NF IS0 9308-31998)
par un laboratoire tiers accrédité pour la recherche et le dénombrement des
Escherichia coli.

2. DESCRIPTION DE LA TECHNOLOGIE ALERT

Latechnologie ALERT de Fluidion’repose surun systemes automatisé capable
d'assurer, directement sur le terrain I'ensemble du protocole de quantification
bactérienne: prélévement, brassage des bioréactifs, incubation, analyse
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optique multispectre en temps réel (absorbance/fluorescence), correction de
laturbidité, analyse des signaux, quantification bactérienne, transmission des
données sans fil, et génération automatique de notifications.

Le bioréactif utilisé dans les systemes contient un mélange de milieu de
croissance sélective et de 4-méthylumbelliféryl-g-D-glucuronide (MUG), qui
peut étre hydrolysé en fluorescent 4-méthylumbelliféryl (MUF) par I'enzyme
B-glucuronidase présente dans les bactéries Escherichia coli (a noter: MUG
est le substrat utilisé dans les méthodes standards de test d’Escherichia coli).
Le bioréactif utilisé contient également de I'ortho-nitrophényl--galactoside
(ONPG), un autre indicateur bactérien métabolisé par tous types de coliformes
dans I'échantillon et transformé en ortho-nitrophénol (ONP), entrainant I'appa-
rition d’'une colorationjaune. Pendant I'étape de culture sélective (incluant une
incubationa37,0°C), le métabolisme bactérien transforme progressivementle
MUG en MUF et génere unelarge fluorescence a 385 nmlorsqu’il est excité, avec
des pics d'émission avoisinant les 460 nm. La croissance des organismes non
ciblésn'est passtimulée lors de cette étape de culture, ce quirend cette méthode
extrémement sélective pourles Escherichia colicultivables, contrairement aux
tests rapides ne se basant que sur l'activité enzymatique et s'effectuant sans
culture.

Le systéeme comporte 7 bioréacteurs individuels, chacun étant capable
d'incuber individuellement un échantillon et de réaliser des mesures optiques
al'aided’une bague de capteur optique. Cette bague de capteur comporte trois
LEDagencés de maniére aexciterlafluorescence du MUF (excitationa 385nm),
amesurer I'absorbance d’'ONP (430 nm) et a compenser la turbidité de I'échan-
tillon (610 nm), ainsi qu’'une photodiode couplée a un filtre optique passe-bas
bloquantles UV d'excitation. Le signal de fluorescence est mesuré aintervalles
réguliers (toutes les 5 min) et les données peuvent étre transférées en temps
réel par réseau mobile.

LaFigure 29 présente un exemple de signal. La courbe présente une forme
de plateausuivied’'une hausse nette delafluorescence quelquesheuresapresle
débutdes mesures. Le tempsde détectionde fluorescence mesuré est ensuite
utilisé, apres un calibrage spécifique, pour calculer le nombre de bactéries
présentes dans I'échantillon original.
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FIGURE 29. Exemple de signal de fluorescence obtenu avec le systéme ALERT. La
durée d’incubation nécessaire a I'obtention du pic de fluorescence (ligne pointillée) est
automatiquement interprétée pour fournir une quantification des Escherichia coli. La photo
présente les cuves d’incubation sous illumination ultra-violette aprés incubation

3. METHODE DE VALIDATION

La méthode de référence (NF EN ISO 9308-3 par microplaques) nécessite de
réaliser plusieurs dilutions de I'échantillon a analyser selon un protocole qui
dépend de la gamme de concentration attendue; les 96 puits, contenant le
réactif sontinoculésaveclesdifférentesdilutions d’échantillons, puisincubés.
Le nombre de puits positifs a chaque dilution est comptabilisé, et un tableau
de nombre probable de présence est utilisé pour déterminer la concentration
bactérienne et I'intervalle de confiance correspondant. La série de dilutions
utilisée dans cette étude a été adaptee a I'analyse d'eaux usées: six dilutions
ont été effectuées(1/2, 1/20, 1/200, 1/2000, 1/20000 et 1/200000) et la plage
de mesures obtenue atteignait 6,7 x 108 NPP/100 mL environ.

Plusieurs échantillons ont été analysés en utilisant a la fois la technologie
ALERT de Fluidion®etlaméthode de référence dansle but d'obtenir puis valider
une fonction d'étalonnage correspondant aux mesures d'eaux usées. Les echan-
tillonsont été prélevésauseindel'usine « Seine centre » (du SIAAP a Colombes
(SEC, 900000 EH), laquelle traite chaque jour 240000 m®d’eaux usées. Lafiliére
de traitement des eauxde cette usine estcomplete: une étape de prétraitement
(dégrillage, dessablage et déshuilage/dégraissage) est suivie d'une décanta-
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tion primaire physico-chimique (élimination des matiéres en suspension et du
phosphore), puis d’'un traitement biologique par biofiltration (décarbonation,
nitrification, dénitrification). Une partie des effluents passe également par une
étapedetraitementtertiaire surcharbonactifavantrejetenSeine. Le processus
de traitement est efficace pour éliminer le carbone, l'azote et le phosphore,
avec une efficacité globale comprise entre 70 et 94 %. L'étape de nitrification
permet également une réduction significative des BIF, avec un abattement
d'Escherichi coli de trois ordres de grandeur (de 107 NPP/100 mL apres l'étape
de décantation a 10* NPP/100 mL dans I'effluent final). La part des effluents
sortantdutraitement par charbonactif présentait une charge bactérienne plus
basse, voire en-dessous des limites de détection en laboratoire (Mailler, 2015).

Pour obtenir un éventail suffisamment large de concentrations de BIF, un
total de 125 échantillons a été prélevé a I'issue des cing étapes distinctes du
processusdetraitement : décantation primaire(26 échantillons), décarbonatation
(24 échantillons), nitrification (24 échantillons), dénitrification(32 échantillons),
et traitement tertiaire au charbon actif ou effluents traités (19 échantillons).
Leséchantillonsont été prélevés dansdesrécipientsstérilesen polypropyléne,
homogéneéisés, puis divisés en deux parties. La premiére partie a été analysée
immeédiatement avec le systeme ALERT, tandis que la seconde a été traitée au
thiosulfate de sodium (20 mg/L), puis envoyée en laboratoire accrédité pour
analyse par laméthode de référence le méme jour.

4. VALIDATION EN LABORATOIRE

La phase d’essaiinitiale de I'étude a consisté a analyser 49 échantillons issus
de toutes les étapes de traitement a I'aide du protocole d'eaux superficielles
conguauparavant(Angelescuetal., 2019). Pour les échantillons avec une forte
concentration(phases de décantation primaire et décarbonatation), les courbes
des signaux de fluorescence ont souventrévélé uncomportementanormal, le
signal de fluorescence augmentant de maniére linéaire immeédiatement apres
prélevement, sans le plateau habituel observé Figure 29. Ce phénomeéne se
retrouve souvent dansles échantillons qui contiennent des concentrations tres
importantes d’enzymes MUF libres non présentes dansles cellules d'Escherichi
coli, méme avant que le métabolisme bactérien ne débute sa production. De
tels échantillons peuvent entrainer des erreurs majeures de quantification;
c'est pourquoi il a été décidé de modifier le protocole en ajoutant une étape
de dilutiona1/4 des échantillons d'eaux usées, permettant ainside réduire les
concentrations d’enzymes initiales et de récupérer des courbes de réponse
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des signaux normales. Ce protocole d’usine ajusté a été adopté pour tout le
reste de l'étude.

Lorsdelaphasedéchantillonnage, 41échantillonsissus de toutesles étapes
de traitementont été analysésen paralléleal’aide delatechnologie ALERT et de
laméthode deréférence enlaboratoire. La détection a été réalisée de maniere
automatique; les temps de detection de fluorescence t, correspondant aux
échantillonsanalysésvariaient entre 4,25 et 8,50 heures, lestemps plus courts
correspondantaux concentrations supérieures. Laconcentrationenlaboratoire
Caetécomparéeat, suruneechellelogarithmique: une corrélation linéaire
aété constatée, maisl'évolution de l'étalonnage, réalisé en eaux superficielles,
s'est avérée différente (Figure 30).

Unnouvel étalonnage propre aux échantillons d'eaux usées(étalonnage usine)
adonc été établi entre C (mesuré en NPP/100 mL) et t, (mesuré en heures),
soit: log(C)=axt, +b, aetb étant dérivés d'une régression des moindres
carrés(Figure 30a). Le nouvel étalonnage(ligne en pointillée), ainsi que I'ancien
étalonnage (ligne pleine grise) sont représentés sur la courbe.
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(a) Comparaison des courbes de calibration usine et eau de surface
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FIGURE 30. (a) Comparaison de I'intensité de fluorescence obtenue par le systéme ALERT
avec les concentrations en Escherichia coli dans les eaux de rejet d'usine d’épuration.
La droite en pointillée noire représente la droite de calibration qui en découle et la droite
grise représente la courbe de calibration dans les eaux de surface. (b) Comparaison
des concentrations en Escherichia coli obtenues par le systéme ALERT avec la méthode
de référence en laboratoire pour les différentes phases (test, calibration, validation).
L'insert représente la dispersion de la corrélation.
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Lorsdelaphase devalidation, 35 échantillons supplémentairesont été analysésa
I'aide dunouveau protocole/étalonnage del'usine, etlesrésultatsont été comparés
alaméthode deréférence enlaboratoire. LaFigure 30b présentelespoints, séparés
par phase(essai, étalonnage, validation), aprésretrait de tousles pointsaberrants
delaphased’essai. Lesbarresderreur correspondentauxintervalles de confiance
de 95 % communiqués par le laboratoire pour les mesures de référence. Tous les
résultats concordent étroitementaveclacourbe d'étalonnage, ce quiindique une
bonne correspondance sur plus de cing ordres de grandeur, avec un coefficient
globalde corrélation de Pearson de 88,9 % d'apresun calcul basé surlesvaleurs des
mesures réelles et non sur les valeurs de logarithme décimal. 46 % des résultats
ALERT différentde moinsd'unfacteurdeux parrapportauxmesures de référence
enlaboratoire, et 93 % de moins d’'un facteur cing.

L'histogramme présenté dans I'encart de la Figure 30b est symétrique et
peut étre approximé parune distributionlog-normale centrée sur 0(ligne rouge),
ce qui implique que la méthode de mesure via le systeme ALERT Fluidion®
n‘introduit aucune erreur systématique aprées étalonnage. L'écart-type moyen
(o )de ladistribution des différences logsurtoutelaplage de mesuresest:

ALERT-LAB

O, rrine= 0,387 Unitéslog, ce quicombine I'incertitude de laméthode de réfé-

rence enlaboratoire avec celle de laméthode ALERT (quijouele réle de variables

normalesindépendantes): O =,/0° +0° .Lécart-type statistique
ALERT-LAB ALERT LAB

moyende toute laplage de concentrations mesurée avec laméthode deréférence
peut étre calculé a partir des intervalles de confiance de 95 % donnés par le
laboratoire, donnantainsi: IC=0,304 Unitéslog, avec ICI'indice de confiance en
unitéslogarithmiques(Unitéslog). Lécart-type statistique moyen en laboratoire se
calcule commessuit: 0,7 IC/1,96=0,156 Unitéslog(en supposant une distribution
normale). llendécoule une limite supérieure de I'écart-type moyen des mesures

d'usineavec ALERT commesuit: O = ,[0 —O0 _ =0,354Unitéslog.
ALERT ALERT-LAB LAB

Notons qu’'il est probable qu'il s'agisse d'une surestimationdel'incertitude réelle
des mesures puisque I'écart-type réel en laboratoire est considérablement
supérieural’intervalle de confiance purement statistique associé alaméthode
deréférence, quitient compte desincertitudesliéesaladégradation des échan-
tillonslors dutransport ouaux erreurs d'homogénéisation. Commeila déja été
estimé (Angelescu et al., 2019), I'incertitude réelle en laboratoire obtenue par
comparaison de doublons de mesures pourrait se situer bien au-dessus, ce qui
donnerait une valeur inférieure pourg, . Malheureusement, les doublons de
mesure n'étaient pas accessibles dans le contexte de cette étude.
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Il est a noter une différence importante entre les méthodes ALERT et de
reférence:lapremiere mesure l'activitéréelle de touteslesbactériesviables
et cultivables dansle volume d'échantillonnage(sans nécessiter’'homogénéi-
sation des échantillons), tandis que la seconde divise le volume d'échantillon-
nage enunnombre fini d'aliquotes(puits de microplaques)et évalue le nombre
d'aliquotes positives aux bactéries étudiées. Si un échantillon entierement
homogénéisé devrait enthéorie donner desrésultats équivalents quelle que
soitl'une desdeux méthodes utilisées, enréalité, I'efficacité de 'homogénéi-
sationenlaboratoire peut varier selonlanature de lacontamination et s'avérer
imparfaite. Cela peut se traduire en la présence de particules accumulant
un grand nombre de bactéries dans certaines aliquotes, restant toutefois
comptabilisées comme des positifs uniques. Latechnologie ALERT, quanta
elle, mesure lacharge bactérienne viable et cultivable totale, qui peut étreun
parametre plus pertinent pourreprésenterlesimpacts sanitaires potentiels
d'une eau contaminée. Comme le montre cette étude, bien que les mesures
réalisées via ALERT présentent une bonne corrélation avec les résultats de
référence danslagrande majorité des cas, des différences peuvent apparaitre
surles échantillonscomportantune grande fraction de bactéries agglutinées
sur des particules que la méthode NPP peut sous-estimer.

LaFigure 31ci-dessous présente les échantillons analysés lors des phases
d'étalonnage et de validation du protocole usine, avec des codes couleur repreé-
sentantles phases de traitement au cours desquelles chaque échantillon a éte
prélevé (cf. Iégende). Les encadrés de droite illustrent les résultats obtenus
pour chaque phase de traitement. On peut constater que le nouveau protocole
congu pourlatechnologie ALERT est capable de mesurer précisément tousles
types d'échantillons d’eaux usées testés et ce, quelles que soient leur origine
et leur concentration.
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L'undesobjectifsultimes de cestravaux estde concevoirune méthode rapide
pour évaluerlaqualité des eaux superficielles envue d'activitésrécréatives. Afin
d'évaluerlaqualité delaméthode rapide ALERT, leslignes directricesnormalisées
del'Environmental Protection Agency américaine, (US-EPA, 2014) ont été appliquées.
Selon 'US-EPA, les criteres reposent sur le calcul de l'indice de concordance
(IA) entre les méthodes et la valeur R?, calculée a l'aide du logarithme décimal
des mesures obtenues grace achaque méthode. La concordance entre les deux
méthodes (Rapide et de référence) est suffisante lorsque IA > 0,7 et si ce critére
n‘est pas respecté, la valeur R? permet alors d’estimer le niveau de corrélation
entre les deux méthodes. SiR?>0,6, alors laméthode alternative peut étre appli-
quée, maisavec de nouvelleslimites numériques quinécessitent d'étre dérivées.

Appliquée atouteslesdonnéesobtenues, lesvaleursobtenuessont IA=0,98
et R?=0,92, ce qui est supérieur aux seuils requis par les lignes directrices
normalisées. Cesvaleursindiquent donc une excellente concordance entre les
deux méthodes d'aprés les critéres de I'EPA américaine pour I'évaluation de la
qualité des eaux récréatives.

5. VALIDATION SUR LE TERRAIN

Lavalidationdelaméthode ALERT surleterrainaconsistéadéployerde maniére
opérationnellele systeme aurejet del’'usine Valentonlors des essais de désinfec-
tion.DuPFAaétéinjectéaurejetdel’'usine etenamontdu canal derejet en Seine
(Partie 2 - Chapitre 1, Figure 28)avec un temps de transit supérieur a 10 minutes.
Deuxsystemes ALERT ont été utilisés pour contrélerlaconcentration bactérienne
in situ en temps quasi-réel en amont de la désinfection (Figure 28 - n°1) et aprés
la désinfection(Figure 28 - n°2)afin de déterminer I'abattement d’Escherichi coli
surdespériodesde 24 heures. Troisautres échantillons ont été prélevés manuel-
lement a ces deux emplacements au début et a la fin de la période de 24 heures
aux fins de réaliser une vérification en laboratoire par méthode de référence.

Septmesuresont étéeffectuées parchacundessystemesALERT pré et post-
désinfectionlorsdel'expérience avecinjection de désinfectant, aintervalles de
4 heures. Un délai de 10 minutes a été respecté entre le début des mesures pré
et post-désinfection afin de tenir compte du temps de transit de I'effluent entre
les deux points. Trois échantillons ont également été prélevés manuellement a
chaque point,audébutetalafindelapériode de mesuresde 24 heures, puisont
ététransmisaunlaboratoire accrédité pour faire mesurerlateneuren Escherichia
colial'aide delaméthode de reférence. Lesrésultats sont présentéssous forme
de série chronologique (Figure 32) et synthétisés dans le Tableau 12.
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TABLEAU 12. Données statistiques des concentrations et abattement en Escherichia coli
obtenues avant et aprés désinfection par le systéme ALERT et la méthode de référence en

laboratoire
Systéme ALERT Méthode de référence
Avant Aprés Avant Apreés
Abattement Abattement
désinfection désinfection log désinfection désinfection log
NPP/100 mL NPP/100 mL NPP/100 mL NPP/100 mL

Valeur max 14574 4 10100 15

Valeur min 26272 29 21600 61
Moyenne 21947 8 3.4 15917 33 2,7

@ Avantdésinfection (systéme ALERT)
® Avant désinfection (Référence)
Apres désinfection (systéme ALERT)
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FIGURE 32. Concentrations en Escherichia coli mesurées sur différents échantillons avant
et aprés désinfection par le systéme ALERT et par la méthode de référence en laboratoire

Lesmesuresobtenues parlaméthode ALERT etlaméthode deréférenceen
laboratoire ont donné des concentrations similaires pré et post-désinfection,
avec des facteurs d'abattement respectifs de 3,4 et 2,7 Unités log.

Points clés

« Latechnologie ALERT a été testée au sein de différentes matrices
d'eaux usées. Une gamme d’étalonnage adaptée a ainsi pu étre déve-
loppé et validé par comparaisons avec la méthode de référence en
laboratoire.

« Laméthode ALERT permettait de déterminer précisément les
concentrations d’Escherichia colisur plus de cing ordres de grandeur,
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correspondant a toutes les phases de traitement des eaux usées. De
plus, le protocole ALERT en usine d’épuration ne nécessitait qu'une
seuledilutioninitiale a1/4(contre six dilutions requises pour laméthode
de référence).

La temps d'analyse des échantillons dans le cadre de cette étude
était compris entre 4,25 et 8,50 heures, les durées les plus courtes
correspondant aux concentrations bactériennes les plus élevées
(comparées aux 24-72 heures requises pour obtenir les résultats de
la méthode de référence).



Chapitre 3

Evaluation de |'efficacité
de la désinfection
a l'échelle industrielle

© KEMIRA
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Evaluation de lefficacité de la désinfection & U'échelle industrielle

1. INTRODUCTION

La phase de pré-déploiement avait pour objectif de confirmer, a I'échelle
industrielle, I'efficacité de l'acide performique (PFA) pour abattre les bactéries
indicatrices fécales(BIF). Cette phase a été réalisée avec I'installation d’'unités
permettant la désinfection de la totalité des effluents sortant de I'usine d'épu-
ration Seine Valenton(SEV, 2,6 millions EH). Ladescriptiontechnique compléte
desessaisetlaméthode de suivihaute fréequence de la qualité microbiologique
(Escherichiacoli)sont fournies respectivement au premier et second chapitre de
cette partie. Ce troisieme chapitre synthétise 'ensemble desrésultats générés
lors de ces essais.

La présentation des résultats est scindée en 6 parties pour faciliter 'acces
aux différentes informations. Les 3 premiéres parties abordent les notions
d'efficacité de I'acide performique pour I'élimination des micro-organismes
et son impact sur la qualité des effluents. Ainsi, les parties 1 et 2 présentent
respectivement l'efficacité du PFA pourlélimination des bactériesindicatrices
fécales (Escherichia coli et entérocoques intestinaux) et d'autres pathogenes
(sporesde bactériesanaérobies sulfitoréducteurs et phages ARN-F spécifiques)
etla 3% partie aborde I'impact du PFA sur les parameétres conventionnels et |a
formation de sous-produits réactionnels.

Unsecondbloc, constitué des parties 4 et 5, apporteunregard surl’influence
delaqualité deseffluentssurl’efficacité deladésinfection. La partie 4 se focalise
sur la variabilité journaliére des concentrations en bactéries (Escherichia coli)
etlapartie 5surcelle des matieres ensuspension contenues dansles effluents
adésinfecter.

Enfin, 'ensemble desrésultats obtenusnousapermis deréaliseruneapproche
statistique pour initier une méthode mathématique de prédiction de la qualité
des effluents désinfectée, objet de la 6™ partie du présent chapitre.

2. ELIMINATION DES BACTERIES INDICATRICES FECALES
AU REJET DE SEINE VALENTON

La qualité et la variabilité globales des rejets de I'usine SEV se situaient dans
une plage de fonctionnement normale et proviennent des différentes conditions
d’exploitation de l'usine au cours de la période d'échantillonnage (temps sec,
temps pluie, etc.) et sont données dans le Tableau 13.
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TABLEAU 13. Valeurs moyennes des paramétres physico-chimiques mesurés au rejet
de l'usine d’épuration Seine Valenton avant et aprés désinfection

Avant désinfection Apreés désinfection
(Moyenne * Ecart type) (Moyenne % Ecart type)

Matiéres en suspension (mg/L) 50+3,9 54+3,8
Carbone organique dissous
6,5+0,6 77+0,6
(mgC/L)
Demande chimique en oxygéne
22+5 24+5
(mg0,/L)
Demande biochimique en oxygéne
1.9+15 2,5+16
(mg0,/L)
Azote total Kjeldhal (mg N/L) 1.4+0,6 1.4+0,5
Azote ammoniacal (mg N/L) 0,4+0,2 0,3+0,2
Azote nitrique (mg N/L) 14,6 £2,1 15,2+2,1
Azote nitreux (mg N/L) 0,05+0,04 0,04+0,03
Phosphore total (mg P/L) 09+0,5 0,9+0,4
Orthophosphates (mgP/L) 0,6+0,5 06+0,3
pH 7.07+£0,11 7,26 £0,09
Conductivité (uS/cm) 1100 + 121 1103 +122

Lescomposés, décrits par Ragazzo et al.(2013) et capables de réagiravecle
PFAtelsI'ammoniaque, le nitrite et la DCO, étaient présents en quantité limitée
dans l'effluent. De méme, les concentrations d’Escherichia coli et d’entéro-
coques intestinaux étaient similaires a ce qui est rencontré normalement
dans ce type d'échantillons (Rocher & Azimi, 2016), avec des concentrations
logarithmiques médianes(min-max)respectivement de 4,27(3,84-5,55) et 3,56
(3,03-4,93)NPP/100 mL.

Lesconcentrations contenues dansles échantillons utilisés pour des essais
enlaboratoire étaient duméme ordre de grandeur avec des valeurs moyennes de
8,7+55mg/L pourlesMES, 5,8+ 0,8 mgC/L pourle COD,23+8mg0,/L pourla
DCO,2,0+1,2mg0,/L pourlaBB05,1,1+0,7mgN/LpourleNTKet1,2+0,7mgP/L
pourle PT.De méme, s'agissant des bactéries, lesconcentrations mesuréesen
phase de pré-déploiement sont sensiblement comparablesaux concentrations
logarithmiques relevées lors des essais en laboratoire avec 4,16 (3,23-5,83)
(test de Mann-Whitney, valeur p = 0,180) et 3,67 (2,85-4,80) NPP/100 mL (test
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de Mann-Whitney, valeur p = 0,533) respectivement pour Escherichia coli et
entérocoques intestinaux.

La Figure 33 synthétise I'ensemble des résultats issus des 43 campagnes
réaliséeslorsdelaphasede pré-déploiement etreprésentelesconcentrations
médianes et lesabattements moyens des bactériesindicatricesfécalesaurejet
del'usined’épuration SEV avant et aprés désinfection pour différentsintervalles
de concentrations et temps de contact(Cxtenppm.min). Leslimites de qualité
suffisantes (900 NPP/100 mL pour Escherichia coliet 330 NPP/100 mL pour les
entérocoquesintestinaux)prévues parlareglementation européennerégissant
les eaux de baignade récréative (directive 2006/7/CE du 15 février 2006 sur la
gestiondelaqualité deseaux de baignade et abrogeant ladirective 76/160/CEE,
2006) sont représentés a titre indicatif. Lors de ces campagnes, la dose réelle
de PFA appliquée variait entre 0,61et 2,48 ppm (valeur médiane: 1,20 ppm) et,
enfonctiondudébit desrejetsdel’'usine SEV, letemps de contact(équivalent au
temps de rétention hydraulique)dans le tunnel de rejet était compris entre 19,4
et 56,1 min (valeur médiane: 29,6 min), donnant des valeurs C x t situées entre
16 et 74 ppm.min(valeur médiane: 32 ppm.min). Quatre plages de rapports C xt
sontillustrées: 15-30, 30-50, 50-70, et 70-75 ppm.min. Latempérature de I'eau
est caractéristique de la période estivale, avec une moyenne et un écart-type
de23+1°C.
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FIGURE 33. Concentrations médianes (a) et abattements moyens (b) des bactéries
indicatrices fécales au rejet de I'usine d’épuration Seine Valenton avant et aprés
désinfection a I'acide performique (PFA) pour différents intervalles de concentrations et
temps de contact (C x t en ppm.min). N représente le nombre de réplicats et LQ représente
la limite de quantification.

Confortant les résultats obtenus en laboratoire, la Figure 33 montre une
capacité del’acide performique adésinfecterles effluentsade faiblesconcen-
trations. Pour des doses comprises entre 15 et 30 ppm.min, les concentrations
résiduelles ensortie ducanal de rejet del'usine sontinférieuresa103NPP/100 mL
pourles Escherichia coliet a102NPP/100 mL pour les entérocoques intestinaux.
Cesconcentrationsrésiduelles diminuent avec l'augmentation de la dose et sont
prochesdeslimitesde quantificationlorsquele Cxtestsupérieurab50ppm.min.
Logiquement, I'abattement médian, autour de 2 log pour des doses comprises
entre 15 et 50 ppm.min, dépasse 2,5 log au-dela de 50 ppm.min.

Comparésaux abattements obtenusenlaboratoire, I'échelle industrielle
présente desvaleurslégerementinférieures pourles Escherichiacoliet simi-
laires pour les entérocoques intestinaux. Pour des doses de PFA similaires
(de I'ordre de 15-30 ppm.min), I'abattement moyen des Escherichia coli est
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de 2,3+ 0,6 enlaboratoire, valeur supérieure au 1,9+ 0,7 obtenue a I'échelle
industrielle (test de Student, p=0,033). Pour les entérocoques intestinaux,
I'abattement estde 1,7+ 0,6 en laboratoire, valeur égale au 1,8 £ 0,7 obtenue
al'échelle industrielle (test de Student, p = 0,996).

3. EFFICACITE DE LA DESINFECTION
SUR LES AUTRES MICRO-ORGANISMES

Le Tableau 14 détaille les résultats obtenus lors des cing campagnes de préle-
vement au cours desquelles les spores de bactéries anaérobies sulfitoréduc-
tricesetles phages ARN F spécifiques ont été quantifiés. Les abattementsdes
Escherichaicoliet des entérocoquesintestinauxsontindiqués pour comparaison.
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Les cingcampagnes étudiées couvrent I'ensemble des conditions de fonc-
tionnement de la désinfection. Les concentrations de PFA(0,8-2,2 ppm) et les
doses(22,1-73,8 ppm.min)appliquées couvrentl'intégralité des modes d'exploi-
tation des unités de désinfection et les concentrations de MES relevées sont
représentatifs des conditions d'activité nominales de l'usine SEV. Les valeurs
observéespourlesbactériesindicatricesfécales confirmentlareprésentativité
de ces campagnes. Pour ces parametres, les concentrations étaient de l'ordre
de 4,0 a 4,7 pour les Escherichia coli et 3,2 a 4,1 pour les entérocoques intesti-
naux et les abattements ont été estimés respectivement entre 1,4 et 2,3 log et
entre 1,1et2,5log.

S'agissant des spores de bactéries anaérobies sulfitoréductrices, les
résultats obtenus lors de cette phase de pré-déploiement industrielle sont
mitigés. Seules deux campagnes de mesures ont permis de calculer des abat-
tements et sesderniersont été estimésentre 0,11et 0,14 log. Cesrésultats se
distinguent desrésultats obtenuslors des essaislaboratoire avec notamment
des concentrations initiales de spores de I'ordre de 4 a 5 fois plus faibles. La
présence de matiéres en suspension (MES) dans les rejets de I'usine semble
avoir une influence sur la présence de cette forme sporulée étant donné
que sa concentration est multipliée par six lorsque la concentration en MES
augmente. Cependant, et malgré cette augmentation des concentrations
initiales, il n'a pas été possible de calculer d’abattement pour I'écrasante
majorité des campagnes.

Concernant les phages ARN-F spécifiques, il est également difficile de
tirer des conclusions sur la base des résultats obtenus étant donné que ces
derniers n'ont été quantifiés qu’au sein d'une seule campagne, et a une faible
concentrationde 170 UFP/100 mL. Dans tousles cas, les concentrationsapres
désinfection ont été inférieures aux limites de quantifications. Ce résultat
concorde avec les résultats obtenus en laboratoire.

4. IMPACT DU PFA SUR LES PARAMETRES DE QUALITE
CONVENTIONNELS ET PRODUCTION DE SOUS-PRODUITS
REACTIONNELS

Outre les mesures des micro-organismes, les parametres de qualité
conventionnels ont été mesurés danslesrejetsde l'usine SEV, enamont et
en aval de la désinfection, afin d’évaluer les éventuels impacts de l'acide
performique sur la qualité de I'eau. Les concentrations moyennes et les
écarts-types sont recensés dans le Tableau 13.
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Dans I'ensemble, il a été observé une stabilité pour les paramétres tels la
conductivité, les MES, les formes azotées (NTK, N-NH,*, N-NO,", N-NO,") et le
phosphore(PT et P-P0O,*). S'agissant de lamatiere organique, une hausse a été
observée pourle CODetlaDCOde méme que pourle pH. D'un point de vue statis-
tique, 'absence d’effet deladésinfectionau PFA surles matiéres en suspension
(test de Mann-Whitney, valeur p = 0,192) et sur la conductivité (test de Mann-
Whitney, valeur p=0,910)est significative et lesaugmentations du COD(test de
Student, valeur p=8x107), de la DCO (test de Mann-Whitney, valeur p = 0,001)
et du pH (test de Mann-Whitney, valeur p =0,0001) sont également notables.

Les évolutions respectives du COD, de la DCO et du pH sont représentées
dans la Figure 34. Une hausse moyenne du COD de 1,2 mg C/L, de la DCO de
2mg0,/L et de 0,19 unités pH est constatée pour une dose de PFA moyenne
de 1,2+ 0,5 ppm. Lajout du réactif induit, de par son atome de carbone, une
augmentation du carbone organique dissous et de la DCO contenue dans les
effluents. Cette faible augmentation reste dans la gamme d’incertitude des
méthodes analytiques de mesure de ces parametres dansles eauxrésiduaires
urbaines et dans les eaux de surface (COD: incertitude comprise entre 0,45
et1,8 mgC/Lsurlagamme0,8-12mgC/L/DCO:incertitude comprise entre
2,2 et14mg0,/L surlagamme 6,3 - 40 mg0,/L). La hausse du COD ou de la
DCO a également été rapportée dans la littérature (Luukkonen & Pehkonen,
2017), associée a une légere hausse de l'oxygéne dissous due a la décompo-
sition de peracides.
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FIGURE 34 . Concentrations médianes en carbone organique dissous (COD), demande
chimique en oxygéne (DCO) et pH au rejet de I'usine d’épuration Seine Valenton avant
et aprés désinfection a I’acide performique (PFA) injecté a différentes concentrations et
différents temps de contact
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Concernant le pH, une Iégere évolution de I'effluent due au PFA a également été
détectée parRagazzoetal.(2013)al’échelleindustrielle. De méme, certains cas d'aci-
dificationlégereenprésenced’acide peracétique ont été signalésdanslalittérature,
avecune évolutionnégligeable dansla plupart des cas(Luukkonen & Pehkonen, 2017).

Limpactlimité del'acide performique surles parametres de qualité conven-
tionnels est en accord avec les résultats obtenus en laboratoire qui donnaient
un apport de COD de 0,78 mg C/L par ppm de PFA injecté. Ragazzo et al., 2013
avaient observé une hausse de 0,68 mg C/L par ppm de PFA.

Concernantles sous-produitsissus de ladésinfectional’acide performique,
le Tableau 15 présente les concentrations de composés organique halogénés
(AOX), de bromure et de bromates mesurées danslesrejets de l'usine SEV avant
et apres!’injection de PFA dans le cadre des cing campagnes de préléevement
menées lors des essais a lI'‘échelle industrielle.

TABLEAU 15. Concentrations de composés organique halogénés (AOX), d’ions bromures
et d’ions bromates au rejet de I'usine d’épuration Seine Valenton en amont et en aval de la
désinfection a I'acide performique (PFA) pour différentes concentrations (ppm) et doses
(C x t en ppm.min)

AOX lons bromures lons bromates

Date PFA Cxt* MES®

Amont Aval Var® Amont Aval Vare Amont Aval

ppm ppm.min mg/L pgCIl/L  pgCl/L % pg Br/L HgBr/L % HgBro,/L HgBro,/L

Ech.1 10 312 3 86 110 +28 100 90 -10 <5 <5
Ech.2 12 316 3 39 48 +23 120 <50 -58 <5 <5
Ech.3 12 364 9 52 57 +10 250 160 -36 <5 <5
Ech.4 0,8 221 3 57 73 +28 170 170 0 <5 <5
Ech.5 2,2 738 3 68 96 +41 170 170 0 <5 <5

aCx t: concentration associée au temps de contact en ppm.min
bMES : matiéres en suspension des effluents traités avant désinfection
c VAR. = Variation

Bien que contenue dans l'incertitude analytique de la méthode, estimée a
35 %, la concentration des AOX apparait plus élevée dans les effluents désin-
fectés. Pourdesconcentrationsde PFA comprisesentre0,8et1,2 ppm, soitdes
doses de 22 a 36 ppm.min, cette augmentation est comprise entre 10 et 30 %,
indépendamment de la dose injectée.

La tendance est inversée pour les ions bromures et bromates. Avec des
valeursinitialesdel’'ordrede 100a250 ug/L, laconcentrationdesions bromures
diminuede10a60 % al'aval del'injection de PFA. Cette diminution apparait sans
augmentation desions bromates, sous-produits d'oxydation desions bromures
dans ces gammes de concentrations (Von Guten, 2003). Pour ces derniers,
touteslesvaleursont été déterminées inférieures alalimite de quantification.
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5. INFLUENCE DE LA VARIABILITE JOURNALIERE

DES CONCENTRATIONS EN BACTERIES INDICATRICES

FECALES SUR L'EFFICACITE DE DESINFECTION

LaFigure 35 permetd‘apprécierles performancesd’élimination des Escherichia
coli. LaFigure 35aprésentelesconcentrationsrésiduelles obtenuesaprés désin-
fection, pendant uncycle de 24 heures et pour différents taux de traitement et
la Figure 35b, illustre les abattements en Escherichia coli calculés pendant ce
cyclede 24 heures. SurlaFigure 35¢, onretrouve les concentrationsrésiduelles
en Escherichia coliselonles différentes doses. Le lien entre I'abattement ades
doses comprises entre 18 et 26 ppm.min et les niveaux de concentrations des
Escherichia coli a désinfecter est présenté par la Figure 35d.
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FIGURE 35. Concentrations en Escherichia coli aprés désinfection a I’acide performique
(PFA) a différente concentrations (a) en fonction des heures de prélévement a I’échelle
journaliére et (c) en fonction du temps de contact (C x t en ppm.min) et abattements
logarithmiques associés (b) en fonction des heures de préléevement a I’échelle journaliére et
(d) de la concentration initiale en Escherichia coli pour une concentration et un temps de
contact compris entre 18 et 26 ppm.min
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5.1. Performances de la désinfection a l'échelle horaire

SurlaFigure 35a, les concentrationsrésiduelles en Escherichia coliapparaissent
globalementinférieuresa400 NPP/100 mL et supérieures a4 NPP/100 mL (limite
de quantification)pouruntaux de traitement en PFA de 2 ppm. Deux exceptions
apparaissent dont un cas pour lequel, les concentrations en Escherichia coli a
désinfecter étaient plus élevées qu’habituellement (3,8.10° NPP/100 mL). Plus
précisément, entre 20 heures et 4 heures du matin, et quel que soit le taux de
traitement, les concentrations résiduelles sont tres faibles et inférieures a
100 NPP/100 mL. Cesfaiblesrésiduels observés pendantlanuitlaissent penser
qgue d'autres parametres induisent cette tendance.

Les abattements associés varient entre 1,6 et 3,8 log d'apres la Figure 35b,
dont le maximum est observé a un taux de traitement de 2 ppm. Ces abatte-
ments sont logiquement plus importants pour les taux de traitement les plus
forts, et restent globalement trés élevés pendant la nuit au plus faible taux de
traitement (0,8 ppm).

5.2. Parameétres d’'optimisation de la désinfection

La Figure 35¢ montre que les concentrations résiduelles d’Escherichia coli
apres deésinfection sont corrélées avec la dose de PFA. Plus cette dose est
importante, plus la valeur résiduelle de bactéries est faible. Dailleurs, ces
faiblesconcentrationsrésiduelles ont été systématiquement observéesentre
20h00 et 4h 00 du matin (Figure 35a) dans le contexte d'un débit en entrée
d'usine plus faible, donnant ainsi un temps de contact plus élevé. Globalement,
une dose de 20 ppm.min semble suffire pour maintenir des concentrations
résiduelles faibles et, quoi qu’il en soit, au-dela d'une dose de 40 ppm.min,
les concentrations résiduelles sont tres faibles, voire inférieures a la limite
de quantification.

Un point fait exception pour lequel une concentration résiduelle de
1175 NPP/100 mL d’Escherichia coli a été obtenue pour une dose de 22,2 ppm.min
(Figure 35¢). La variabilité des concentrations résiduelles d'Escherichia coli,
relevées pour une méme dose, peut s’expliquer par les niveaux de concentra-
tion initiale en bactéries a désinfecter: plus ces niveaux sont élevés, plus le
taux d'élimination estimportant. La Figure 35d illustre cette relation dans une
gamme de désinfection comprise entre 18 et 26 ppm.min.
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6. INFLUENCE DE LA QUALITE DES EFFLUENTS SUR
L'ELIMINATION DES BACTERIES INDICATRICES FECALES

6.1. Relation entre la qualité du rejet et U'efficacité de la désinfection

LaFigure 36 présente une comparaison des campagnes de désinfection menées
aune dose de PFA de 30250 ppm.min en conditions d'activité nominales(n=8)
et altérées(n=9)de l'usine SEV.

L'altération des processus de traitement de I'usine SEV entraine princi-
palement des concentrations considérablement supérieures en MES (test de
Mann-Whitney, valeur p = 0,010), identifiées comme influencant I'efficacité du
PFA, ainsi qu'une conductivité légérement inférieure (test de Mann-Whitney,
valeur p = 0,011). Pour ces campagnes, la qualité des eaux usées relevée en
conditions d'activité altérées était nettement différente de celle observée en
conditions nominales pour certains parametres dont les MES (4,1+ 1,4 mg/L en
conditions nominales contre 8,1+ 3,4 mg/L en conditions altérées), la conduc-
tivité (1138 £ 26 contre 1046 + 34), laDCO(19+ 2 contre 27+ 3 mg 0,/L), la DBO5
(11+0,6contre3,2+11mg0,/L)etle PT(0,6 +0,2 contre 1,3+0,8 mg0,/L). Les
parametres solubles tels le NTK(1,0+0,2 contre 1,6 £0,3 mg 0,/L) et le COD
(6,6 £0,5contre 6,3+ 0,4 mgC/L)sont restés semblables.
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FIGURE 36. Concentrations médianes et abattements logarithmiques moyens des bactéries

indicatrices fécales au rejet de I'usine Seine Valenton en amont et en aval de la désinfection

a I’acide performique (PFA) injecté a des doses comprises entre 30 et 50 ppm.min lors de
situations d’exploitation normales et dégradées

Concernant les Escherichia coli, il n‘existe aucune différence significative
en termes d'abattement (test de Student, valeur p = 0,972) entre les acti-
vités nominales et altérées de l'usines d'épuration. Les abattements moyens
(+ écarts-types) sont de 2,07 (+ 0,48) log en conditions nominales, et de 2,06
(£0,33)logenconditions altérées. Alinverse, I'altérationdela qualité desrejets
de I'usine SEV, donnant lieu a des concentrations de MES supérieures et a une
conductivité plus faible, entraine une baisse significative de 1log d'abattement
des entérocoques intestinaux (test de Student, p = 0,001). Les abattements
moyens (+ écarts-types) sont de 2,35 (+ 0,30) log en conditions nominales, et
de 1,41(+ 0,59) log en conditions altérées. Les concentrations initiales d'enté-
rocoques intestinaux étant similaires en conditions nominales et dégradées,
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des concentrations résiduelles supérieures ont été identifiées apres désin-
fection, attestant ainsi de I'effet significatif des MES et/ou de la conductivité
sur l'efficacité de désinfection au PFA. Cette conclusion corrobore les obser-
vations effectuées en laboratoire bien que les effets aient été observés a des
concentrations supérieuresen MES. Celaconcorde également aveclesrécents
essais al'échelle industrielle menés a Biarritz, qui ont démontré une influence
de la concentration en MES et de la conductivité de I'eau sur l'efficacité de la
désinfection au PFA(Pigot et al., 2019).

6.2. Approche normalisée d'évaluation de lefficacité de la désinfection

Surlabasedesessaisenlaboratoire,ilaété démontré que lanormalisationde
ladose de PFA(C x t, ppm.min) par les parametres initiaux de qualité de I'eau
permettait une estimation des concentrations résiduelles en bactéries. Les
essais al'échelle industrielle ont dailleurs confirmé I'influence de ces para-
metres, etnotammentles MES, surl’élimination des entérocoques intestinaux.
La Figure 37 présente les concentrations résiduelles des Escherichia coli et
des entérocoquesintestinaux apres désinfection a différentes doses de PFA
normalisés. Cette normalisation a été réalisée en divisant la dose appliquée
par les concentrations initiales en bactéries (a), MES (b) et DCO (c).
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Cesrésultats confirmentlestendances observéesenlaboratoire. Lesconcen-
trationsrésiduellesen Escherichiacoliet entérocoquesintestinaux présentent
une corrélation significative avec une dose normalisée par la concentration
bactérienne initiale (test de Spearman, r =-0,557 et valeur p = 0,0002 pour
Escherichia coli, et r=-0,353 et valeur p=0,024 pour les entérocoques intesti-
naux), lesMES(test de Spearman, r=-0,588 et valeur p=5x10"° pour Escherichia
coli, et r=-0,603 et valeur p=3x107° pour les entérocoques intestinaux) ou la
DCO (test de Pearson, r=-0,618 et valeur p =2 x 10-° pour Escherichia coli, et
r=-0,537 et valeur p=0,0003 pour les entérocoques intestinaux).

Une relation de type «loi de puissance » peut donc étre déterminée afin de
prédire les concentrations bactériennes résiduelles a partir des informations
de dose et de concentrations initiales en bactéries, MES ou DCO.

7. PREDICTION DE L'EFFICACITE DE LA DESINFECTION
PAR APPROCHE MATHEMATIQUE

Afin d'étudier de maniére plus approfondie les corrélations observées précé-
demment entre l'efficacité de désinfection etles différents parametres opéra-
tionnels, une approche par modélisation mathématique a éte réalisée. Par le
passeé, plusieurstravauxont proposé des modeles plus ou moins complexes pour
simulerladésinfectiond’indicateursfécauxalaide de différents désinfectants
(Fernando, 2009; Floresetal., 2016 ; Hassen et al., 2000). Ces modéles reposent
généralement sur I'Equation de Chick-Watson ou de Hom(Azzellino et al., 2011),
qui peut étre résumée par I'Equation(7) ci-dessous:

N t
|nN—=—kC”Un (7)
0

N, et N, correspondent respecti aux rations d'indicateurs fécaux initiales et actuelles (généralement exprimées
en UFC ou en NPP/100 mL),
k est la constante cinétique de désinfection (L’M'T"),
Cla ration de désinf (ML),
treprésente le temps écoulé depuis I'injection de C(T),
netmrepré ent les es correspondantes illustrant les différentes natures des dési p iell
utilisés, ainsi que les autres conditions externes non dir prises en pte dans I'Equation (7), et m correspond & 1pour

I'équation de Chick-Watson.

La valeur initiale de C est généralement considérée comme constante par
soucide simplification dumodeéle. D'autres équationslégerement plus complexes
peuvent étre appliquées, telles que I'équation de Collins-Selleck. Ces équations
cinétiques doivent étre coupléesaune descriptionde I'hydraulique desréacteurs
afin de bien simuler la désinfection.

Sielle aétéjugée adaptée aux désinfectants de type chlore ou ozone, cette
approche est toutefois moins pertinente pour modéliser la performance de
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peracides (Azzellino et al., 2011). Sachant que la concentration de peracides
décroital’injection, puis progressivement durantladésinfection, I'approche du
C,constantdel'équation Chick-Watson de base est souvent considéree comme
insuffisante pour bienreprésenterlavariabilité destaux d‘élimination desindica-
teurs fécaux. Uneapproche duC, intégraladonc été proposée alaplace(Santoro
et al., 2007, 2015). La cinétique de désinfection de I'acide peracétique (PAA) a
été davantage étudiée danslalittérature que celle de I'acide performique (PFA).
Différents auteurs ont proposé d'utiliser une seconde équation pour décrire
la variation de C au fil du temps. Cette variation inclut notamment une chute
instantanée due aune demande initiale immédiate, suivie d'une décomposition
de premierordre(Henaoetal., 2018 ; Murray et al., 2016). En particulier, Henao et
al.(2018) ont étudié I'impact de la composition des eaux usées sur la cinétique
de décomposition du PAA et la désinfection d’Escherichia coli en laboratoire.
Ainsi, ilsont constaté que lademande initiale et lavitesse de décomposition du
PAA augmentaient toutes deux a des degrés divers une fois un certain seuil de
concentrationde MES ou de DCO atteint. De méme, I'efficacite de la désinfection
diminue avecl'injection d'une dose équivalente similaire du PAAdansle cadre de
lacomparaison d'échantillons contenant respectivement O et 40 mg/L de MES.

Cesdémarchesne permettent pas seulement de mieux évaluerlesimpactsde
différentsfacteurssurl'efficacité de désinfection, mais également de contréler
les processus sur site. La dose adéquate de désinfectant doit étre estimée et
contrdlée afin de maintenir un niveau de désinfection suffisant. Ces mesures
contribuent également a réduire les colts d'injection et la concentration rési-
duelle de désinfectant au niveau de I'émissaire de I'usine. Un modéle adapté
peut ainsi servir soit de plateforme de comparaison pour optimisation, soit de
systéme de commande prédictive pourl'injection de désinfectant(Manolietal.,
2019; Murray et al., 20186).

Malgré leur intérét intrinseque, il serait difficile d'appliquer les approches
conceptuellesdelamodélisation de désinfection présentent danslalittérature
al'étude de casreéaliséeauseindel'usine SEV. Bienque le PFA ne soit pas exac-
tementle méme désinfectant que le PAA, il devrait tout de méme se consommer
de maniere similaire au moment de I'injection et lors du processus de désin-
fection. Le PFA étant plus difficile a mesurer que le PAA, aucune valeur n‘est
disponible pourles expériences enlaboratoire, ni pourles campagnes d'étude de
cassursite. De méme, lesauteurs n‘ont pu identifier de travail de modélisation
concernant ladésinfectionau PFA. Ainsi, il n‘existe aucune valeur par défaut ni
aucun parametre de référence pouvant étre utilisé aux fins des équations de
Chick-Watson ou des équations de décomposition de peracides auxquelles on
a habituellement recours. Au lieu de cela, une approche de régression linéaire
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multiple a été adoptée afinde simulerles concentrations d’Escherichia colidans
les effluents de l'usine SEV. Cette approche tient compte de I'impact sur les
deux variables opérationnelles(débit des eaux usées et dose de PFA), ainsi que
de la qualité des eaux usées au point d'injection, malgré I'absence de mesures
de concentration de PFA. Différents critéres ont été utilisés pour sélectionner
les variables d'entrée optimales du modele a partir d'une série de données de
mesures partielles de ce qui était facilement mesurable sursite etenligne. Les
modeles sélectionnés ont ensuite été comparés sur des criteres de validation
basiques, ainsi qu‘avec les méthodes de validations croisées d’'un contre tous
(LOOCV - pour leave-one-out cross validation) et a k blocs.

7.1. Construction et validation des modeéles

Lasériededonnéesutilisée se compose des 45 échantillons ponctuels d'effluents,
avantetaprésdésinfection, prélevés pouranalyse lors des semainesd’injection
de PFA, ainsique des six échantillons prélevés semaine 42 sansinjection(Partie 1
- Chapitre 1). Cette série de données comprend les données opérationnelles
correspondant au moment ot chaque échantillon ponctuel a été prélevé (débit
d'eaux usées, hauteur des eaux dans le canal de rejet, température, dose de
PFA, C = t initial équivalent) ainsi que les concentrations mesurées. Certaines
données proviennent également de plusieurs sources. Laconductivité etle pH
ont été mesuréssursite au point de prélevement, et de nouveau apreésl'arrivée
deséchantillonsaulaboratoire. Latempérature aégalement été mesuréelorsde
I'échantillonnage et parun capteurinstallé atitre permanent parles opérateurs
de l'usine dans le canal de rejet. Les échantillons pour lesquels les BIF dans
I'effluent atteignaient lalimite de quantification de laméthode ont été écartés.
Les concentrations en COD dans I'effluent n‘'ont pas été prises en compte,
puisqu’elles n'étaient pas disponibles pour une partie des données. De méme,
I'objectif de cette étude consistant aestimerles concentrations de chaque type
de BIF dansl'effluent, les concentrations d’entérocoquesintestinaux mesurées
ont été écartées comme variable d’entrée pour le modele Escherichia coli, et
viceversa. Enoutre, étantdonné que lacorrélation entre les concentrationsde
chaquevariable mesuréerelevées dansleseffluentsavant et aprés désinfection
était plutét importante (valeurs de coefficients de Pearson comprises entre
0,777 et 0,995), seules les concentrations présentes dans les échantillons non
déesinfectésont étéretenuesatitre de parametres explicatifs. Cette décisiona
permisderéduirele nombre de ces parametres potentiels, qui étaitinitialement
important par rapport au nombre d'expériences disponibles pour lI'ajustement
du modele. Les séries de données finales pour chaque modele comportaient
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ainsi 22 parametres explicatifs pour 48 mesures valables pour Escherichia coli
(Tableau 16) contre seulement 34 pour les entérocoques intestinaux. Seuls les
résultats liés aux modeéles Escherichia coli seront présentés.

TABLEAU 16. Liste des variables suivies et paramétres explicatifs pris en compte dans la
construction du modéle mathématique. N représente le nombre d’échantillons retenus

Variable . L .
. Parameétres explicatifs® Interactions N
suivie?
0’ H. Tusine’ [PFA]’ Dose, pHéchanﬂHon' Te’chamiHon' Aucune
Données OéchamiHon’ ECemrée’ [MES]emrée’ [COD]emrée’
Complétes [DCO]entre’e' [DBO]emrée’ [NTK]entree’ [NH4+] .
entrée’ [NOZ—]entre’e’ [NOS—]entre’e’ [Pt]emrée’ [P043-] Zvoies
|n(ECsoniE) entrée’ pHIaboratoire’ laboratoire’ turbidite 48
Données 0’ H, Tus\'ne’ [PFA]’ Cxt, pHéchan(iHon’ Te’chant\'llon' Aucune
A o-e'cham'\Hon' ECentre’e' COD]entree’ [NH4+]enlrée’ i
enligne o 2 voies
pHIaboraloire’ 0Iaboraloire’ turbidité

aEC: concentration en Escherichia coli

b Q: débit dans le canal de rejet ; H: hauteur d’eau dans le canal de rejet ; T: température ; [PFA]: concentration en acide
performique; C x t : concentration en acide performique associée au temps de contact; ¢ : conductivité ; MES : matiéres
en suspension; COD : carbone organique di: ;DCO: d d imi en oxygéne ; DBO : demande biochimique en

oxygene; NTK: azote total kjeldhal ; NH4* : azote ammoniacal ; NO, : azote nitreux: NO, : azote nitrique; Pt: phosphore
total; PO, > : orthophosphate

Une seconde série de données comportant le méme nombre de mesures
valables a également été préparée. Pour cette série, seules les parametres
explicatifs considérés comme facilement mesurables a I'aide de capteurs
ou d'analyseurs in situ au niveau de I'entrée du canal de rejet ont éte retenus.
Cette série de données comprenait les données opérationnelles, ainsi que le
pH. latempérature, laconductivité, laconcentration d’Escherichiacoli, e COD,
la turbidité et 'azote ammoniacal ; les MES ayant été exclues car les capteurs
de MES mesurent souventlaturbidité, laquelle était déja mesurée. Delaméme
maniere, laDCO etlaDBO ont également été écartées car constituant souvent
une estimation composite reposant sur la turbidité (fraction particulaire) et
UV-254(fractionsoluble). Alaplace, le CODa été choisi enraisonde latendance
générale a estimer sa présence depuis les capteurs uniquement sur la base
d'UV-254. La concentration d’Escherichia coli au niveau de |I'entrée du canal a
également été retenue pour sa potentielle capacité a étre mesurée en ligne.
La seconde série de données consistait donc en 48 mesures et 14 variables
explicatives, dont des mesures similaires provenant des différentes sources
détaillées préecédemment. Lobjectif de la premiéere série de données était
d‘obtenir un modele «idéal» d'apres toutes les données accessibles, tandis
que la seconde visait a évaluer la possibilité de recourir a ce type de modéle
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pour le contrdle des procédés ou a obtenir une estimation simplifiée de I'effi-
cacité sur site.

Pour chaque série de données, des protocoles similaires de construction
et d'évaluation des modeles ont été respectés. Les concentrations d'Escheri-
chia colidans les effluents ont été converties en logarithmes avant utilisation,
comme souvent dans le cadre de la modélisation de BIF (Eleria & Vogel, 2005).
Une transformée de Box-Cox initiale (kopt =-0,16) est venue confirmer le choix
delaformelogarithmique(Herrig et al., 2015). Les régressions ont été réalisées
d'aprés une procédure par étapes, al'aide de la fonction stepwiselm de Matlab®
R2018b (MathWorks). Cette procédure ne permettant pas nécessairement de
garantir I'obtention d'un modele optimal des le premier essai, les parametres
explicatifs sont identifiés a I'aide des criteres de somme des moindres carrés
(SMC), des critéres d'information d’Akaike (CIA) et des critéres d'information
bayésiens (CIB), par le biais de procédures ascendante et descendante pour
chaque cas. Les modeéles identifiés ont ensuite été simplifiés en éliminant les
parametres explicatifs pour lesquels I'intervalle de confiance de 95 % était de
zéroetenréajustantle modéle selonlesvariablesrestantes. Pour chaque série
de données, les procédures par étapes ont d'abord été réalisées en ne tenant
compte que des effets directs des parametres explicatifs(aucuneinteraction)et
enincluantlesinteractions bidirectionnelles pourtouteslesvariables disponibles
lorsd’'unsecond passage(Tableau16). Tousles modélesidentifiés grace acette
procédure par étapesont faitl'objet de vérificationsde larépartitiondeserreurs
etdetoutestendances manifestesentreleserreursetchaque parametre expli-
catifretenu. Le facteur d’inflation de lavariance(FIV), les coefficients normaux
et ajustés de determination (R* et R?_ ) et I'erreur quadratique moyenne (EQS)
ont été calculés pour chaque cas(Montgomery et al., 2021).

Enfin, une validation croisée a été effectuée pour chaque modéle identifié
afin d'affiner la sélection de modeles optimaux a l'aide de la fonction crossval
de Matlab. Une procédure de validation croisée d’'un contre tous et une série
de procédures ak blocs(k=27°) ont été appliquées. La valeur unique de la EQS
de lavalidation LOOCV(EQS )a été prise en compte, et la valeur médiane d'un
prélevement aléatoire 1000 a été retenue pour la validation croisée a k blocs.
Les differentes valeurs EQS , issues des modeles et des EQS construites ont
eté comparéesentre elles afin d'identifier les modeles pour lesquels une perte
importante de précision doit étre attendue en dehors du champ des données
d’entrainement.
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7.2. Prédiction des concentrations en Escherichia coli

Lesprincipauxrésultats obtenus pourles modeles trouvés sur toute la série de
donnéessont synthétisés dansle Tableau17. Quatre combinaisonsdistinctes de
parametres explicatifs optimaux ont été trouvées et nommeéesFl1aF4. Comme
souvent, les sélections par étapesascendantes(F1et F2)ont permis d’identifier
des modéles avec moins de paramétres que les sélections descendantes(F3 et
F4). Dans les deux cas, les deux modéles identifiés avaient une structure trés
similaire ;lesmodeles Flet F2 comportentuntrés petitnombre de parameétres,
enfonctionde ladose de PFA, du Ct, de latempérature et éventuellement dela
concentration ammoniacale dans l'affluent.
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La valeur de FIV maximale obtenue est élevée dans les deux cas (23-23,1) et
reflete 'importante corrélation entre laconcentration de PFA et ladose(C x t). A
titre de comparaison, desvaleurs FIV optimalesinférieuresa5ou 10 ont souvent
été rapportées dans la littérature (Herrig et al., 2015; Montgomery et al., 2021).
LesvaleursR%et Rzadjsontrelativementélevées danslesdeuxcas, bienquel'éli-
mination de [NH,*] dans F2 entraine une baisse de ces scores par rapport a F1l.
Les modeles F3 et F4 comportent davantage de variables (huit) et reposent sur
une combinaison alliant débit des eaux et hauteur, température, concentration
de PFA, concentrations de carbone dans I'affluent, et soitammoniaque(F3), soit
pH (F4). Ces modeéles présentent tous deux des valeurs similaires pour chaque
critere de sélection. La valeur FIV maximale est de 11,6, ce qui s’explique par
la corrélation plutdt importante entre le débit des eaux et la hauteur du canal
(corrélation de Pearson de 0,95). On observe une hausse des valeurs RZaclj par
rapportaFletF2, cequiindique quelesvariables explicatives complémentaires
améliorent la précision du modele. De méme, les modeles F3 et F4 produisent
une valeur EQS de validation croisée bien plus faible que les modeles F1et F2
«plussimples ». Lahausse entre lavaleur EQS de la construction et lavalidation
du modéle est également bien inférieure (1,4-1,6 contre 2,0-2,1), ce qui indique
que les modeéles plus simples sont moins précis lorsqu'ils sont appliqués a des
conditions «nouvelles ». Pour toutes cesraisons, lesmodéles F3 et F4 semblent
plusadaptésaunusage général. De primeabord, le F3 est préférable vulalégére
haussedelaEQSenvalidationcroisée entre F3et F4; maison pourrait faire valoir
le fait que 'ammoniaque n'est pas aussi facile a mesurer que le pH.

Le Tableau 18 présente les principaux résultats obtenus pour les modeéles
trouvésenutilisant «labasededonnéesenligne » sansinteractions de variables.

TABLEAU 18. Principaux résultats obtenus lors de I’étude des interactions bidirectionnelles
dans le cadre des procédures d’identification de modéles

Variables FIV . MSE MSE
ID Source K P R? Adj.R? MSE va ve
incluses max (LOO) (5-fold)
[PFA],
Toutes
Dose,
S1 lesprocédures 4 231 0,826 0,810 0,704 1,401 1,429
ascendantes échantillon’
[NH,"]
HT
Toutes 0 [PFAU]W
S2 lesprocédures [COD]’ 6 10,5 0,847 0,825 0,667 1,023 1,049
descendantes '
[NH,"]
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Seuls deux modeéles distincts ont été identifiés. Chaque critére de régression
ascendante par étapes renvoyait au modele S1, identique au modeéle F1basé sur
la série de données complete. Puisque la série de données disponible «en ligne »
comportait un nombre moins important de parametres explicatifs potentiels
en conservant les parameétres identifiés dans le modeéle F1, ce résultat n'est pas
surprenant. De plus, toutes les procédures descendantes par étapes conver-
geaient vers le méme modele (S2, Tableau 18). Le modele S2 est également trés
similaire au modele F3 congu a partir de la série de données entiere, excluant
uniqguement les concentrations de DBO et de DCO, ce qui donne une diminution
limitée de R?(0,036)et de R?_;(0,024), ainsi qu'une hausse desrésultats de EOS de
constructionetdevalidation croisée parrapportauF3. Lavaleur FIV maximale est
également légérement inférieure (10,5 contre 11,6), ce qui indique que la majorité
desinformations clésnécessaires pour prévoirlaconcentration d’Escherichiacoli
dans I'effluent pourraient, en théorie, étre obtenues al'aide de mesures en ligne.
Toutefois, I'une des importantes mises en garde dégagées par ces travaux est le
fait que les mémes mesures soient utilisées a la fois pour les séries de données
entiéres et celles en ligne. Les valeurs de concentration ont été obtenues grace
adesanalyses en laboratoire (sauf pour le pH et la conductivité) sans mesures en
double al'aide de capteurs. Lefficacité des mesures en laboratoire et in situ peut
varier en fonction de nombreux facteurs. Lefficacité réelle du modele via des
capteurs en ligne pourrait ainsi différer de I'efficacité obtenue pour ce cas. Une
campagned‘acquisitionde donnéesenbonne et due forme devrait étre effectuée
pour pouvoir valider completement ces résultats. Le modele S2, légerement plus
complexe, peut cependant étre considéré comme uncompromis préférable entre
lacomplexité et I'efficacité.

Le Tableau 19 résume les résultats positifs obtenus pour les modeles avec
interaction pendant les procédures d'identification du modele.

TABLEAU 19. Principaux résultats obtenus pour les modéles avec interactions construits en
utilisant la base de données compléte

. . FIV EQS, EOS,,
ID Source Variablesincluses P R? R?,, EOS va ve
max adl (LOO) (5-fold)
0’ H' Te’chantil\on’
CIA [coD], 147
S 6 0,871 0,852 0,548 0,746 0,763
ascendant [PFATT, ., oociton’ (10,4)
[PFAT*[COD]
SMC O Tegrancinon LPFAL 12,2
SI2 cchantifion 5 0,844 0,825 0,647 1,155 1177
descendant [COD], H*T, (10,6)

échantillon
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La plupart des tentatives ont inclus un nombre tres important de variables et
d’interactions par rapport au volume de données disponibles, donnant ainsi des
modeles surajustésavec de faiblesvaleurs de EQS envalidation croisée. Seulsles
ClAascendantset SMC descendantsdesséries de donnéesdisponibles «enligne »
onttrouvé desmodelescomportantunnombre raisonnable d’interactions semblant
ameéliorer la précision du modele par rapport aux précédents résultats obtenus.
Les deux modeles présentés dans le Tableau 19 sont similaires au modele S2. SlI1
remplace la concentration de PFA par des interactions entre la concentration de
PFA, latempérature etlesconcentrationsde COD. SI2, remplace lahauteur des eaux
parune interaction entre hauteur et température. Dans les deux cas, latempéra-
ture enregistrée lors des prélevements remplace celle mesurée parle capteur de
I'usine. SItdonne une amélioration de I'efficacité globale du modéle(aussibien coté
construction que validation), tandis que SI2 maintient des résultats de construc-
tion similaires, a I'exception d'une hausse des valeurs EQS en validation croisée.

LaFigure 38illustre lesrésultats dumodele pour toute lesdonnées correspon-
dant aux modeles optimaux F3 et S2. Comme on peut le voir, le fait de limiter les
variables disponiblesauxvariables «enligne » donnelieuaune plus grande dispersion
du modele pour les données d’Escherichia coli autour de 5-7 log; et entraine une
surestimationdes mesures élevées del'effluent enregistrées durantlasemaine de
mesures sansinjectionde PFA. Onremarque également surlaFigure 38 que seules
quelques mesures de la concentration sont disponibles dans la zone 7-9 (faible
concentration de PFA et/ou débit des eaux important). Effectuer des mesures
complémentaires dans cette zone serait bénéfique pour garantir I'adéquation
desmodeles optimauxvis-a-visd’'une grande diversité de conditions potentielles.

Comparaison des résultats de simulation Comparaison des résultats de simulation

du modele F3 avecles observations du modéle S2 avec les observations

12

o
-
o

oo
oo

(2]

Concentrations en Escherichia colipar
modélisation (log NPP/100 mL)
Concentrations en Escherichia colipar
modélisation (log NPP/100 mL)

2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12

Concentrations en Escherichia coli par analyse Concentrations en Escherichia colipar analyse
(log NPP/100 mL) (log NPP/100 mL)

FIGURE 38. Comparaison des estimations de concentration (en log NPP/100 mL) en
Escherichia coli obtenues par simulation et par analyse pour le scenario F3 (figure de
gauche) et pour le scénario S2 (figure de droite)
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Bien qu'’il faille faire preuve de prudence dans l'interprétation du sens
physique desvariablesidentifiées al’aide de procédures par étapes enrégres-
sion linéaire, une comparaison de ces résultats avec des facteurs intégrés a
des modeles basés sur le savoir scientifique pourrait étre utile. Comme mis en
lumiere dans les parties précédentes, les facteurs classiques inclus dans les
modeles construits a partir des connaissances de désinfection d’Escherichia
colisontle temps de réaction, laconcentration en bactéries initiale et la valeur
de la dose (C x t) intégrée, qui dépend elle-méme de la concentration initiale
d'acide et de tous facteurs influant sur sa vitesse de consommation (ex. : MES,
DCOsoluble, température). Henao et al. (2018) ont également estimé que les MES
etaientunfacteurd’influence direct puisqu’en plusd’accélérerlaconsommation
de désinfectant, elles agissaient comme une protection des bactéries indica-
trices fécales. Les modéles optimaux obtenuslors de cette étude ont tous une
structure similaire: ilsreposent sur le débit des eaux et la hauteur du canal de
rejet(qui présente une corrélationaveclarésistance hydraulique et, par consé-
quent, le temps de réaction), la concentration de PFA injectée, la température
de l'eau et les différentes concentrations de pollution résiduelle dans I'effluent
del'usine, en majorité abase de carbone. Cesrésultats sont en partie similaires
aux constats effectués dans les parties précédentes directement pour le COD
etindirectement pour les MES et la dose initiale.

La concentration d’Escherichia coli dans I'effluent avant désinfection,
en revanche, est absente de tous les modeles identifiés, ce qui pourrait
s'expliquer par la corrélation relativement forte dans les données disponibles
entre la concentration d’Escherichia coli dans I'effluent avant désinfection et
plusieurs des variables explicatives trouvées. C'est notamment le cas pour Q
(P poareon = 0:61), H(0,58), la DCO (0,74) et la DBO (0,84). Au niveau de I'effluent de
l'usine, les hausses majeures de laconcentration d’Escherichia coli sont en fait
généralementduesaune dérivation partielle de latrajectoire de traitement. Ces
dérivations sont souventliéessoital’inaccessibilité d'un procédé de traitement
(entretien, maintenance), soit a des débits élevés, notamment lors des épisodes
de précipitations. Les dérivations partielles donnent souvent lieuaune hausse
des concentrations de pollution au sein du canal de rejet. Une combinaison de
ces facteurs pourrait suffire, dans ce cas précis, a estimer 'ordre de grandeur
delaconcentrationd’Escherichia colidans 'effluent. Ceci étant, cetteapproche
produit également une multicolinéarité parmiles différentes concentrations de
variables explicatives. Ainsi, la priorité accordée ala DCO, ala DBO ou au COD
par rapport adautres variables, telles que les MES ou la turbidité, au sein de la
procédure de sélectionde modele adoptée ne doit pas étre surinterprétée. Pour
desraisons similaires, lavaleur FIV maximale de tous les modeles optimaux est
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supérieure a 10, ce qui correspond au maximum recommandé. Comme nous
l'avons déja mentionné, dans la plupart des cas, cela s’explique par la forte
corrélation entre le débit des eaux et la hauteur du canal. Bien qu’une acquisi-
tionde donnéescomplémentaire pourrait potentiellement contribueraréduire
cettevaleurFlV, ilest peu probable qu'elle permette une amélioration majeure.

Points clés

« Une dose de 20 ppm.min est suffisante pour maintenir des concen-
trations faibles en Escherichia coli et, quoi qu’il en soit, au-dela d’'une
dose de 40 ppm.min, les concentrationsrésiduelles sont tres faibles,
voire inférieures a la limite de quantification.

- Le PFA présente une efficacité de désinfection sur les spores de
bactéries anaérobies sulfitoreductrices et sur les phages ARN-F
spécifiques plus faible que sur les BIF.

« Linjectiond’acide performique induit une hausse moyenne des para-
meétres organiques(1,2mgC/L pourle COD,2mg0,/L pourlaDCO)etde
0,19 unités pH pourune concentrationde PFAmoyennede 1,2 + 0,5 ppm.

« |l n‘apparait pas de formation de sous-produits de désinfection de
types ions bromures ou bromates. Laugmentation des AOX dans
les effluents désinfectés, de I'ordre de 30 %, est sans lien avec les
concentrations de réactif appliquées.

. Lefficacité de la désinfection est corrélée ala qualité des effluents a
traiter: (1) plus les concentrationsinitiales en bactéries sont élevées,
pluslesabattements sontimportants et(2)les concentrationsinitiales
en MES élevées réduisent les performances de désinfection.

« LadosedePFApeut étrerégulées en fonction des modes d'exploita-
tion (jour/nuit), de la concentration en MES ou de la conductivité afin
d'optimiser les injections de réactif.

« Unerelationdetype «loide puissance » et des modeles de régression
linéaires peuvent étre déterminés afin de prédire les concentrations
résiduelles en bactéries aprés désinfection a partir desinformations
de dose de réactifs ou de qualité des effluents(concentration initiale
en bactéries, MES ou DCO).
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Description des modéles biologiques utilisés

1. INTRODUCTION

Les modeles biologiques utilisés pour I'évaluation de la toxicité générale des
eaux delaSeinesouslinfluence d'une désinfection chimique ont été regroupés
dans le Tableau 20.

TABLEAU 20. Description des modéles biologiques d’évaluation de la toxicité générale

Modéles biologiques Effets observés Nombre de tests
Bactéries

Croissance(D0?) 2

(2 souches Escherichia coli)

Levures - Cryptogames eucaryotes

Croissance(D0?) 2

(Saccharomyces cerevisia)

Champignons - Ascomycéte )
Croissance(D0?) 1

(Septoria tritici)

a DO : Densité optique

Ladescriptionde chaque modeéle et lareprésentation desrésultats obtenus
serontabordéesdans cette section. Lesconditions ci-apresrefletentlanécessité
de procéder ades modifications des protocoles microbiologiques courants et,
parconséquent, du contexte expérimental, afind’analyserles différents échan-
tillons d’eau via une approche dite « whole-effluent testing » de I'effluent entier.

2. DESCRIPTION DES PANELS BIOLOGIQUES
UTILISES POUR EVALUER LA TOXICITE GENERALE

2.1. Toxicité globale au sein du modéle bactérien

Les bactéries Escherichia colisont maintenues en culture a4 °C dans des boites
de Petri, al'aide d'un milieu lysogeny broth (LB) gélosé solide, et régulierement
repiquées au besoin dans d'autres boites identiques. La veille de I'expérience,
un échantillon est prélevé, et les deux souches de sensibilités différentes sont
mises en culture en milieu LB liquide faiblement agitaté 4 37°C pendant 12 heures.
Lejourdel'expérience, lesbactéries sontremises en suspensionaune densité
optiquea600nmde 0,2(0D600 - lecteur Victor 3 Perkin ElImer)dans un mélange
composéa90 % d'eautémoinetal0 % d’'unmilieude culture bactérienconcentré
propriétaire. Les bactéries sontincubées a 37 °C, conservées sous agitation et
I'0D600 correspondant a leur multiplication est mesurée en continu toutes les
40 minutes pendant 7 heures. En paralléle, laméme expérience est menée pour
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chaque souche, avec une eau pourinjection a double distillation et un contréle
de la toxicité a I'ampicilline. Les profils des courbes obtenues sont intégrés a
l'aide d'une opération mathématique tenant compte de l'intégralité delaréponse
a chaque point expérimental en comparant les courbes des échantillons aux
courbes témoins.

2.2. Toxicité globale au sein du modéle de levures

Leslevures Saccharomyces cerevisiae sont maintenues en culture a4 °C dans des
boites de Petri, au sein d'un milieu de Sabouraud gélosé solide, et régulierement
repiquées au besoin dans d’autresboitesidentiques. Laveille de I'expérience, un
échantillon est prélevé etles deux souches de levures de sensibilités différentes
mises en culture - pendant 12 heures pour les levures non sensibles et pendant
36 heures pour les levures sensibles - en milieu yeast extract peptone dextrose
(YPD) gélosé liquide agité a 25 °C dans une atmosphére saturée en humidité. Le
jourdel'expérience, leslevuresnon sensibles sont prélevéesaune concentration
de 100000 cellules/mL dans un mélange composé a 90 % d’'eau a testereta10%
d'un milieu de culture pour levures concentré propriétaire; les levures sensibles
sont quant a elles remises a 500000 cellules/mL dans le milieu propriétaire
adjointde 90 % d’eau atester. Les levures sontincubées a37°C, conservées sous
agitation dans une atmosphere saturée en humidité, et 'OD600 correspondant
a leur multiplication mesurée en continu (lecteur Victor 3 Perkin Elmer) toutes
les heures pendant 7 heures. En parallele, la méme expérience est menée pour
chaque souche, avec un témoin négatif consistant en une eau pour injection a
double distillation et un contréle de toxicité au cadmium. Les profils des courbes
obtenues sontintégrésalaide d'une opération mathématique tenant compte de
I'intégralité delaréponse achaque point expérimentalencomparantles courbes
des échantillons aux courbes témoins.

2.3. Toxicité globale au sein du modéle fongique

Lasouche de Septoria tritici est maintenue en culture a température ambiante
dansdesboitesde Petri,auseind'unmilieu gélosé solide de dextrose de pomme
de terre et régulierement repiquée au besoin dans d'autres boites identiques.
Le jour de I'expérience, un échantillon est prélevé sur les zones formant des
spores sur la gelée, et les spores sont remises en suspension a 1000 cellules/
mL dans un bouillon de culture concentré propriétaire adjoint de 90 % d’eau
a tester. Lincubation est réalisée a température ambiante (21 °C). L'OD600,
proportionnelaunombre de cellules danslasolution, est mesuré(lecteur Victor
3 Perkin EImer)a une heure définie tous les jours pendant 7 jours. En paralléle,
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la méme expérience est menée avec un témoin négatif consistant en une eau
micropurifiée et un controle de la toxicité au cadmium (3 mg/L). Les profils des
courbes obtenues sont intégrés al'aide d'une opération mathématique tenant
comptedel’intégralité delaréponse achaque point expérimentalen comparant
les courbes des échantillons aux courbes témoins.

2.4. Présentation et interprétation des résultats

Lesniveauxde proliférationoules effets de toxicité obtenus sontillustrés parun
codecouleur:levertcorrespondaune absence d'effet significatif, lerougeaun
effet toxique important, etle bleufoncé, le cas échéant, aeffet de prolifération
important. Chaque modele biologique présente différentes limites de sensibilité
quisont prisesencompte danslareprésentation graphique(Tableau21). Pour les
modeéles bactériens et de levures, deux souches distinctes sont utilisées: une
souche dite « sensible », dépourvue de systéemes de défense contre les toxines
présentes dans I'environnement; et une souche naturelle (dite « sauvage »),
qui ne présente aucune de ces déficiences. Le modele sensible est incapable
de survivre dans I'environnement car il manque de capacités de résistance et
donc d'adaptation au stress toxique. Ces conditions attestent, avec un tres
bonniveaude sensibilité, laprésence de substancesimpactantlesorganismes
vivants. En contraste, le modele de type sauvage, que lI'on trouve couramment
dansl’environnement, permet de remettre en contexte la présence et I'impact
des polluants en mesurant leurs effets sur un organisme capable de résister
et de s'adapter. Lassociation de ces deux éléements d'information permet de
pondérer I'interprétation du signal mesureé.

Chaque test consiste a mesurer la croissance de la population cible en
présence de I'échantillon a tester. Cette croissance est ensuite comparée ala
croissance de référence (témoin) obtenue en conditions idéales (sans stress
toxique). Apres avoir intégré le signal mesuré en fonction du temps, la compa-
raison est effectuée au niveau de la cinétique de croissance et du taux de
croissance final. Les résultats sont exprimés en pourcentage de prolifération
de la population, correspondant au ratio entre les conditions de témoin sans
stress et les conditions de I'essai avec stress.
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3. DESCRIPTION DES PANELS BIOLOGIQUES UTILISES
POUR EVALUER LA PERTURBATION ENDOCRINIENNE

3.1. Description des modéles biologiques

Lesmodelesbiologiques utilisés pour évaluerles perturbations endocriniennes
dans des échantillons d'eau de Seine apres désinfection chimique ont été
regroupés dans le Tableau 22.

TABLEAU 22. Description des modéles biologiques d’évaluation de la perturbation
endocrinienne

Modéles biologiques Effets observés
Amphibien xenope TH/bZIP Activité thyroidienne
(Xenopus laevis) (effet sur le développement)
Alevins médaka ChgH-GFP Activité oestrogénique
(Oryzias latipes) (effet sur lareproduction)
Alevins médaka SPG-GFP Activité androgénique
(Oryzias latipes) (effet surlareproduction)

Troistypesde perturbateursendocriniens sont évalués: thyroidiens, cestro-
géniques etandrogéniques. Cesactivitéshormonalesont été analyséesgracea
destestsbaséssurdesorganismesvertébrésaquatiques delaboratoire, poissons
et amphibiens, représentatifs de I'espéce animale dans I'¢cosystéme (AFNOR
T90-716-1 et 2: «Qualité de I'eau - Mesure par fluorescence in vivo des effets
perturbateurs endocriniens des eaux naturelles et eaux résiduaires - Partie 1:
mesure des effets surl'axe thyroidien d'embryons d'amphibiens(Xenopus laevis)
- Partie 2: mesure des effets sur I'axe cestrogénique et de l'activité de I'enzyme
aromatase d'embryons de poissons(0Oryzias latipes)»).

Lesessaisréaliséssurlespoissonspermettentde détecterles perturbateurs
cestrogéniques et androgéniques, dont I'on sait qu'ils entrainent une inversion
des sexes chez les poissons. Les perturbateurs thyroidiens sont quant a eux
ciblés par un test réalisé sur des tétards d'amphibiens dont la métamorphose
estimpactéelorsqu’ilssontencontactavec cescomposeés. Plusconcretement,
I'nfa des perturbations endocriniennes se fait a l'aide de larves aquatiques
modeles: tétards de 'amphibien xénope pour les perturbations thyroidiennes,
etalevins du médaka pour les perturbations cestrogéniques et androgéniques.
Cesorganismes comportent des modifications génétiques quileur permettent
d’émettre unrayonnementlumineuxlorsqu’ils sont en contactavec des molécules
quimodifientle fonctionnement des axes hormonaux ciblés. LaFigure 39illustre
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l'augmentation de la fluorescence obtenue lorsqu’un tétard bio-indicateur est
en contact avec une eau polluée par des perturbateurs thyroidiens.

Tétard observé sous lumiére blanche

Tétards observés a des longueurs d’ondes spécifiques

Eau « polluée » Eau témoin

FIGURE 39. Observation des tétards utilisés comme bio-indicateurs sous lumiére blanche
et par fluorescence a des longueurs d’ondes spécifiques, mis en contact avec différents
types d’eau (polluée et témoin)

Pour détectertoutesles perturbations possibles, les échantillons sont testés
avec et sans co-traitementavec hormonelors de phases ditesrespectivement
«stimulée » et «non stimulée ». Les stades larvaires utilisés ne syntheétisent
pas encore ces hormones; c’'est pourquoi cette stimulation révele certains
meécanismes d’action de micropolluants qui génerent des perturbations endo-
criniennes impossibles a détecter en I'absence d’hormones. Les essais sont
meneés enlaboratoire comme suit: leslarves sont exposéesades échantillonsen
plagues(B puits)pendant 24 ou 96 heures pourlesalevins, et pendant 48 heures
pourlestétards. Leslarves sont ensuite transférées dans des plaques(96 puits)
etlafluorescence estanalysée al’aide d'une imagerie automatisée : uneimage
de chaque larve est capturée sous une illumination spécifique visant arévéler
I'éventuelle fluorescence, et un algorithme d‘analyse d'images est exécuté
afin d’obtenir une quantification de cette derniere. Une analyse statistique est
ensuite réalisée afin de comparer les valeurs de fluorescence obtenues pour
les échantillons test avec celles de larves témoins exposées a de I'eau Evian.
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3.2. Etats physiologiques des modéles biologiques appliqués

Chaque échantillon est testé dans deux états physiologiques: non stimulé et
stimulé. Pour I'axe thyroidien en état non stimulé, les larves sont exposées a
I'échantillon ou aux molécules de référence diluées dans le milieu de test pour
les groupes témoins. Dans cet état, il devient possible de mesurer une hausse
de la fluorescence larvaire induite par les conditions testées; il s'agit d'une
phase pro-thyroidienne qui active I'axe thyroidien. Le seuil physiologique de
perturbation pro-thyroidienne(100 % surI'échelle des perturbations)est repré-
senté par le contrdle positif, qui témoigne de I'activité obtenue avec 3,25 ug/L
de I'hormone thyroidienne T3. Cette concentration correspond a la concen-
tration plasmatique de I'hnormone T3 lors de la métamorphose des tétards, qui
est une référence physiologique pour les perturbations thyroidiennes définie
dansleslignes directrices du test n®231de |'Organisation de coopération et de
développement économiques (OCDE). Lorsque ce niveau d'activité est atteint,
il est certain que I'échantillon aun pouvoir de perturbation endocrinienne avec
des effets déléteres sur la faune. En état stimulé, les larves sont exposées a
I'échantillon ou aux molécules de référence (témoins), dilués dans le milieu
d’essai auquel on a ajouté 3,25 pg/L d’hormone thyroidienne T3. Dans cet état,
ilest possible de mesurerune hausse ou une baisse de lafluorescence larvaire
induite par les conditions a tester, indiquant une activité pro-thyroidienne ou
antithyroidienne, avec activation ou inhibition de I'axe thyroidien:

« Activité pro-thyroidienne (100 % sur I'échelle des perturbations): le
seuil de perturbations pro-thyroidiennes est établi par un témoin positif
représentant l'activité de I’hormone thyroidienne T3 en état stimulé
(milieu d'essai augquel on a ajouté I'hormone thyroidienne T3), exprimant
le niveau de fluorescence larvaire aprés exposition aune dose hormonale
qui sature laréponse physiologique;

- Activité antithyroidienne(-100 % surl’échelle des perturbations): le seuil
physiologique de perturbations antithyroidiennes est établi paruntémoin
négatif en état non perturbé (milieu d'essai uniquement). Une condition
expérimentale quiinduituneinhibition delafluorescence larvaire en état
stimulé (milieu d'essai avec ajout d'hormone thyroidienne T3)révele une
activité antithyroidienne.

Pourl'axe cestrogénique en état non stimulé, leslarves sont exposées soit a
I’échantillon, soitaux molécules deréférence diluées dansle milieu d'essai pour
les groupes témoins. Dans cet état, il est possible de mesurer une hausse de
la fluorescence larvaire induite par les conditions testées; cette activité pro-
cestrogénique active lI'axe cestrogénique. Le seuil physiologique de perturbation
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pro-cestrogénique estreprésenté parle niveau de fluorescence correspondant
ala dose de 64 ng/L d’hormone éthinylestradiol. Cette dose est la plus faible
dose capable d’induire un effet physiologique d'aprées les lignes directrices du
test OCDE n° 230 sur le médaka. L'effet physiologique observé a cette concen-
tration est I'apparition d'un intersex dans tout ou partie de la population, qui
se reflete par la présence de tissus ovariens dans les testicules des poissons
males. Lorsque ce niveau d‘activité est atteint, il est certain que I'échantillon
a un pouvoir de perturbation endocrinienne avec des effets délétéres sur la
faune. Enétat stimulé, leslarves sont exposéesal'échantillon etaux molécules
deréférence, diluésdansle milieud’essaiauquel onaajouté 30 ug/L de testos-
térone. Dans cet état, il est possible de mesurer une hausse ou une baissedela
fluorescence larvaire induite par les conditions testées, indiquant une activité
pro-cestrogénique ou anti-cestrogénique, quiactive ouinhibe I'axe cestrogéne:

- Activité pro-cestrogénique (100 % sur I'’échelle des perturbations): le
seuil de perturbations pro-cestrogénique est attesté par un témoin
positif représentant l'activité de 64 ng/L d’éthinylestradiol stimulé(milieu
d’essai auquel on a ajouté de la testostérone), en donnant le niveau de
fluorescence larvaire aprés exposition a une dose hormonale qui sature
laréponse physiologique;

- Activité anti-cestrogénique(-100 % sur I'échelle des perturbations): le seuil
physiologique des perturbations anti-cestrogéniques est indiqué par un
témoinnégatif d’inhibition partraitement deslarvesaufadrozolea10 pg/L
en état stimulé (milieu d'essaiauquelonaajouté de latestostérone). Leffet
physiologique observé est une modification du ratio gonado-somatique
des poissons males pendant réalisation du test OCDE (Ankley et al., 2002).

Pour I'axe androgéne en état non stimulé, les larves sont exposées soit a

I'echantillon, soitaux molécules deréférence diluées dansle milieu d'essai pour
les groupes témoins. Dans cet état, il est possible de mesurer une hausse de
la fluorescence larvaire induite par les conditions testées. Cette activité pro-
androgene active I'axe androgéne. Le seuil physiologique des perturbations
pro-androgenes estreprésenté paruntémoin positif correspondant al’activité
de 5 pug/L de la 17a-méthyltestostérone. Cette dose d’hormone provoque une
baissedelaféconditéetlaprésencede caractéristiques sexuelles secondaires
de sexe male chez les femelles (Pawlowski et al., 2004). En état stimulé, les
larves sont exposées a I'échantillon ou aux molécules de référence (groupes
témoins), dilués dans le milieu d’essai auquel on a ajouté 5 ug/L d’hormone
androgéene 17a-méthyltestostérone. Dans cet état, il est possible de mesurer
une hausse ou une baisse de la fluorescence larvaire induite par les conditions
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expérimentales, indiquant une activité pro-androgene ou anti-androgene qui
active ou inhibe I'axe androgéne:

« Activité pro-androgene(100 % surl'échelle des perturbations): le seuil de
perturbations pro-androgenes estattesté paruntémoin positif représen-
tantl'activité de5ng/L de 17a-méthyltestostérone en état stimulé(milieu
d'essaiauquel onaajouté de la17a-méthyltestostérone), donnantainsile
niveau de fluorescence larvaire apres exposition a une dose hormonale
qui sature laréponse physiologique;

o Activité anti-androgéne (-100 % sur I'échelle des perturbations): le seuil
physiologique des perturbations anti-androgénes estindiqué parun témoin
négatif dénotant I'activité de 500 pg/L de I'inhibiteur flutamide en état
stimulé (milieu d'essai auquel on a ajouté de la 17a-méthyltestostérone).
Leffet physiologique induitaune concentration de flutamide de 500 ug/L
est une absence de nidification due a l'inhibition de la synthése de la
protéine spiggin chez les méales (Sebire et al., 2008), ainsi qu'une impor-
tanteinhibition, tant chezles méales que chezles femelles, delasynthése
de cette méme protéine normalementinduite suite a un traitement pro-
androgeéne (Katsiadaki et al., 20086). La production de la protéine spiggin
est de fait le critére physiologique utilisé dans les lignes directrices du
test OCDE GD 148.

3.3. Présentation et interprétation des résultats

Pour établirle niveau de contamination de I'échantillon, la fluorescence larvaire
induite par I'échantillon d’eau testé est comparée a celle des témoins négatifs
(eau minérale) et positifs (eau dopée aux hormones de référence). Les valeurs
de fluorescence obtenues pour les témoins négatifs correspondent al'activité
biologique naturelle normale des organismesvivants et ne concordent pasavec
celles constatées lors de perturbations hormonales induites par voie externe.
Lesvaleursdefluorescence obtenues pourlestémoins positifs servent a définir
le seuil de perturbation endocrinienne. Déslors que I'intensité de fluorescence
induite par un échantillon excéde ce seuil, il est probable qu’une exposition a
cet échantillon donne lieu a des effets physiologiques néfastes(Figure 40). La
concentration de triiodothyronine (hormone thyroidienne T3) présente dans le
témoin positif utilisé pour les essais thyroidiens est de 3,25 ug/L. Cette concen-
tration correspond alacharge physiologique relevée dans le plasma de tétards
durant leur métamorphose, dans leur état naturel(Leloup & Buscagalia, 1977), et
estdécrite danslalittérature comme pouvant causer des effets physiologiques
néfastesaveéréssilestétardsysont exposésadesstadesnon-métamorphiques,
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a savoir une acceélération de la métamorphose des Xenopes voire une morta-
lité (Shi et al., 1998). Pour le témoin positif des essais relatifs aux hormones
cestrogéniques, laconcentration d’éthinylestradiol utilisée est de 64 ng/L, que
lalittérature décrit comme une concentration pouvant altérer la reproduction
des poissons(Seki et al., 2002).

Effet physiologique Effet physiologique
avéré ‘I 5 '| aveéré
<SRN n = N E—
Effet en anti Effet en pro

FIGURE 40. Echelle de lecture des résultats obtenus pour les différents modéles
biologiques de perturbation endocrinienne

Au-dela d’'une illustration qualitative des résultats afin de fournir des infor-
mations surlacapacité del'échantillonainduire un effet physiologique néfaste,
ces résultats sont également exprimés sous forme quantitative. Dans chaque
expérience, en plus des larves exposées aux échantillons, d'autres sont expo-
séesadifférentes concentrationsde l'hormone deréférence pour générerune
courbe étalon permettantderelierlafluorescence obtenue aveclaconcentra-
tion hormonale. A partir de cette courbe étalon, les valeurs de fluorescence
enregistrées suite aux tests des échantillons peuvent étre converties en équi-
valents hormonaux et permettre ainsi d’établir laconcentration hormonale qui
induirait la méme variation de fluorescence que I'échantillon. Lutilisation de
ces équivalents hormonaux permet de comparerlesrésultats obtenus pourles
échantillons testés dans le cadre de différentes expériences.
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Application des modéles biologiques pour l'évaluation
de linnocuité environnementale de la désinfection

1. INTRODUCTION

Afind'évaluerl’innocuité environnementale del'acide performique (PFA)vis-a-vis
delaSeine, Une étude surdeux ans a été menée. Les testsont été conduitsala
fois enlaboratoire et en conditions de pilote industriel pour évaluer I'innocuité
du traitement a chaque échelle. Les résultats de ces tests et leur signification
sont présentés dans ce chapitre.

2. TESTS D’'INNOCUITE EN LABORATOIRE

2.1. Description de l'approche expérimentale

Les tests de toxicité du PFA ont été realisés sur des échantillons ponctuels de
rejets de I'usine d'épuration Seine Valenton du SIAAP (SEV, 2,6 millions EH) et
des eaux de Seine-Choisy, en aval de I'usine SEV. Afin d'évaluer I'impact des
rejets désinfectés au PFA provenant de SEV sur le milieu naturel dans cette
configuration, deux points clés ont été identifiés et pris en compte.

Le premier concerne la préparation des échantillons a tester: il s'agit de
reconstituer un échantillon représentatif du milieu naturel situé dans les alen-
tours immédiats des rejets de l'usine (Figure 41).

Evaluation en laboratoire de I'impact de la désinfection sur les eaux de surface
Acide
performlque Eau derejetnon
(215puL) B T désinfectée
(200mL)
Eau derejet
(1,8L) 10 min
SN Eau de Seine
Agltatlon Eau derejet 200mL (1.8L)
désinfectée
Echantillon a Echantillon de
tester référence

FIGURE 41. Protocole expérimental d’évaluation de I'innocuité des eaux usées désinfectées
une fois rejetées en Seine

Acettefin, des conditions « défavorables » ont été adoptées, correspondanta
une proportionde 10 % parvolume d’'eauxrejetées dansles eauxdelaSeine. Cette
proportion a été calculée a partir d'un débit de rejet estival élevé (30°™e centile
de lapériode 2016-2017) couplé a un faible débit de la Seine en amont de I'usine
SEV(10éme centile de la période estivale 2016-2017). Pour la désinfection des eaux
rejetées, une forte concentration de 2 ppm de PFA a éteé utilisée. Deux types
d’échantillons ont été obtenus: des eaux de la Seine mélangées a des eaux de
rejet, et des eaux delaSeine mélangéesadeseaux derejet désinfectées. Dans
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cederniercas, leseauxderejetontbienentendu été désinfectées séparément
avant leur mélange avec les eaux de la Seine.

Le second pointclé concernel’instabilité du désinfectant PFA. Il a été décidé
de préparer le désinfectant extemporanément, juste avant la conduite des
différents essais biologiques.

2.2. Estimation de la toxicité générale

Lesrésultatsdes mesures de toxicité générale pourles modeles bactériens, de
levures et fongiqueslorsdestrois essais enlaboratoire sontillustrés Figure 42.
Cestestsbiologiquesont été menéssurlesdeuxtypesd’échantillonsdécrisdans
le paragraphe précédent: des échantillons d’eaux de la Seine comportant des
eaux de rejet (« échantillons sans désinfection » Figure 42) et des échantillons
d'eaux de la Seine comportant les mémes eaux rejetées préalablement désin-
fectées avec 2 ppm de PFA (« échantillons avec désinfection »).
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FIGURE 42. Résultats a I’échelle laboratoire des tests de toxicité générale [effet sur la
croissance des populations (%)] des eaux usées traitées avec et sans désinfection a I’acide
performique mélangées aux eaux de Seine
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Lesniveauxde prolifération oules effets de toxicité obtenus sontillustrés par
uncode couleur:levertsignifie une absence d’effet significatif, la progression
dujauneaurouge dénote des effets toxiquesaverés plus oumoins marqués;les
nuances de bleu sont quant a elles associées a des effets prolifératifs plus ou
moinsimportants. Lesrésultats sont exprimés en pourcentage de prolifération
delapopulation, correspondantauratiod’accélération dudéveloppement entre
les conditions sans stress et les conditions test. Dans le reste de cette partie,
chaque essaiseraabordé séparément avant de conclure surlatoxicité globale.

Lesrésultatsobtenusapartirdes échantillonstestésenlaboratoire montrent
une absence de toxicité générale vis-a-vis des modeles bactériens pour les
échantillons contenant des eaux rejetées avant ou aprés désinfection (Figure
42a et b). Les deux modeéles testés (souches sauvages et sensibles) affichent
une croissance des populations variant respectivement entre -12 et 7% et
entre-1,5et19,2 %. Comme indiqué dans la Figure 42a, ces valeurs ne different
pas de celles de référence (couleur verte). Les bactéries ne semblent pas étre
impactées par les échantillons testés, méme dans le cas du modeéle sensible
dépourvu de systemes de défense cellulaire. Dans ces conditions, la présence
d'eaux rejetées désinfectées avec une concentration extréme (2 ppm de PFA)
n'est pas toxique pour le modéle bactérien.

En ce quiconcerne le modele de levures, les résultats obtenus a partir des
échantillonstestésenlaboratoire affichent une absence de toxicité générale pour
lasouchedetype sauvage(Figure 42cetd). Lesvaleursd'écart de croissance par
rapportautémoin, quise situententre-1et 13,7 %, dénotent une similarité avec
I'état dereférence. Enrevanche, pourle modele sensible, unléger effet toxique
des échantillonstest est misen évidence: pour cette souche, un écartde crois-
sance de-12,7a-32,1% par rapport au témoin est obtenu pour les échantillons
comportant des eaux rejetées non désinfectées. Ces valeurs correspondent a
un effet nul pour deux des trois itérations du test, mais la valeur de I'impact le
plus élevé(-32,1%)classe ce dernier danslacatégorie des effetsmodérés mais
significatifs. llyadonclauneffet des eauxrejetées enl'état. En contraste, sur
les échantillons comportant des eauxrejetées désinfectées, des effets toxiques
sontindiqués paruneréductiondelacroissance comprise entre-18,9et-27,3 %
parrapportautémoin. Méme siladifférence est minime, ladésinfection semble
ici reduire I'impact toxique du réplicat associé a une toxicité basale des eaux
rejetées. Quoi qu'il en soit, les effets toxiques constatés n‘apparaissent que
surle modele sensible et demeurent somme toute modérés. C'est pourquoi sur
I'echelle d'impacts, ces effets sont notés comme «faibles mais significatifs »
d’'aprésle codedeclassification. Leslevures sans systemes de défense semblent
systématiquementimpactées parlaprésence d'eauxrejetées désinfectéession
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lescompare auxmémes échantillons sans désinfection préalable. Laprésence
d'eaux rejetées désinfectées a une concentration extréme (2 ppm de PFA) n‘a
in fine aucun effet sur le modele de levures de type sauvage, mais exerce tout
de méme un impact faible statistiqguement significatif sur le modele sensible.

Lesrésultatsobtenussurles échantillons testésenlaboratoire démontrent
unelégere prolifération de lapopulation de cellules au sein du modéle fongique
(Figure 42e). Sur ce point, les échantillons comportant des eaux rejetées préa-
lablement désinfectées ne semblent pas différer par rapport aux échantillons
comportant des eaux rejetées avant désinfection. Les valeurs se situent entre
-3,8et101,2 % pour les échantillons d'eaux rejetées avant désinfection, et entre
4,1et92,44 % pourles échantillons comportant des eauxrejetées désinfectées.
Cesvaleursindiquentlaprésence d’effets de prolifération modérésaimportants,
susceptibles de refléter la présence de matieres organiques nutritives dans le
milieu, vraisemblablement couplée a une absence de stresseurs spécifiques
de la physiologie des champignons du test. Ces effets s'observent sur les deux
types d'échantillons qu'il y ait présence ou non de désinfectant. La présence
d’eaux rejetées désinfectées a une concentration élevée (2 ppm de PFA) ne
semble pasaltérerlapropensionainduire une prolifération de cellules, comme
observé sur les échantillons d’eaux de la Seine comportant des eaux rejetées
avant désinfection. Les effets observés sont attribuables a une combinaison
de facteurs favorisant la multiplication des cellules fongiques.

2.3. Estimation de la perturbation endocrinienne

Pourtousles échantillons, lesrésultats obtenus au terme destrois campagnes
indiquent I'absence d'effets surl’axe thyroidien, que ce soiten présence d’effluents
désinfectés ou non(nonreprésenté ici).

Une évaluation des perturbations cestrogéniques des trois échantillons
testés est présentée Figure 43.
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Oestrogénique
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FIGURE 43. Résultats a I’échelle laboratoire des tests de perturbation oestrogénique
[en équivalents hormonaux d’éthinylestradiol (EE2/L) et en effets physiologiques
observables (%)] des eaux usées traitées avant et aprés désinfection a I’acide performique
mélangées aux eaux de Seine

Ces résultats sont exprimés en équivalents hormonaux d’éthinylestradiol
et en effets physiologiques pour chaque état (non stimulé et stimulé). Le seuil
physiologique (représenté par la zone en rouge) est établi par une dose d’hor-
mones ou de molécules de reférence perturbant le systéme endocrinien et
induisant un effet néfaste surl'organisme.

Il est a noter qu’en mode stimulé, un co-traitement composé de 10 ng/L de
testostérones est appliqué a I'échantillon test (niveau de référence en état
stimulé). Untraitement composé de 64 ng/L d'éthinylestradiol (EE2)est ensuite
realisé afin d'identifier le seuil physiologique des perturbations pro-cestrogé-
niques(témoin d‘activation positive en état stimulé)ouavec 10 ug/L de fadrozoles
pour identifier le niveau physiologique de perturbations anti-cestrogéniques
(témoin positif d'inhibition en état stimulé). Le traitement a la testostérone
permet de placer les embryons dans des conditions ou I'axe cestrogénique
est activé. Dans ces conditions, I'essai prend en effet en compte les effets de
I'enzyme aromatase, enzyme responsable dela production endogene d'estradiol
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a partir de testostérone; elle contrdle ainsi I'équilibre délicat entre les cestro-
génes et la testostérone dans I'organisme et contribue ainsi a la définition des
caracteres sexuels des individus. La perturbation de 'aromatase est I'un des
critéres de perturbation cestrogénique définis par I'OCDE (lignes directrices
destests OCDE 229 et 230). Le mode stimulé permet dans ce cadre de détecter
les composés qui altérent la fonction de I'aromatase (inhibition de sa synthése
protéique, activation ouinhibition enzymatique)etles antagonistes desrécepteurs
nucléairesspécifiques. Lesrésultats sont exprimés en équivalents hormonaux
d'éthinylestradiol (EE2/L). Ce calcul indique quelle concentration de I'hormone
éthinylestradiol correspond au potentiel hormonal d'un échantillon testé. Pour
compléter cette analyse, une étude de larelation dose-réponse de I'éthinyles-
tradiol estréalisée parallelement al’essaiafin de modéliser une courbe étalon.
Lavaleur de fluorescence obtenue pourl'échantillon est alors représentée sur
cette courbe, puis convertie en équivalent d'éthinylestradiol. Sur I'échelle des
perturbations, 0 % correspond a I'absence totale d'activité endocrinienne et
100 % a une activité endocrinienne atteignant le seuil physiologique.

Ces résultats ont montré une absence d'activité cestrogénique détectable
en mode non stimulé sur 'ensemble des trois essais et quelles que soient les
conditions: les échantillons d'eaux de Seine comportant des eaux de rejet non
désinfectées n‘activent pas I'axe cestrogénique, et ajouter des eaux de rejet
désinfectéesestaussisanseffet. Enrevanche, enmode stimulé avec activation
préalable del'axe cestrogénique, un potentiel anti-cestrogénique peut étre misen
évidence. Pource mode, les eaux de laSeine comportant des eauxrejetéesnon
désinfectées présentent un potentiel(anti-) cestrogénique correspondant a-34,
-46et-86ngEE2/L surlestroisessais, ce quireprésenterespectivement 39, 38
et72 % duseuild’inhibition physiologique de I'axe cestrogénique. Cesrésultats,
bien que quantifiables(notamment en regard des conditions témoins), restent
néanmoins en-dessous des niveaux connus pour produire un effet néfaste surle
développementdes organismesaquatiques étudiés. Concernant les échantillons
deseauxdelaSeineauxquelsaétéajouté des eauxrejetées désinfectées, aucun
effet surl'axe cestrogénique n‘a été détecté enmode stimulé surles deux premiers
essais, avec toutefoisuneffetde-62ng EE2/L détectélors du troisieme essai.
Lestroisoccurrencesde cetest présententdesdifférencesnotables: pourles
deux premiers essais, on observe une disparition quasi-totale de I'effet anti-
cestrogénique aprés l'ajout d'eaux rejetées désinfectées. Cela signifie que les
especesrestantes apresaction du désinfectant ne présentent plus d'activités
cestrogéniques notablesenregard destrois niveauxou elles peuvent s'exprimer
(conversion hormonale, expression protéique ou réponse des récepteurs).
Pourletroisieme essaienrevanche, une activité anti-oestrogénique résiduelle
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reste détectable, mais passede-86a-62ngEE2/L avecladésinfection, ce qui
correspond a une diminution des réponses physiologiques de 20 points (72 %
ab2 %)entre les deux échantillons. Cette campagne invite a supposer laréma-
nence de molécules présentant une activité hormonale, en contraste avec les
deux précédentes.

Dans I'ensemble, la présence d'eaux rejetées désinfectées a une forte
concentration de 2 ppm de PFA, qui plus est dans un contexte de simulation
de conditions hydrologiques défavorables (proportion élevée d’eaux rejetées
désinfectées dans I'environnement naturel), n'a quoi qu'il en soit aucun impact
significatif sur I'axe cestrogénique. Les valeurs quantifiées en laboratoire
n‘excedent jamais les seuils des effets physiologiques, et un effet potentiel de
limitationanti-cestrogénique améme étéidentifié en présence d’eauxrejetées
désinfectées.

Une évaluationdes perturbationsandrogéenes surles trois échantillons testés
est présentée Figure 44.
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FIGURE 44. Résultats a I'échelle laboratoire des tests de perturbation androgénique
[en équivalents hormonaux de flutamide (ug flutamide/L) et en effets physiologiques
observables (%)] des eaux usées traitées avant et aprés désinfection a I’acide performique
mélangées aux eaux de Seine

168



Efficacité de la désinfection chimique par acide performique

Lesrésultats sont calculés parcomparaison del'échantillon au seuil physio-
logique pourles deux états physiologiques non stimulé et stimulé. Cette compa-
raison est exprimée en équivalents hormonauxde flutamide (pg flutamide/L) et
en pourcentage du seuil des effets physiologiques. Ces seuils correspondent
aunedose d’hormone reconnue comme perturbant le systeme endocrinien ou
desconcentrations de molécules de référenceinduisantun effet néfaste avéré
sur l'organisme.

[lestanoter gqu’en mode stimulé, un co-traitementavecb5ng/L de’hormone
pro-androgéne 17a-Méthyltestostérone (17MT) est appliqué a I'échantillon
testé(témoin positif d'activation en état stimulé). Ce seuil est choisience qu'il
correspond a des concentrations masculinisantes induisant une baisse de la
fécondité couplée a la présence de caractéristiques sexuelles secondaires
males chez les médakas femelles (Pawlowski et al., 2004). Un traitement
comprenant500ug/L del’hormone anti-androgene flutamide (en plus de 17MT)
est ensuite ajouté, qui permet de définir un seuil correspondant a I'extinction
du signal pro-androgéne, au-dela duquel une perturbation anti-androgene
peut étre identifiée. Ce seuil induit une absence de production de nids due a
une inhibition totale de la synthése protéique de spiggin chez les épinoches
males(Sebire et al., 2008), ainsi qu’a une inhibition significative de la synthese
protéique de spiggin induite tant chez les femelles que les méales suite a un
traitement pro-androgéne (Katsiadaki et al., 2006). Cette concentration de
flutamide entraine également une chute de la fécondité des poissons et des
altérations histologiques des ovaires et des testicules (Jensen et al., 2004).
Les résultats sont alors exprimés en équivalents hormonaux de 17MT ou de
flutamide. Ce calculindique aquelle concentration de flutamide anti-androgene
correspond I'éventuel potentiel hormonal dans I'échantillon. Pour compléter
cetteanalyse, une étude de larelation dose-réponse du flutamide est réalisée
parallelement a I'essai afin de modéliser une courbe étalon. La valeur de fluo-
rescence obtenue pourl'échantillon est ensuite représentée sur cette courbe,
puis convertie en équivalent hormonal. Sur I'échelle des perturbations, 0 %
correspond a l'absence totale d’activité endocrinienne et 100 % a une activité
endocrinienne atteignant le seuil physiologique.

Cesrésultatsnous permettent de mettre enévidence une absence d'activité
androgéne en mode non stimulé sur les trois essais: ni les échantillons d'eaux
de la Seine comportant des eaux rejetées non désinfectées, ni ceux compor-
tant des eaux rejetées désinfectées ne semblent activer I'axe androgene. En
revanche, en mode stimulé via une activation préalable de I'axe androgéne, un
potentiel effet anti-androgéne est détecté sur deux des trois échantillons. La
premiére occurrence, trés peu marquée, concerne des eauxde Seine auxquelles
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a été ajouteé des eaux rejetées deésinfectées et correspond a un potentiel de
7.1 ug flutamide/L, c'est-a-dire un seuil d’'effets physiologiques de 1%, sans
perturbationenprésence des eauxrejetéesnondésinfectées. Laproximité des
valeurs obtenues pour ces perturbations par rapport aux limites de détection
reste ainsi a nuancer en regard de lI'absence d’effet anti-androgéene dans les
autres conditions de ce test. Toutefois, une seconde occurrence de détection
bien plus importante a porté a nouveau sur des échantillons d'eaux de Seine
adjointsd’eauxrejetéesdésinfectées pourlesquelsun potentielanti-androgene
de 300 ug flutamide/L (niveau de réponse physiologique de 60 %) ont été atteints.
En revanche, sur le troisieme essai, aucune perturbation n‘a été identifiée.
Dans I'ensemble, si sur les trois essais aucune activité pro-androgéne n'a pu
étre identifiée en mode non stimulé, en mode stimulé, trois comportements
distincts ont été observés pour les échantillons contenant des eaux rejetées
désinfectées: uneabsence totale d'effet, lapossible disparition d’un effet exis-
tant et enfin I'enregistrement d'une occurrence d’effet marqué. A lalumiére de
ces comportements peu congruents, aucune tendance systématique ne peut
étre mise en lumiere concernant une éventuelle perturbation anti-androgene
due ala présence du désinfectant. Les différences entre les réponses plus ou
moins intenses semblent dépendre de la nature vraisemblablement évolutive
des molécules présentes au sein du milieu. Certaines molécules auront ainsi
tendance ainteragir de maniere positive, négative ouinerte vis-a-vis des eaux
rejetées désinfectées(ou des SPD)parrapport al'axe androgéne. Dans tous les
cas, malgré une concentration extréme de 2 ppm de PFA appliquée aux eaux
rejetées désinfectées, les valeurs quantifiées dans ces conditions controlées
en laboratoire n‘ont jamais dépassé les seuils d’effets physiologiques.

3. TESTS D’'INNOCUITE A L'ECHELLE INDUSTRIELLE

La toxicité globale et les perturbations endocriniennes ont été mesurées sur
des échantillons prélevés directement en amont et aval du rejet en Seine de
I'usine d'épuration, afin d’évaluer I'impact des rejets sur le fleuve avec et sans
injectionde PFA. Anoter que selonles conditions météorologiques, des épisodes
isolés de déversements ou débordements des réseaux peuvent survenir entre
ces deux points, impactant la qualité de I'eau. Se référer a la section dédiée a
I'echantillonnage (Partie 2 - Chapitre 1) pour plus d’informations.
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3.1. Estimation de la toxicité générale en Seine

Le suivi de la toxicité générale de la Seine réalisé dans le cadre des essais a
I'echelleindustrielle consistait en des essais surlesbactéries, levures et cham-
pignonsréalisésenamontetavaldurejetdel’'usine SEV. Durant ces essais, des
périodes sansdésinfection chimique ont également été suivies afind'établirles
données de base (avant le début des essais) et d'évaluer toutes perturbations
potentielles de systemes aquatiques lors de la période post-désinfection. Les
résultats obtenus en matiere de toxicité globale lors de la phase de suivi sur
10 semaines(de la semaine 35 ala semaine 44) sont illustrés Figure 45.
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Comme décrit précédemment, pour les essais sur les bactéries et levures,
deux variants ont été mobilisés: une souche sensible dépourvue de certains
meécanismes de défense, et une souche de type sauvage sans ces déficiences.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de prolifération de la population,
ce qui correspond au ratio du décompte cellulaire comparant les conditions
de contréle sans stress et les conditions de test. Un code couleursindiquant le
niveau de toxicité obtenu est fourni pourreprésenterle niveau des effets toxiques
(allant de vert arouge), ou d'éventuels effets prolifératifs en nuances de bleu.

LesrésultatsobtenusdanslaSeinelorsdesessaisde désinfectionindiquent
une absence de toxicité globale pour le modéle bactérien de type sauvage,
avec une absence de réponse des bactéries sauvages dans prés de 90 % des
cas, que ce soit en amont ou en aval de 'usine SEV. Les valeurs donnent une
croissance comprise entre -16 et 15 % pour les eaux en amont de SEV, et entre
-bet+17 % en aval(Figure 45a), ce qui est dans I'ensemble similaire ala situation
de référence. Un effet de faible ampleur mais statistiqguement significatif a
toutefois été observé enavalde SEVlorsdelapremiére saison, avec unimpact
légerement plus prononcé qu’en amont. Ces effets sont probablement dus aux
conditions pluvieusesdelajournée concernée. Parailleurs, un autre effet faible
mais significatif a été observé en amont de SEV sans qu’on ne le retrouve en
aval. S'agissant du modele bactérien sensible, aucun effet significatif n'a été
observédanslaSeineenamontde SEV. Enrevanche, enaval, un effet faible mais
significatif a été détecté danslamoitié des cas(Figure 45b). Ces faibles effets,
consistant en une modulation comprise entre -2 et -29 % de la croissance en
amont de SEV, et entre -6 et -52 % en aval de SEV, ne coincident toutefois pas
avec une quelconque période de désinfection. On peut a ce propos constater
quelereste dutemps(50 % de lafréquence de survenue), aucun effet significatif
N‘a été détecté entre les points en amont et en aval de SEV.

[l estimportant de noter que les effets toxiques observés restent modérés
et correspondent systématiquement a des épisodes pluvieux plutét qu‘a des
périodes de fonctionnement deladésinfection. Lesdégradationsbienconnues
de qualité associéesacescontextessontduesadesapports d'effluents causant
vraisemblablement unstress physiologique chezlasouche sensible. Cesrésul-
tats correspondent parfaitement aux résultats obtenus en laboratoire (aucun
effet toxique de la désinfection chimique n'a été révélé sur les deux modeéles
sauvages et sensibles), et auraient plut6t tendance a confirmer la piste des
apports d'effluents externes(déversoir d'orage, lessivage des sols, etc.) ou un
changement dans la matrice d’eaux rejetées avant désinfection, tels que l'ont
observé Ragazzo et al.,2017.
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Pour les levures de type sauvage, les résultats obtenus dans les eaux de la
Seine lors des essais de désinfection n‘affichaient systématiquement aucune
toxicité globale nienamontnienavaldel'usine SEV. Lesvaleurs étaient comprises
entre-3et+28 % de modulation de croissance enamont de l'usine SEV, et entre
-6 et +37 % en aval (Figure 45c); ces valeurs sont globalement similaires aux
valeurs de référence, sauf pour deux points (39 et 43). Pour ces derniers, un
effet stimulant la prolifération, faible mais significatif, a été observé dans les
eauxdelaSeineenavalde SEV, ce quiindique laprésence probable de matieres
organiques favorisant le développement de levures. Ence quiconcerne le modele
de levures sensible, une absence significative d'effet a été observée dans les
eaux de la Seine en amont de SEV dans 70 % du temps, contre 80 % du temps
en aval (Figure 45d). Ces valeurs se situaient entre -31% et +3 % de modulation
de croissance en amont de SEV, et entre -28 et +11% en aval. Dans I'ensemble,
sur les dix campagnes de suivi, une seule arévélé une pression accrue en aval
de SEV par rapport aux eaux en amont. Cette journée s’est avérée marqueée
par des précipitations particulierement importantes, ce qui contribuerait la
encore a expliquer cette différence. Les résultats observés lors des essais a
I'echelleindustrielle concordentanouveauavec ceux des essais enlaboratoire
sur la souche de type sauvage (échantillons reconstitués a partir d'eaux de la
Seine auxquelles a été ajouté des eaux rejetées désinfectées avec 2 ppm de
PFA), pour laquelle une absence d'effet de désinfection a été relevée. Pour la
souche sensible, on a observeé une absence d'effets a I'échelle industrielle, ce
qui contraste avec les essais en laboratoire, qui ont révélé un effet Iéger mais
systématique suite al’étape de désinfection. Cette différence de réponse pour-
rait étre attribuée aux conditions intentionnellement défavorables des essais
en laboratoire, caractérisées par une plus grande proportion d’eaux rejetées
désinfectées dans le volume réactionnel.

Enfin, lesrésultats obtenusdansleseauxdelaSeinelorsdes essaisde désin-
fectionn‘affichentaucune toxicité globale dansle modéle fongique dans 60 % du
temps en aval de SEV contre 40 % du temps en amont. Ces valeurs se situaient
entre -55 et +3 % de modulation de croissance en amont de SEV, et entre -58 et
-2 % en aval (Figure 45e). Les cas attestant la présence d’'impact sont systé-
matiquement faibles mais significatifs et semblent d‘ailleurs plus fréquents en
amont qu'enaval de SEV. Al'exception de lasemaine 37, pour laquelle on observe
un impact en aval de SEV mais non en amont, les effets minimaux observés en
aval de SEV étaient globalement identiques a ceux relevés en amont. Dans les
autres cas, on a soit releve aucun effet entre les eaux en amont et en aval, soit
paradoxalementunelégereameélioration parrapportauxeaux enamont. Les effets
observés, bien que limités, sontassociés non pas aux périodes de désinfection,
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mais plutdt aux variations plus globales de la qualité des eaux de la Seine et/ou
deseauxrejetéespar SEV.Ce constatestencore plusassurésil'ontient compte
des différents épisodes de précipitationslors des essais al‘échelle industrielle.
La seule différence significative entre les essais industriels et en laboratoire
porte donc sur ces valeurs modérées de toxicité dans le milieu naturel et a une
moindre fréquence de phénomenesde prolifération. Lobservation d'activations
delaproliférationenlaboratoire serait due selon toute vraisemblance aux condi-
tions mieux contrélées des essais enlaboratoire, permettant une élimination plus
efficace des intrants externes influant sur la réponse des essais biologiques,
notamment lors de temps de pluie en environnement réel.

3.2. Estimation de la perturbation endocrinienne en Seine

L'étude des perturbations endocriniennes dans les eaux de la Seine menée
dansle cadre des essaisal’échelle industrielle a été axée sur les perturbations
thyroidiennes et cestrogéniques des émissaires de I'usine SEV.

Lapremiere chose a noter est I'absence de perturbation thyroidienne dans
laSeine surtoutelapériode détude. Ladeésinfectionchimique appliquéelorsde
cette période nesemble en effet pasavoir causé de perturbations thyroidiennes
auniveaudel'environnement naturel, que ce soitenamont ouenaval de SEV.Ces
observations concordent parfaitement aveclesrésultats obtenusenlaboratoire
sur les eaux de la Seine mélangées a des eaux de rejets de SEV désinfectées
avec 2 ppm de PFA: sur les trois essais réalisés, aucune perturbation n'a été
quantifiée. Cesrésultats concordent d'ailleurs avec les études menées sur des
eauxrejetéesparlamémeusine, danslesquelleslesauteursn‘ontrelevé aucune
perturbation thyroidienne (Du Pasquier et al., 2018). D'aprés une étude réalisée
dans le cadre du programme MeSeine, parmi les 13 campagnes d’échantillon-
nage menées entre 2016 et 2017, les effets relevés se situaient entre 11et 56 %
en modes non stimulé et stimulé, avec aucun effet détecté lors de la période
estivale (données non publiées).

Les résultats relatifs aux perturbations cestrogéniques obtenus sur les
10 semaines de suivi(de la semaine 35 a 44) sont présentés Figure 46. Comme
décrit précédemment, deux états physiologiques du modele biologique ont
été implémentés: le mode non stimulé (Figure 46a et b) et le mode stimulé
(Figure 46¢ et d). Pour chaque état physiologique, les résultats sont exprimés
en équivalents hormonaux. Un code couleurs correspondant au niveau de
perturbationaccompagne les résultats, quisont exprimés en pourcentage d’'un
seuil physiologique.
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Pourles perturbations cestrogéniques, des effetsont été détectés de maniere
réqulieretoutaulongdelacampagne d’'essaisaléchelleindustrielle (Figure 486).
Enmodenonstimulé, quiconsiste amettredirectementl’échantillonen contact
avec le modele biologique, les eaux de la Seine en amont de SEV présentaient
déjalaplupartdutempsuneactivité cestrogénique basale, se traduisant par des
relevésenavalde SEV defréquence similaire. Lactivité cestrogénique détectée
danslaSeine était compriseentre 24 et 37ngEE2/Lenamont de SEV et entre 24
et31ngEE2/L enaval(Figure 46a). Ces effets demeurent somme toute faibles,
puisqu’ils atteignent entre 38 et 58 % au plus du seuil physiologique (Figure
46b)d'apparition d'effets néfastes sur ces organismes. Dans I'ensemble, cette
similarité desmesuresentreamont etaval de SEV est tributaire del'incertitude
de mesure, et lesrésultats obtenus sont équivalents sur le plan statistique(test
de Mann-Whitney, a.= 0,05, valeur p=0,908). Lors des essais a I'échelle indus-
trielle, I'absence de perturbations cestrogéniques au sein du milieu récepteur
en mode non stimulé concorde ainsi avec les résultats obtenus en laboratoire,
qui indiquaient eux aussi une absence d'effet avant et aprés désinfection.

Enmode stimulé, c’est-a-dire apresajout d'une hormone activant I'axe cestro-
génique dansl'échantillon a tester, un potentiel anti-cestrogénique a été détecté
60 % du temps dans les eaux en amont de I'usine SEV, contre 20 % du temps en
aval. Lorsque cette activité était détectée dans la Seine, elle correspondait a
une plagede-29a-53ngEE2/L pourleseauxenamontde SEV, etaune plage de
-48a-25ng EE2/L en aval(Figure 46¢). Les effets détectés demeurent faibles
dans I'ensemble, se situant entre 23 et 53 % du niveau physiologique d’inhibi-
tion de l'axe cestrogénique (Figure 46d). Contrairement au mode non stimulé,
les résultats observés entre les eaux en amont et en aval de SEV sont signifi-
cativement différents sur le plan statistique (test de Mann-Whitney, a = 0,05,
valeur p=0,066), ce quiindique un effet di aux eaux rejetées par SEV. Cet effet
n‘est pasnécessairement problématique: surles10 semaines de suivides eaux
entre I'amont et I'aval de SEV, I'effet anti-cestrogénique disparait méme 50 %
du temps. Pour le reste, on constate une absence d'effet (30 % du temps) ou
plus ponctuellement une réduction de I'effet (10 % du temps) voire lI'apparition
d'un effet(10 % du temps restant). Ces tendancesirrégqulieres ne semblent pas
coincider avec les taux de PFA appliqués, niméme avec les périodes de désin-
fection chimique, mais présentent plutét une corrélation avecla qualité de base
desmatrices(rejets SEV et/ou Seine). Ces observations concordentin fine avec
les résultats obtenus en laboratoire: surles trois essais menés en laboratoire,
I'effet anti-cestrogénique avait disparu au sein de deux des essais, et s'était
affaibli tout en restant détectable dans le troisieme.
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Ensomme, lorsdes essaisde désinfectional'échelleindustrielle leseauxde
laSeine enavaldupointd'évacuation ont affiché de faibles niveaux de perturba-
tion endocrinienne, équivalents voire minimisés ou méme annulés par rapport
aux niveaux releves en amont. Ce constat, globalement positif, atteste d’'un
mélange moléculaire qui n’induit plus, ou moins, d'effets endocriniens sur les
organismes, que ce soit via un effet d'annulation résultant de compensations
pro et anti-cestrogéniques, ou via une inhibition potentielle d'un processus de
conversion hormonale ou au niveau du récepteur. En absence d'investigations
cibléesetrelativementlourdes, le mécanisme d'action exact est généralement
difficile a identifier de maniere précise pour les perturbateurs endocriniens,
puisque ceux-ci peuvent mener différentes actions simultanément(Du Pasquier
etal.,2015; Mengeot etal., 2016), d'oll'importance de combiner plusieurs essais
biologiques. Cette conclusion est en ligne avec des estimations préalables de
potentiel de perturbationsendocriniennes des eauxrejetées, d'apreslestravaux
de Du Pasquier et al. (2018), établies a des niveaux nuls ou négligeables.

Points clés

Les résultats obtenus grace aux échantillons testés en laboratoire
indiquent:

- Labsence de toxicité globale vis-a-vis des modeles bactériens.

- Labsence d'effets sur le modele de levures de type sauvage et un
impact statistiquement significatif mais faible surle modele sensible.

« Aucune altération de la prolifération des cellules de champignons.

« Aucun effet sur I'axe thyroidien dans I'ensemble des campagnes
d‘échantillonnage.

« Aucun impact significatif sur I'axe cestrogénique, voire méme une
potentielle limitation des effets pro-cestrogéniques ou anti-cestro-
géniques identifiée en présence d’eaux rejetées désinfectées.

« Aucune activité androgene significative, que ce soit en mode non
stimulé ou stimulé, avec toutefois troistendances distinctes pourles
mesures réalisées: lorsqu'il n'y a pas absence totale d'effet, ampli-
tude ou fréquences de détection sont diminuées pour I'échantillon
comportant des eaux rejetées désinfectées.

Lesrésultatsobtenus grace aux échantillons testésal’échelle industrielle
démontrent ce qui suit :

. Concernantles modelesdetoxicité globale(bactéries, levures, cham-
pignons), aucun effet significatif lié¢ a la désinfection n‘a été observé
dans les eaux de la Seine situées en aval du rejet de SEV.
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Lesrésultats obtenus n‘ont révélé aucun effet surl'axe thyroidien sur
I'ensemble des campagnes d’échantillonnage.

Ladésinfection chimique n‘a pas modifié le milieurécepteurentermes
de perturbations cestrogéniques, voire méme tend a une diminution
post-désinfection.
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Partie 4

Retours d’expérience d’autres
municipalités utilisant le procédé
de désinfection par acide
performique







Chapitre 1

Cas de Biarritz (France)

© Thierry Pigot, UPPA
Thierry Pigot et Thomas Paulin

1. INTRODUCTION

Lavillede Biarritzpeut étre confrontée aune possible détérioration de laqualité
deseauxdebaignade enlienaveclaréglementation européenne sursesplages
situéesausuddelabaie. Danscertaines conditions océanographiques et météo-
rologiques, elle estinduite parleretour de panache durejet de l'usine d’épuration
de Marbella. Afinderéduire lesrisques de cette détérioration, pouvant engendrer
desinterdictionstemporaires de baignade, le procédé de désinfection paracide
performique (PFA)a été intégré en sortie du systéme d'assainissement afin de
garantir une meilleure qualité bactériologique des eaux.
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KEMIRA (Helsinki, Finlande) a mis au point le systéme KemConnect™, qui
permet laproduction sursite d'une solution d’acide performique(solution DEX).
Comparé al’'ozone etaurayonnement UV, les peracides organiques présentent
descoltsd’investissement et de fonctionnement plus faibles et sont également
moins sensiblesauxvariations de la qualité des effluents, notamment vis-a-vis
des matiéres en suspension (MES) et de la charge organique.

En 2014, la ville de Biarritz a donc décidé de mettre en place le procédé
KemConnect™ surl'usine d'épuration Marbella afin de désinfecterles eaux usées
traitées avant leur rejet dans l'océan Atlantique (golfe de Gascogne). Dans ce
chapitre, les résultats de 18 mois d’exploitation de ce procédé de désinfection
al'échelleindustrielle auseindel'usine d'épuration sont présentésauregardde
son efficacité surla qualité des effluents et de sonimpact surl'environnement.

2. PRESENTATION DE L'USINE D’EPURATION MARBELLA

L'usine d'épuration Marbella est exploitée depuis le 1" janvier 2004 et possede
une capacité nominale de 92000 EH (5500 kg DBO5/j).

Leréseaud'assainissement delaville de Biarritz, essentiellement unitaire,
collecte les eaux usées et les eaux de pluie avant leur traitement a l'usine
d’épuration de Marbella. Les eaux usées traitées sont rejetées dansl'océan, a
800 m des plages via un émissaire. En raison du caractere unitaire du réseau
d'assainissement, l'usine d'épuration comprend une ligne de traitement par
temps sec, admettant un débit maximum de 1300 m3/h. Au-dela de ce débit,
une ligne de traitement par temps de pluie permettant le traitement des eaux
detempsde pluiejusqu'a3 000 m3/h se met enfonctionnement. Pour des débits
supérieurs, et lorsque les bassins de stockage d'eau pluviale sont pleins, les
eaux excédentaires sont rejetées dansl'océan apres un unique tamisage fin.

Au niveau du process de traitement, les eaux usées brutes sont d'abord
prétraitées (dégrillage, dessablage et déshuilage) avant une décantation
lamellaire physico-chimique sur un ouvrage de type Densadeq’. La filiere
de temps sec inclut un traitement biologique par biofiltration (biofiltres de
type Biofor®) qui assure une nitrification et une dénitrification partielles. Les
effluents traités passent ensuite par une cuve de stockage des eaux traitées,
puis sont comptés avant rejet dans'océan via un émissaire de 800 m de long
(DN 1600)situé entre les plages Milady et Marbella. L'unité de désinfection mise
en place produit de I'acide performique a 12 % (% massique) qui est ensuite
injecte directement en entrée d'émissaire de telle sorte que la concentration
en PFA soit comprise entre 0,8 et 1,0 ppm (concentration volumique).
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2.1. Points de prélévement et détermination de l'efficacité bactéricide

L'évaluation des performances de ladésinfectionvis-a-visdes bactériesindica-
tricesfécales(BIF)(Escherichia coliet entérocoquesintestinaux)aétéréaliséea
I'aide d'échantillons ponctuels prélevés en deux points distincts. Le premier point
de prélévement se situe en amont du point d’injection du PFA: ce point permet
d'estimer la charge de BIF en sortie d'usine. Le second point de prélevement
se situe en aval du point d’injection du PFA, le long du canal de rejet de l'usine.

Le temps de contact «effluent-PFA » entre le point d’injection et le point de
prélevement en aval a été mesuré par colorimétrie et estimé a 3 minutes. Le
temps de contact total jusqu’a I'extrémité de I'émissaire de rejet a quant a lui
été estimé a 18 minutes.

Les échantillons prélevés en amont de l'injection ont été stockés dans
une bouteille en plastique stérile a usage unique (500 mL). Les échantillons
d'effluent prélevés en aval a différents temps de contact (t + 3 min, t + 18 min)
ont été stockés dans des bouteilles en plastique stériles jetables contenant du
thiosulfate en excés(20 mg/L pourt+3 min)oudansdesbouteillesenplastique
stériles a usage unique; la réaction est stoppée au bout de 15 minutes, par un
exces de thiosulfate.

Ladéterminationd’Escherichiacolietd’entérocoquesintestinauxaétéréalisée
dans le respect des méthodes standards (NF EN ISO 9308-3 pour Escherichia
coli, et NF EN IS0 7899-1pour les entérocoques intestinaux).

2.2. Présentation du modéle biologique utilisé

L'évaluation de lI'innocuité des effluents désinfectés sur I'environnement a été
réalisée au travers de deux approches.

Lapremiereaconsisté enune étude qualitative et quantitative des espéces
présentes en sortie d'émissaire entre février et septembre 2015. Les observa-
tions et le recensement ont été réalisés simultanément par deux plongeurs et
optimisés de maniére alimiter tout biais(taille et positionnement des quadrats,
variations saisonnieres). Ce suivi s'est poursuivi durant toute I'année 2016.

Ladeuxieme a étéréalisée parunsuivide deux populations de Mytilus edulis
(moule commune): I'une prélevée ensortie d'‘émissaire et I'autre surune zone non
impactée par les rejets. Ce bioindicateur est couramment utilisé a des fins de
biosurveillance et dispose de nombreuses données disponiblesdanslalittérature
(Bachelot, 2012; Gosling, 2003 ; Kerambrun et al., 2012; Swiacka et al., 2019).

L'état général des moules a été évalué morphologiquement sur la base de
parametres morphométriques standards, et physiologiquement a partir d'un
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indice de condition. Pour décrire et comparer la morphologie des individus
a l'aune des sites et des dates de prélevement, huit indices morphmétriques
conventionnels ont été retenus (Figure 47): la longueur (L), la hauteur (H), la
largeur (La), I'épaisseur de la coquille (E), I'indice d'allongement (H/L), I'indice
de compacité(La/L), I'indice de convexité(La/H)et I'indice d’épaisseur(E/L). En
complément, unindice de l'état physiologique a étéinclus: I'indice de condition
de Walne & Mann, noté «IC, » (Walne & Mann, 1975). Cet indice fournit des infor-
mations sur |'état des individus (indicateur de taux de remplissage) et permet
d’identifier les anomalies de croissance et de reproduction. |l est obtenu en
divisantle poids de chair sec parle poids de lacoquille. Pluslavaleur de l'indice
est élevée, meilleure seralaconditionglobale. L'indice varie sensiblement au fil
de lasaisondereproduction, selonl’état du développement des gonades(Seed
& Suchanek, 1992). Les échantillons étant parfois prélevés durant la période de
reproduction, I'état des gonades a également été observé pour l'interprétation
desrésultats.

Vue de profil

Longueur

Hauteur

FIGURE 47. Paramétres morphométriques des bivalves (Longueur (L) = du niveau antérieur
au niveau postérieur, Hauteur (H) = distance dorso-ventrale, Largeur (La) = distance inter-
valves)

Cetteapprocheaété complétée parune analyse génétique sur des marqueurs
de stress. Lobjectif consistait a évaluer si les Mytilus edulis présents en sortie
del'émissaire et continuellement exposésauxrejets désinfectés au PFA surex-
priment les génes impliqués dans la résistance aux différentes contraintes
(stress oxydant, xénobiotiques, besoins en énergie, etc.). Douze génes ont été
ciblés a partir des séquences disponibles dans la base de données dédiée a
Mytilus edulis. Les individus vivants sur I'émissaire de sortie ont éte prélevés
lors des plongées prévues dans le cadre de I'étude écologique (en février, juin
et septembre 2015). Les individus présents sur les sites de référence ont été
collectés surla digue de Marbella les jours de plongée.
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Lesgénescibléspeuvent étre classésseloncingcatégories, dont quatre sont
desgeénesderéponseauxcontraintesenvironnementales. Ces genes sont tous
impliqués danslesréponses: au stress oxydant(Les génes superoxyde dismu-
tasesacuivre-zinc, notés SodCu; amanganese, notés SodMn; catalase, noté cat),
au métabolisme mitochondrial (cyclooxygénase 1noté Cox1), aux mécanismes
de réparation d’ADN (recombinase RAD51, noté rad51) et a l'apoptose (protéase
caspase 8 noté cas8; Bcl-2 X noté bax; béta-défensine 2 noté bd2). Les génes
deréférence, dontlesexpressions sont stablesdansl'ensemble des cellules, ont
servianormaliser la quantité d’ARN entre les échantillons. Le premier géne de
référence, le géne de protéine ribosomale L7(rpl7)estimpliqué danslasynthése
protéique, tandis que le second géene était le facteur d'allongement (ef1).

3. EFFICACITE DE LA DESINFECTION
SUR LES BACTERIES INDICATRICES FECALES

LaFigure 48 présente lesdiagrammes en boite(boites a moustaches)de I'abat-
tement logarithmique obtenus depuisla période d'essaijusqu’adébutjuin 2017
pour les deux types de BIF. Ce taux d'élimination est exprimé en unité logarith-
mique (Unités log) sachant que N, représente la comptabilisation au terme du
temps de traitement t et N représente la comptabilisation avant traitement.

Escherichia coli Escherichia faecalis

1d4® 4 ——

—_—

w
A

Abattement logarithmique
log (No/Ny)
w
1
Abattement logarithmique
log (No/Ny)
N
L

0 - 133:
134 134

FIGURE 48. Abattement logarithmique (log [Nt/N_]) avec N, le nombre d‘individus avant
traitement des Escherichia coli (gauche) et des entérocoques intestinaux (Escherichia
faecalis, droite) aprés désinfection par I’acide performique (N = 145 échantillons)

Plusieurs observations importantes peuvent étre déduites a partir de la
Figure 48:
« Pour Escherichia coli, avec un temps de contact de 18 min, le taux d'éli-
mination moyen correspond a 3,3 Unités log;
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« Danslesmémesconditions, le taux d'élimination moyen des entérocoques
intestinauxestde 2,2 Unitéslog, présentant environ 1Unitéslogde moins
que pourles Escherichiacoli. Ladifférence est probablement due al‘alté-
ration de la structure membranaire entre les deux types de bactéries, la
paroidescellulesdes entérocoquesintestinaux(bactéries a Gram négatif)
étant bien plus épaisse que celle d’Escherichia coli(Gram négatif);

« llexisteuneimportante variabilité des taux délimination, aussibien pour
Escherichia coli que pour les entérocoques intestinaux, ainsi que l'ont
démontré d'autres études(Ragazzo et al., 2013). Cette variabilité est liée
alacharge de micro-organismes (qui peut varier d'un facteur 1000 d'un
échantillon al'autre), mais aussi a lateneur en MES de I'eau en sortie. En
effet, de fortes concentrations de MES sont souvent associées ades taux
délimination plus faibles. Toutefois, il n’existe pas de relation facilement
identifiable entre I'élimination des BIF et la teneur en MES.

Aussi, etencomplément de cesrésultats expérimentaux, une étude statistique
aété menée afinde mieux définirles seuils de turbidité quiimpactent I'efficacité
duPFA. Le modele statistique le plusadapté pour refléterl’influence de plusieurs
parametres (MES, température, conductivité, demande chimique en oxygéne)
surunevariable cible(enl'occurrence, lavaleur de la qualité bactériologique de
I'eau) est I'arbre conditionnel. Cet outil permet d'établir:

« Quel parametre influence en premier la variable cible;

« A quelle valeur un paramétre donné provoque un effet de seuil notable.

Lesdonnéesde turbidité et lesrésultats d'élimination des bactéries ont ainsi
été compilés et analysés sur le plan statistique selon cette méthodologie al‘aide
du logiciel R (Williams, 2011). La Figure 49 présente I'arbre conditionnel obtenu
avec la valeur d'analyse bactériologique de I'organisme Escherichia coli apres
désinfection au PFA pendant 18 minutes. Pour cette analyse, trois valeurs cibles
ont été choisies, chacune correspondant a un seuil de «qualité de baignade »:
0-500, 500-1000, >1000 (NPP/100 mL).
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FIGURE 49. Arbre conditionnel avec la valeur d’analyse bactériologique pour I'organisme
Escherichia coli aprés désinfection a I'acide performique en variant différents parameétres
(e.g. turbidité, conductivité, température)

Cettefigure permetde montrer que le parametre le plusinfluent estla turbidité
avec unevaleur seuilde 15, 7NTU, ce qui correspond a environ 20 mg/L de MES.
Au-delade cettevaleur, laproportiond‘analyses supérieurea1000 NPP/100 mL
apréstraitement devient significative(environ50 % des 14 analyses). Le second
parametre le plus impactant est la conductivité: pourles conductivités supé-
rieures a 3200 puS/cm, la proportion d'analyses inférieures a 500 NPP/100 mL
n‘estque de 60 %. Une séparation desdonnées obtenues partemps sec outemps
de pluie n‘entraine pas de modification significative de I'analyse des résultats.

Tous ces résultats montrent que I'efficacité du PFA a une concentration de
1,2ppm(soitunedose Cxtde 21,6 ppm.h)est élevée pour une turbidité inférieure
a15,7NTU. Au-delade cettevaleurde turbidité, il estrecommandé d'augmenter
laconcentrationa 2 ppm(soitun Cxtde 36 ppm.h), voire 4 ppm (soit un Cxt de
72 ppm.h)en cas de valeurs de turbidité tres élevées.

4. BILAN ECOLOGIQUE SUR LE REJET DE L'USINE
D’EPURATION

Peu d’études ont été publiées sur I'impact des rejets d'usines d'épuration sur
lescommunautés benthiques vivant sur des substrats durs. Celles qui l'ont été
(Andraletal., 2011; Cabral-Qliveira et al., 2014 ; Terlizzi et al., 2002) font apparaitre
des parametres écologiques différents de ceux de I'émissaire de Marbella, ce
qui rend la comparaison des résultats difficile.
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Dans un premier temps, un recensement des espéces présentes a I'extré-
mité de I'émissaire de rejet a été réalisé. La distribution spatiale des especes
présentes en sortie de I'émissaire (Figure 50) et son évolution temporelle ont
etésuiviesen2015eten 2016, apresle début delacampagne de désinfectionau
PFA. Lobjectif de cerecensement était de déterminer siladiversité écologique

evoluait ou non au fil du temps apres désinfection au PFA.

Légende

” Mytilus sp.

#%%  Actinothoe sphyrodeta
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.5’-?3’ Octopus vulgaris
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les sédiments
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FIGURE 50. Distribution des espéces observables a I’extrémité du canal de rejet

Pour les deux années de suivi, les pourcentages de récupération moyens
indiguent que la majorité des espéces sont des Actinothoe sphyrodeta (47 %),
des Ectoprocta(16 %) et plus particulierement des Chartella papyracea (12 %).

Une comparaison statistique a été effectuée afin de mettre en lumiéere une
potentielle distribution spatiale de colonisation entre lapartie nord et la partie sud
del'’émissaire quipourrait traduire une certaine influence durejet. Lesrésultats
dutestde Wilcoxonréalisé pour comparerlacolonisation desfacesnord et sud
indiquent des différences nonsignificatives(valeur de p=0,285), ce qui signifie
guelacolonisation etlescommunautés d’espéces sont sensiblementles mémes
dans les deux zones. Par conséquent, les deux zones colonisées peuvent étre
traitées ensemble sans risque de biaiser I'analyse. La distribution spatiale de
la faune benthique révele une colonisation homogene sur toute la structure.

Les quadrats constitués en 2015 et 2016 n‘ont révélé aucun impact des
rejets sur la répartition des taxons de la faune fixée sur I'émissaire. Sur ces
deux années, une similarité a été observée entre les taxons dominants, avec
toutefois des différences de représentation moyenne, en particulier pour
Actinothoe sphyrodeta, Hydrozoa et Sabellaria alveolata. La présence d'espéces
jugéesopportunistesou, al'inverse, extrémement sensiblesaux changements
de conditions environnementales n‘a pas été observée lors de cette étude.
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L'émissaire de l'usine d’épuration de Biarritz se comporte donc comme un
habitat artificiel ou se concentre une biodiversité singuliere. Cette biodiver-
sité est caractéristique des substrats rigides, tolérante vis-a-vis d’'une forte
hydrodynamique (zone de forte houle), d'une sédimentation réguliére et d'une
désalinisation dle au rejet d'eau douce (De Casamajor, 2004). Par conséquent,
la conclusion de suivi écologique est que le traitement tertiaire ne semble pas
avoir d'impact néfaste sur la biodiversité du site.

5. SUIVI D’UN BIOINDICATEUR: LA MOULE COMMUNE

L'efficacité des fonctions biologiques des bivalves est connue pour étre forte-
ment influencée par les conditions environnementales. Ainsi, leur recours
comme bioindicateur outémoins des niveaux de pollution est fréquent(Gosling,
2003). Leur mode d’alimentation par filtration provoque une accumulation de
différents types de polluants(chimiques, bactériologiques) et/ou de virus. Ces
caractéristiquesengendrentune sensibilité accrue aux effetsdelapollution et
leur croissance, leur reproduction et leur longévité peuvent étre directement
impactées (Gosling, 2003). Parmi les organismes fréquemment utilisés pour
le biosuivi environnemental cotier, les moules sont privilégiées car, en tant
que «bioaccumulateurs » (i.e. capables d'accumuler des contaminants a des
niveaux supérieurs au reste de son environnement), elles permettent d'étudier
les niveaux et les tendances de contamination chimique en milieu aquatique.
Les performances d’accumulation d’un tel organisme varient en fonction de
son &ge et du stade de son cycle de reproduction (Bachelot, 2012). L'étude de
laréponse biologique des organismes face aux polluants repose sur plusieurs
indicateurs: les parameétres physiologiques, biochimiques, moléculaires et/
ou cellulaires altérés par l'action des contaminants (Kerambrun et al., 2012).
Danslesétudesportantsurleseffetsbiologiquesdesrejetsurbainsenmer, les
stratégiesde déploiementrelevent généralementd’'undestroistypessuivants:
« La«miseencage »oucagingdesmoules, consistanta exposerlesmoules
proches de I'extrémité du canal pendant une durée déterminée en les
transplantant dans des cages et un lieu témoin;

« Lesexpériencesenvironnementalescontréléesauseinde mésocosmes;

« Léchantillonnage in situ(De los Rios et al., 2012; Turja et al., 2015).

C'est cette derniere stratégie qui a été retenue pour la présente étude. Les
essais en cages auraient échoué en raison des conditions hydrodynamiques
extrémement défavorables au niveau del'émissaire de rejet(importants remous),
et les essais en mésocosmes auraient nécessité la présence d'équipements
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spécifiques pres de l'unité de production de PFA, ce qui était irréalisable dans
le cadre de cette etude.

5.1. Paramétres morphologiques

En premierlieu, nous présentons I'état global des moules étudiées en utilisant
les parametres morphomeétriques présentés précédemment (Figure 47). Les
rapports entre les différentsindices n‘ont pas subi de changement substantiel
entre 2015 et 2017 comme le montre la Figure 51 via une analyse en compo-
santes principales. Cette représentation pourrait refléter une stabilité relative
du milieu dans lequel évoluent les individus, et concorde avec leur adaptation
al'effluent désinfecte.
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200 20,01
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o Lall 2 o La
505 Ho| 5709 H
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L = longueur, La = largeur, H = hauteur, E = épaisseur, La/L = index
d’élongation, H/L = index de compacité, H/La = index de convexté,
E/L = indexd’épaisseur, IC,= indexde condition de Walne & Mann

FIGURE 51. Comparaison des caractéristiques morphométriques de spécimens collectés au
rejet de I'usine en 2015 (gauche) et 2017 (droite) par analyse en composantes principales

Des essais statistiques ont étérealises sur IC, afin de comparer lesrésultats
aunméme point de prélevement sur deux années(2015 et 2017). Ces essais ont
révéelé une différence négligeable, ce qui indique que le traitement tertiaire
déployé a l'usine d’épuration de Biarritz ne dégrade pas I'indice de condition
des moules vivant au rejet de l'usine.

5.2. Analyse génétique

L'approche morphologique a été complétée par une analyse génétique afin de
déterminersilesgenesimpliqués danslarésistance aux différentes contraintes
(stress oxydant, xénobiotiques, besoins en énergie, etc.) étaient surexprimés
parlesorganismes prélevésauniveaudel'émissaire parrapportad’autresindi-
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vidus prélevés sur un site proche mais non impacté par les rejets. La Figure 52
synthétise les résultats obtenus pour deux groupes de genes en 2015 et en
2017: les génes de stress oxydant et de réparation d’ADN. Pour chaque site et
date donnée, lavariabilité inter-individus peut étre importante (barres d’erreur
élevées), ce qui a également été vérifié ici. Ainsi, il est généralement admis
qu’un facteur minimal de 2 (ligne en gras supérieure sur la Figure 52) pour une
induction ou de moins de 0,5(ligne en grasinférieure sur laFigure 52) pour une
répressiondoit étre atteint pour écarterlesvariations physiologiques des niveaux
d’expressionentrelesindividus. Pourunsite donné, lavariationtemporelle peut
étre extrémement importante et les niveaux d'expression d'un géne peuvent
différer de maniere considérable en fonction de la période d'échantillonnage.
Par conséquent, les comparaisons aux sites point de rejet/ référence doivent
étre effectuées ala méme date.

. |
15 + T

1,0

0,5 — -

Ratio des expressions génomiques
rejet désinfectés/ référence

SodCuSodMn Cat 12S Cox1 cas8 bax bcl2
Génes

FIGURE 52. Rapport entre les génes de moules collectées en sortie de désinfection et sur

un site témoin le méme jour (SodCu et SodMn = stress oxydant; rad51 = géne réparateur

d’ADN; Cox1 = géne métabolique; cas, bax et bcl2 = génes d’apoptose; intervalle entre
lignes en gras = variation normale pour une population donnée)

En tenant compte des remarques précédentes, la Figure 52 indique qu'il
n‘existe aucune différence significative en termes de génes de réponse au
stress oxydant et de genes de réparation d’ADN entre les individus présents au
niveau du site de référence et ceux présents en aval de I'injection de PFA. Tous
lesrésultatsobtenusindiquent que lesfacteursd’induction observés favorisent
davantage une réponse adaptative des organismes a la désinfection d'eaux
usées traitées au PFA qu’une réponse de toxicité aigué.
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Points clés

Concernant l'efficacité de la désinfection au PFA:

L'efficacité d'une désinfectionades doseslimitées de PFA(1,2 ppm de
PFA et 18 minutes de temps de contact) appliquée a des eaux usées
traitées a été confirmée et quantifiée pour les germes témoins de
contamination fécales;

Le taux d’élimination moyen d’Escherichia coli est de 3,4 u.log;

Le taux d’élimination moyen des entérocoques intestinaux est de
2,2 Unitéslog;

L'efficacité deladésinfection dépend beaucoup de la qualité des eaux
rejetées, et en particulier de la charge de MES.

Concernantlimpact deladésinfectionau PFA surl’environnement naturel :

L'émissairederejet del’'usine d’épuration se comporte comme un récif
artificiel et possede un écosysteme différent du fond marin sableux
qui l'entoure;

Labiodiversité semble normale au vu des contraintes environnemen-
tales(remous), et les espécesidentifiées sont celles que l'on retrouve
habituellement dans le Golfe de Gascogne;

Les réponses observées d'un point de vue physiologique (indices
biométriques) et génétique sont de nature adaptative chez la moule
commune et ne semblent pas traduire une toxicité aigiie particuliere
lice al'effluent désinfecte.
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Cas de Venise (ltalie)

© Veritas Spa
Patrizia Ragazzo et Nicoletta Chiucchini

1. INTRODUCTION

La gestion de I'eau de la région de Vénétie en Italie est pilotée par un service
public polyvalent en charge du cycle intégré de I'eau pour 36 municipalités,
qui dessert un total de 800000 habitants au sein d’un territoire visité chaque
année parde nombreuxtouristes. Leau potable est produite a partir de sources
souterraines (81%) et de surface (19 %). Les eaux usées (95 Mm?3/année) sont
traitées au sein de 38 usines d'épuration pour une capacité totale supérieure a
1,2 millions d’équivalents-habitants(EH). Onze usines d'épuration ont été concues
pour desservir entre 10000 et 400000 EH, et englobent des sites de baignade
le long de la cOte Adriatique tels que: Jesolo, Caorle, Eraclea, Cavallino, Lido
di Venezia, Chioggia(plage de capacités: 32000-160 000 EH). La sensibilité de
ce territoire, liee a la présence de lalagune de Venise et de zones de baignade
cotieres nécessite de porter une attention particuliere a la gestion des eaux
usées. Pour cette raison, des réglementations strictes régissant les charges
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rejetées et les besoins de traitement des usines d’épuration ont été élaborées
au début des années 1970 (D.P.R. 962/1973). Linterdiction du recours au chlore
pour la désinfection d'eaux usées a fait partie de ces restrictions. La premiére
interdiction remonte au début des années 2000 (D.M. 1999) et concernait les
effluentsdirectement ouindirectementrejetésdanslalagune de Venise. Cette
interdiction a ensuite été élargie a la région entiere 14 ans plus tard, en 2013
(Délibération n 107/2009, Région vénitienne, 2009).

Al'époque, ce contexte aincité alarecherche d'alternatives «<moins nocives»
pour les traitements de désinfection appliqués dans la région. Veritas s'est
tourné en premier lieu vers la technologie Ultra-Violet (UV) pour les usines de
Fusina(400000EH)et de Campalto (130000 EH)dansle cadre d’'un projetintégré
visant a adapter les infrastructures afin de protéger la lagune de Venise. Puis
parextension, d'autres systemesdésinfectants considéréscomme « propres »
ont étéintroduits danslesusinesd’épurationtels que I'acide peracétique (PAA),
seule alternative chimique au chlore disponible al’époque(2000-2010) et intégré
danstrois usines de traitement. A ce jour, treize installations assurent une désin-
fection active: trois utilisent des technologies UV (130 000-400 000 EH), huit
fonctionnentau PAA(2500-105000 EH), et plusrécemment, deux fonctionnent
al'acide performique (PFA)(32000-160000 EH).

Ce dernier, I'acide performique ou PFA, a été industrialisé aprés une longue
période de tests débutés dés 2005 au sein d’'un projet qui visait aidentifier une
alternative auchlore pourladésinfection des eaux usées. Sil'acide peracétique
(PAA)et lerayonnement Ultra-Violet(UV)étaient les principales solutions envi-
sageables de I'époque, I'étude de leurs avantages et inconvénients a conduit a
larecherche d'une solutioninnovante. C'est dans ce contexte que I'applicabilité
et la fiabilité d'une nouvelle solution de désinfection d'eaux usées par acide
organique, le PFA, produit parla société finlandaise KEMIRA, ont été étudiées.

2. LES GRANDES ETAPES POUR L'EVALUATION DE
L'EFFICACITE ET DE LINNOCUITE DU PFA

L'adéquation du PFA pour ladésinfection d'eaux usées ad’abord été évaluée de
maniere préliminaire al'échelle laboratoire sur des matricesréelles d’effluents
d’'eauxusées. Lavérification de I'efficacité du PFA sur'élimination des Escherichia
coliet desentérocoquesintestinaux a étéréalisée avec des concentrations de
1ab5mg/L et des temps de contact de 10 a 60 minutes. Lefficacité du PFA par
rapportauxautres désinfectants(PAA et chlore)ayant été démontrée al'échelle
du laboratoire (Ragazzo et al., 2007), les premiers tests a I'échelle industrielle
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ont été effectués en 2005 et a I'été 2006, a I'usine d’épuration municipale de
Caorle(120000 EH).Ces tests ont été réalisés al'aide d'un premier prototype de
systéme de production (Figure 53a et b) et du systeme pilote plus automatisé
Hyproform (Figure 53c et d).
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FIGURE 53. Premier systéme de production de PFA Hyproform (Kemira Oyj)
utilisé pour des tests en lots sur des matrices réelles:
prototype (a, b - 2005) et systéme pilote (c, d - 2006)

Dans le cadre de ces études, l'efficacité et les impacts potentiels ont été
testés sur un certain nombre de paramétres clés de qualité des effluents (pH,
carbone organique total, autres parameétres chimiques et physiques)ainsi que
sur I'écotoxicité indirecte introduite dans I'environnement.

Des étudescomplémentairesont été menéesentre 2011et 2018 sur d'autres
usines d'épuration (Tableau 23), afin de consolider les résultats et approfondir
lesconnaissancessurle PFA en matiere d'efficacité de désinfection, de pouvoir
oxydatif surles matieres organiques, de génération de sous-produits et d’impact/
innocuité sur le milieu naturel.
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TABLEAU 23. Synthése des principales études menées en laboratoire et a I’échelle
industrielle pendant la période 2005-2018

Désinfectant Années Usines/Matrices Etudes
efficacité; Ql,;
2005/20086, 2017, 0l,; ecotoxicité;
PFA CL-ER-JS-SD . s
20122013-2018 génotoxicité;

dégradation/residus

2002, 2006, 2008, 2013, efficacité; 0l,;
PAA JS-SD . .
2017 dégradation /résidus
efficacité; degradation
HYP 2008, 2011, 2012 CL-ER-JS-SD

/résidus

CL =Caorle; ER =Eraclea; JS = Jesolo ; SD = San Dona; 0l, = impacts qualitatifs en termes de paramétres physico-chimiques, tels

que le pH, le carbone organi total, lad imique en oxygéne et formiate ; Ql, = pouvoir oxydatif et sous-produits;
étique; HYP =hyp ite.

PFA =acide performique ; PAA = acide per:

Toutaulongde ces campagnes expérimentales portant surle PFA, d'autres
etudes ont été menées en paralléle dans les mémes usines d’épuration pour
comparer leurs résultats a ceux d'autres désinfectants de référence, tels que
le chlore et le PAA.

Lesétudesal’échelleindustrielle ont démontré que le PFA était un désinfec-
tant efficace et fiable pour le traitement des eaux usées(Ragazzo et al., 2013),
et que son efficacité était comparable et supérieure a celles de I'hypochlorite
de chlore(HYP)et du PAA(Ragazzo et al., 2020). Ce chapitre résume une partie
des principaux résultats obtenus durant ces essais.

3. DESCRIPTION TECHNIQUE
3.1. Cas d'étude

Toutes les études réalisées sur le PFA entre 2005 et 2018 ont éte effectués a
la fois en laboratoire sur des matrices réelles et a I'échelle industrielle. Elles
ont concerné trois usines d'épuration cotieres - Jesolo (160000 EH), Caorle
(120000 EH) et Eraclea(32000 EH)- et I'usine de San Dona’di Piave (45000 EH),
loin de la cOte. Toutes ces usines fonctionnent avec des filieres de traitement
conventionnelles(décantation primaire, boue activée faible charge avec nitrifi-
cation et dénitrification, clarificateur secondaire) pour des effluents collectés
en grande partie par un réseau unitaire (60 %) principalement domestique. La
désinfectionn’estréalisée que surlapériode estivale afinde respecterlalimite
nationale de réqulation d'Escherichia colide 5000 UFC/100 mL.
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L'efficacité des désinfectants a été testée vis-a-vis de coliformes fécaux
(CF), d’Escherichia coli(EC) et d’Enterococcus faecalis (EF), plus résistants. Le
Tableau 23 dresse une vision globale des principales études réalisées.

Toutes les usines étaient équipées de canaux de désinfection traditionnels
avec septas (de type piston). Les injections de désinfectant étaient propor-
tionnelles au débit des effluents épurés et maintenues stables par un systeme
de gestion/contréle normalisé, ainsi que régulées pour assurer le respect des
limites réglementaires.

Lasolutiond’acide performique était produite sur site, juste avant injection
avec les deuxsystemesfournis par KEMIRA Oyj: Hyproform d’abord(2005/2006)
et Desinfix plus tard (a compter de 2011). Outre les aspects techniques et de
securité, largement améliorés dans l'unité finale, la différence majeure entre
les différents systéemes concernait la composition des solutions d’équilibre
produites, avec des plages de concentration d'oxydants plus élevées dans le
systéme Desinfix (12-15 % m/m de PFA et 18-20 % m/m d'H,0,), par rapport a
Hyproform(ci-aprés appelé PFA-HP)(8-10 % m/mde PFA et 11-13 % d'H,0,). Une
description technique détaillée des systemes a été effectuée par Ragazzo et
al. (2013).

Lesdeuxautres désinfectantsutilisésatitre de références sont’hypochlorite
(HYP)et le PAA avec des solutions commerciales contenant un titre nominal de
substances actives de respectivement 12 % (m/m) et 15 % (m/m).

3.2. Méthodes de prélévement

Le Tableau 24 synthétise les méthodes employées al’échelle industrielle et en
laboratoire.

Lesessaisenlaboratoire étaient centréssurl'inactivationbactérienne avec
différentesconcentrationsde désinfectant et différents temps de contact; dans
cebutdeséchantillonsprélevésalasortie del'usined’épuration étaient envoyés
en laboratoire pour étre traités. A chaque prélevement, la capacité oxydante
de I'échantillon est neutralisée avant transport pour analyse des indicateurs
fécaux, en suivant laméthode décrite dans le Tableau 24.

D’autresessaisenlotsont également étéréalisésafind’identifier une éven-
tuelle corrélation entre les désinfectants & base de PFA et de PAA et 'augmen-
tation du carbone organique, en particulier sa part biodégradable. Le COT et
la demande chimique et biochimique en oxygéne (DCO, DBO5) ont été analysés
selon les méthodes présentées dans le Tableau 24.
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TABLEAU 24. Méthodes chimiques et microbiologiques appliquées en laboratoire
et a I’échelle industrielle

Parameétres Méthodes Description
Coliformes fécaux(CF) APAT CNR-IRSA Man FM; mFC agar
292003
i (7020B, 7030D, 7040C)
Indicateurs
. . FM; E. coli
fécaux E. coli(EC) .
chromogene-agar
Entérocoques fécaux FM; Slanetzand Bartley/
(EF) Bile Esculin Azide agar
" APHA ed. 21st 2005- Méthode
P 22nd 2012 électrochimique
Méthode d’oxydation au
coT .
persulfate-ultraviolet
4500-H+B, 6310 C, Méthode
DBO5 . o
5210D respirométrique (WTW)
P et APAT CNR-IRSA Man Gravimétrique -
arametres MES - Turbidité ravimetriqe
de qualité 292003 Néphélométrique
physico- . Chromatographie
- Ammonium UNIEN IS0 14911: 2001 o
chimique ionique
. UNIENISO Chromatographie
Nitrite L
10304-1:2009 jonique
Méthode a petite
DCO UNIEN IS0 15705:2002
échelle entube fermeé
. Chromatographie
Formiate EPA 300.11999 L
jonique
Systeme Microtox
UNIEN IS0 11348-3B de détermination
Vibrio fischeri o
2001-2009 de l'inhibition de la
luminescence
Eco-toxicité Détermination de

I'inhibition de la
Daphnia magna Straus UNIEN IS0 6341:2013 mobilité de Daphnia
magna Straus
(Cladocera, Crustacea)

dant 5 jours;

FM = filtration membranaire ; COT = carbone organique total; DBO5 = d. de biochimique en oxygéne p

MES = matiéres en suspension; DCO=d himique en oxygeéne.

Lors des études a I'échelle industrielle, les parameétres physico-chimiques
(pH, matieres en suspension, DCO, nitrite, ammoniaque, etc.)ont été évalués, de
méme que l'efficacité du désinfectant al'aide desindicateurs CF, EC et EF. Dans
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certainscas, lesconcentrationsenECeten EF ont également été déterminées
avec différents temps de contact le long du canal de désinfection.

Limpact qualitatif du PFA surlescomposés organiques a été évalué gracea
unsuividelaconcentrationde COT et de formiate(FA)avant et aprés|'injection
du PFA. Les impacts écotoxiques ont été évalués a l'aide de tests sur Vibrio
fischeriet Daphnia magna.

Toutes les analyses ont été effectuées en laboratoire sur des échantillons
composites d'eaux usées, obtenus en prélevant des aliquots d’effluents a
différents intervalles de temps(toutes les 2-3 heures) par rapport au débit ; du
thiosulfate de sodium avait préalablement été ajouté danslesbouteilles afinde
réduire les résidus oxydants.

La solution de désinfectant a été réqulierement contrdlée pour suivre la
concentration de substances actives a l'aide d’'un titrage au sulfate de cérium
et d'ammonium et au thiosulfate de sodium pour le PFA et le PAA(Greenspan &
MacKellar, 1948), et avec untitrage iodométrique au thiosulfate de sodium pourle
chlore(UNEN901:2007). Les résidus oxydants présents ensortie de désinfection
ont été contrélésde maniérejournaliere al’aide de laméthode colorimétrique au
DPD, selon APHA 4500-CI G, avec et sans ajout préalable d'enzymes catalases
pour refléter la contribution d'H,0, dans le cas des peracides.

3.3. Traitement statistique des données

Leniveaud'efficacité aétéanalysé al’aide dutest non paramétrique de Kruskal-
Wallis. Le test ANCOVA a été réalisé pour évaluer les effets des désinfectants
enfonctiondesconcentrationsetdestempsde contact. Lesteststde Student
et non parameétrique de Wilcoxon ont été utilisés pour comparer les données
paires de qualité aux fins des répartitions normales et anormales (d'aprés le
test de Shapiro-Wilks). Les associations de variables ont été évaluées a l'aide
dutest derangde Spearman. Lesrésultats d'inactivation bactérienne ont été
modélisés al'aide du Modéle Hom et S(Luukkonen et al., 2015); les valeurs des
parametrescinétiques ont été obtenuesviaunerégressionnonlinéaire al’aide
de la fonction Solver GRG non linéaire de Microsoft Excel.

4. EFFICACITE DE LA DESINFECTION AU PFA
PAR RAPPORT A D'AUTRES REACTIFS

Lespremiersrésultatsdesessaisal’échelleindustrielle concernant I'efficacité
du PFA ont été obtenus en 2005-2006 a I'aide du prototype et du systeme de
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production pilote (Hyproform, ci-aprés dénommé PFA-HP). A partir de 2011, toutes
les études surle PFA ont été realisées alaide du systeme de production le plus
avance (ci-apres dénommé PFA). Par ailleurs, dans les usines ou du HYP et du
PAA étaient systématiquement utilisés, ainsi qu'une adaptation de fréquence et
du type de contréle, des critéres spécifiques de gestion et de suivi ont été mis
enceuvre afind’obtenir desdonnées utiles pour lescomparaisons d’efficacités.
Le Tableau 25 recense les configurations et les conditions opératoires des
expériencesal'échelleindustrielle pourl'ensemble des désinfectants présentés
et abordés dans cette partie.

TABLEAU 25. Conditions opératoires des expérimentations a échelle industrielle -
Moyenne (minimum - maximum)

Systéme de Anné Usine Débit Concentration Tempsde contact
nnée
désinfection d’épuration mé/j mg/L minutes
PFA-HP 7140
2005-06 11(0,3-1,8) 24(10-45)
prototype (5400-10000)
CL
) 10900
Pilote 2006 1,6(0,9-2,4) 36(16-59)
(3410-20100)
3190
PFA 20N ER 1,0(0,6-1,2) 11(6-19)
(1790-4970)
CL-ER-JS-
2013-18 . Type 0,6(0,4-11) 26(5-83)
32570
PAA 2006 Js 1,4(0,7-2,5) 27(13-49)
(23620-43680)
10110
HYP 2008 CL 2,6(1,9-4,7) 24(12-51)
(6860-16350)
24120
20M JS 2,7(1,9-3,2) 20(15-30)
(15920-34520)

CL=Caorle; ER=Eraclea; JS=Jesolo; SD=San Dona

Toutes les usines desservent des stations balnéaires et sont caractérisées
pard’importantesvariations des charges saisonnieresetjournalieres. Le temps
derétentiondansle canalde désinfection, qui est constamment adéquat au sein
desusines d'épuration Caorle et Jesolo, était plus critique al'usine d’épuration
Eraclea, oudesvaleursinférieuresal0 minutes ont souvent été enregistrées. Les
doses de désinfectant, nécessaires pour garantirl'objectif de 5000 UFC/100 mL
d’Escherichia coli au niveau du point de rejet et préalablement identifiées, ont
généralement été maintenues.
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Le Tableau 26 présente les valeurs médianes (et la plage de variations) des
parametres physico-chimiques et bactériologiques des effluents en sortie
d'usine, avant leur désinfection par les différents réactifs considérés (test de
Kruskal-Wallis).

TABLEAU 26. Qualité physico-chimique et bactériologique (Médiane et plage de variation)
des effluents en entrée du réacteur de désinfection lors des études a échelle industrielle
menées de 2005 a 2011

Coliformes . Entérocoques
pH MES Dco N-NH4 E. coli i .
f. intestinaux
- mg/L mag/L mg/L Log
Log Log
7.6 11,9 25 0,57 4,0 3.6 3.4
PFA-HP
(6,9-8,2) (9,0-34) (10-35) (0,02-3,7) (2,3-53) (2,0-5,3) (2,7-4,5)
77 9,9 26 15 4,9 4,6 3.4
PFA
(71-8,3)  (9,0-17) (14-45) (0,02-9) (4,4-86,0) (3,0-5,6) (2,7-4,3)
7.4 10 34 0,14 52 4,4 3.4
PAA
(71-8,0) (9,0-11) (14-47) (0,14-3,7) (4,7-5,3) (3,3-5,2) (2,7-4,3)
7.5 9,0 29 1,94 53 4,6 3,5
HYP

(73-7.8) (9,0-17) (21-48) (0,14-10) (50-6,00 (3,6-6,2) (2,6-4,6)

HYP = hypochlorite ; PAA = acide peracétique ; PFA-HP = solution d'acide performique Hyproform ; PFA = solution d'acide
performique Desinfix ; MES = matiéres en pension; DCO = d le chimi en oxygene; Coliformes f. = Coliformes fécaux.

Etant donné que ces effluents proviennent de procédés d’oxydation biolo-
gique, les principaux parametres susceptibles d'impacter la désinfection sont
le pH, les matiéres en suspension (MES), I'azote nitreux et 'azote ammoniacal,
les composés organiques (DCO, DBO5) et la concentration bactérienne. ll est a
noter que le nitrite se situait toujours en-dessous de la limite de détection de
la méthode analytique: 0,02 mg/L.

Les variations des parametres qualitatifs étaient similaires, sauf pour
I'ammoniaque, notamment pour la désinfection avec HYP et PFA. Ce point est
d'importance carsil'ammoniaque n‘interfere vraisemblablement pasavecle PAA
etle PFA, ila été déterminé que I'action de désinfection au chlore se produisait
principalement viala monochloramine (Ragazzo et al., 2020).

Les MES et la DCO affichaient des valeurs toujours inférieures aux valeurs
signalées comme interférant avec les désinfectants; pour le pH, seul le PFA
aurait puinterféreraveclesvaleursneutres(Ragazzo et al., 2020). Les concen-
trations bactériennesentrantdansle canalde désinfection étaient comparables
(p>0,05, test de Kruskal-Wallis), sauf pour les coliformes fécaux et Escherichia
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coliavec une désinfection au PFA-HP pour lesquels des valeurs inférieures a
celles d'autres désinfectants ont été enregistrées(p<0,001).

Le Tableau27 présente lesrésultatsd’inactivation bactérienne pourchaque
type de désinfectant obtenuslors des essais al’échelle industrielle entre 2005
et 2011. Les niveaux d'abattement bactérien atteints pour les différents désin-
fectants sont décrits enlien avec les conditions opératoires de concentration
et de temps de contact appliquées(selon le test de Kruskal-Wallis).
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Le PFA apparaitsousdeux formes:lasolution de désinfectionlaplusancienne
avecuntauxdePFAd'environ9 % m/m(PFA-HP)et lasolution plusrécente(PFA)
composée d’'un taux de PFA de pres de 14 % m/m. Avec des temps de contact
comprisentre 10 et 20 minutes, ades concentrations correspondant respective-
mentalamoitié etautiersdesdosesde PAAetde HYP, lesabattementsobtenus
avecle PFA sont les plus élevés pour toutes les bactéries testées. Al'inverse, le
PFA-HP et le PAA présentent les abattements les plus faibles respectivement
pour Escherichia coli et les entérocoques. En revanche, avec des temps de
contact moins contraignants, le PFA-HP a donné des réductions d'Escherichia
colicomparables a celles obtenues avec le HYP et le PAA, et d’entérocoques
similaires acelleavecle HYP. Avec des temps de contact tres limités(< 20 min),
le PFAadonné desabattement d'Escherichiacolietd’'entérocoques systémati-
qguementsupérieursaceuxduPAA, et présente desréductionsd’entérocoques
comparablesacellesobtenues parle chlore enplusde 30 minutes d’exposition.

LaFigure 54 fournitles courbes de probabilité de réductionlog Escherichia
coli et entérocoques intestinaux pour les désinfectants PFA, PAA et HYP avec
des temps de contact allant de 10 a 20 minutes.

Escherichia coli Entérocoques intestinaux
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o X . X @
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< Acide performique hyproforme ® Acide performique Desinfix 4 Acide peracétique X Hypochlorite

FIGURE 54. Comparaisons des probabilités des désinfectants d’atteindre et de dépasser
la réduction logarithmique bactérienne pour un temps de réduction de 10 a 20 minutes
dans le réacteur de désinfection. Log(N,/N) = réduction logarithmique; N, : concentration
initiale de bactéries; N: concentration bactérienne pour chacun des temps de contact
(CFU/100 mL)

Vis-a-visdesdeuxindicateurs fécaux, le PFAdémontre une probabilité plus
élevéee deréductionbactérienne que lesautres désinfectants. Alorsque le PFA
a 90 % de probabilité de depasser 2 log et 1log de réduction de Escherichia
colietentérocoques respectivement, les mémes cibles sont beaucoup moins

probables pour le PAA (50% et 10% respectivement) et le HYP (70% et 60%
respectivement).
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Le test ANCOVA a été appliqué a ces mémes résultats afin de comparer
I'efficacité des désinfectants en tenant compte de la contribution des concen-
trationsutilisées, évaluant ainsil'efficacité réelle des désinfectants(Tableau 28).

TABLEAU 28. Classement des désinfectants par ordre d’efficacité pour les indicateurs
fécaux de 2005 a 2011 par le test ANCOVA

Coliformes f. E. coli Entérocoques intestinaux
log R(CFU/100 mL) log R(CFU/100 mL) log R(CFU/100 mL)
Comparable (p>0.05) PFA>PAA~PFA-HP>HYP PFA>PFA-HP>HYP~PAA

Coliformes f. = coliformes fécaux ; log R=log reduction (CFU/100 mL); PFA-HP = solution d"acide performique Hyproform;
PFA = solution d"acide performique Desinfix

Si tous les réactifs sont comparables s'agissant de I'abattement des coli-
formes fécaux, le PFA apparait comme plus efficace pour les Escherichia coli
et les entérocoques intestinaux.

L'abattement bactérienaétéajustéal’aide desmodelesbactériensHoms et
S pourcomparerle PFAetle PAA; laplage de parameétres estimés estindiquée
dans le Tableau 29. L'abattement des indicateurs fécaux a été bien décrit par
les deux modeles(R? systématiquement supérieur a 0,91)a des concentrations
comprises entre 0,5 et 1,3 mg/L pour le PFA (principalement a I'échelle indus-
trielle) et entre Tet 3 mg/L pour le PAA (principalement en laboratoire).

TABLEAU 29. Paramétres cinétiques de désinfection estimés pour les modéles Homs et S,
valeurs minimales et maximales (plage de dosage: PFA = 0,5-1,3 mg/L - PAA = 1-3 mg/L)

Escherichia coli Entérocoques
PFA PAA PFA PAA
n 0,000-0,416 0,000-0,010 0,000-0,401 0,000-1,181
m 0,000-0,491 0,001-1,141 0,353-0,774 0,225-1,808
Homs
K 2,138-8,928 0,152 - 8,202 0,305-1,743 0,002-1,212
R? 0,969-1,000 0,917-1,000 0,943-0,988 0,922-0,998
n 0,000-0,139 0,000-0,160 0,001-2,877 0,537-0,598
m 0,020-8,794 3,059 - 24,561 0,916 - 3,524 0,633-4,671

Modele S h 0,006-9,587 5,5638-16,251 10,200- 30,522 5,500-53,00
K 6,217-17,5671 4,303-8,294 6,011-37,479 2,296 - 4,457

R? 0,984-1,000 0,969-1,000 0,930-0,999 0,943-1,000

PFA = solution d"acide performique Desinfix
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Le modele de Homs démontre I'importance limitée des concentrations de
désinfectant, al'exceptiondele PAAcontreles entérocoquesintestinaux(valeurs
«n»supérieures aux autres), ainsi que I'importance du temps de rétention, qui
augmente en méme temps que la résistance bactérienne (valeurs «m» pour
les entérocoques intestinaux supérieures a celles d'Escherichia coli) et que la
diminution de la force du désinfectant (valeurs « m» pour le PFA inférieures a
celles pourle PAA). Ces résultats concordent avec ceux qui ont été publiés par
Luukkonenetal.(2015). Les valeurs Kdes deux modéles ont également confirmé
la plus grande sensibilité d’Escherichia coli face a la désinfection par rapport
aux entérocoquesintestinaux(valeurs Escherichia colisupérieuresacellesdes
entérocoques intestinaux).

5. CAPACITE DE REUTILISATION DES EAUX USEES
TRAITEES

Comme présenté enintroduction, la désinfection des eaux usées a pour prin-
cipal objectif de respecter une qualité d'eau adaptée au rejet dansles eaux de
surface avec un seuil réglementaire fixé a5000 UFC/100 mL pour Escherichia
coli. Cependant, d'autres utilisations pourraient étre envisagées pour ces
effluentssileur qualité bactériologique était adaptée. Par exemple, s'agissant
d’'une utilisation enagriculture dansles pays confrontésades problématiquesde
sécheresse, I'Organisation mondiale de la santé(OMS)recommande une valeur
limite de 1000 UFC/100 mL pour les Escherichia coli et 400 UFC/100 mL pour
entérocoques intestinaux. Les données acquises lors des essais industriels
(2005-2011) ont été analysées de maniére plusapprofondie pour évaluerlacapa-
cité des différentsréactifs a atteindre ces seuils de qualité dits «ambitieux ».

Le Tableau 30 synthétise, pour chaque réactif utilisé, les pourcentages de
cas, en sortie de désinfection, respectant différents seuils fixés.
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TABLEAU 30. Proportion de résultats respectant différents seuils de qualités
bactériologiques a la sortie de désinfection en fonction des conditions opératoires
(moyenne et plage de variation)

Usine Concentration Temps de contact
i i Désinfectant
d’épuration mg/L minutes
Caorle PFA-HP 1,3(0,3-2,4) 28(10-59)
Eraclea PFA 1,0(0,6-1,2) 11(6-19)
Jesolo PAA 1,6(0,9-2,1) 16(13-20)
Caorle -
HYP 2,8(2,5-3,0) 17(15-20)
Jesolo
Seuils (UFC/100 mL)
<12,000 <2,400 <1,000 <100
PFA-HP 100% 88% 83% 55%
Coliformes
. PFA - - - -
fécaux
PAA 92% 42% 25% 0%
HYP 100% 100% 100% 100%
<5,000 <1,000 <100 <10
PFA-HP 100% 90% 67% 35%
Escherichia
i PFA 100% 100% 76% 31%
coli
PAA 92% 83% 17% 0%
HYP 100% 93% 59% 14%
<2,000 <400 <100 <10
i PFA-HP 88% 78% 48% 15%
Entéro-
coques intes- PFA 100% 90% 69% 10%
tinaux PAA 67% 17% 0% 0%
HYP 95% 90% 37% 10%

PFA-HP = solution d'acide performique Hyproform; PFA = solution d'acide performique Desinfix.

La conformité par rapport aux différents seuils fixés varie d'un réactif a
l'autre. De maniére générale, et quel que soit le seuil fixé, le PFA présente les
meilleurs résultats pour les Escherichia coli et les entérocoques intestinaux.
Le classement des différents réactifs en fonction du pourcentage de valeur
respectant les seuils est le suivant pour les Escherichia coli et les entéro-
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coques intestinaux: PFA > HYP~PFA-HP > PAA. Cet ordre est différent pour
les coliformes fécaux avec un classement HYP > PFA-HP > PAA.

Le modele ANCOVA appliqué auxrésultatsabordés précédemment, y compris
auxconcentrations et temps de contact(covariables), fournit des prévisions sur
I'efficacité de désinfection ajustée selon les deux covariables. Le Tableau 31
montre comment les différents systemes peuvent garantir un faible niveau de
risque microbiologique dans l'effluent.

TABLEAU 31. Concentrations bactériennes (moyenne * écart type) en sortie
de désinfection en fonction des conditions opératoires décrites dans le Tableau 30

Escherichia coli Entérocoques intestinaux Coliformes fécaux
UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 mL
PFA 62 +81b 169 +153b 454+ 429b
PAA 1143 +201a 1757+ 375a 5276 +964a
HYP 643 +155a 1311+ 310a 2784+1609a,b

Principales variations significatives a p=0,05, avec valeurs a > valeurs b

Pourtouslesindicateurs bactériens, le PFA estle plus efficace pour garantir
un faible niveau de risque microbiologique. Les valeurs garanties en sortie de
désinfectionavecle PAAetle PFAsontrespectivement1,5et 0,2 foissupérieures
acellesobtenuesavecle chlore. End‘autrestermes, lesvaleurs microbiologiques
dansl'effluent garanties parle PAAsont respectivement 7 et 9 foissupérieuresa
celles garanties parle PFA(pourles entérocoquesintestinaux et Escherichia coli).

6. MAINTIEN DES PERFORMANCES AU COURS DU TEMPS

Suiteacesétudes, latechnologie de désinfectionauPFA aété adoptée dans toutes
les usines d'épuration ou les expériences ont été menées(Caorle, Eraclea, San
Dona et Jesolo). Pour les différents intervalles de temps de contact des usines
d'épuration au cours des six années d'expérience (2013-2018), le Tableau 32
indique le nombre de contréles effectués(nombre d'échantillons), les concen-
trations correspondantes appliquées et le pourcentage de résultats respec-
tant les 1000 UFC/100 mL ainsi que les deux objectifs supplémentaires et plus
ambitieux concernant Escherichiacoli. Les caractéristiques physico-chimiques
de I'effluent étaient typiques des usines d'épuration: certains parametres clés
sontindiqués entermesde moyenne, d'écart-type et de valeur maximale(entre
parenthéses)dans le Tableau 33.
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TABLEAU 32. Proportion de résultats conformes aux différents seuils fixés
pour Escherichia coli, obtenus entre 2013 et 2018 pour chaque intervalle de temps
de contact et concentration en PFA

Tempsde Nomb % Echantillons conformes aux seuils fixés [PFA]
ombre
contact | Escherichia coli- UFC/100 mL moyenne
Echantillons
min <1000 <100 <10 >1000 mg/L
<10 56 96% 48% 0% 4% 0,7
10-20 127 98% 72% 9% 2% 0.6
>20-30 65 100% 31% 52% 0.6
>30-40 33 100% 27% 48% 0.6
>40 77 100% 55% 8% 0.6
TOTAL 358 99% 53% 18% 1% 0.6

TABLEAU 33. Paramétres de qualité en entrée de désinfection de 2013 a 2018;
moyenne * écart type (valeur maximale)

MES DCO N-NH, N-NO,
mag/L mg 02/L mg/L mg/L
Caorle 10+6,4(36) 19+6,8(44) 0,58+1,12(7,0) 0,13+0,13(0,57)
Eraclea 9,3 +4,4(35) 21+6,4(54) 1,35+2,18(17,9) 0,24+0,22(1,02)
Jesolo 10,0+6,0(33) 19+7,2(57) 1,85+1,96(7,8) 0,12+0,10(0,67)
San Dona 8,7+3,6(27) 19 + 6,4 (45) 0,31+0,57(4,43)  0,06+0,05(0,28)
MES = matiéres en pension; DCO =d d imique en oxygéne

De maniere générale, le seuilde 1000 UFC/100 mL pourles Escherichiacolia
étérespecté dans 99 % descas. Lesraresvaleurs dépassantles 1000 UFC/100 mL
ont été enregistrées a l'usine d'épuration Eraclea en haute saison. La limite
établie pour la valorisation agricole en Italie (10 UFC/100 mL) a été respectée
dans moins de 20 % des cas sur I'ensemble des installations, sauf a San Dona,
ou cette limite était respectée dans 58 % des cas.

7. IMPACT SUR LES PARAMETRES CONVENTIONNELS
ET PRODUCTION DE SOUS-PRODUITS REACTIONNELS

Sur la période de deux ans entre 2016-2017 et sur chaque installation, les
résidus de PFA au niveau de I'émissaire de désinfection ont été mesurés trois
fois parjour poursuivre ladécomposition desrésidus oxydants. Dans 97 % des
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mesures, ladose de PFA étaitinférieure a 0,8 mg/L(moyenne totale: 0,6 mg/L),
etlestempsderétention étaientrespectivementinférieursa20et 40 minutes
dans 53 et 74 % des cas. Les temps de contact moyens au sein des réacteurs
de désinfection suivaient I'ordre suivant: Caorle>San Dona> Jesolo> Eraclea,
ou les extrémes étaient respectivement de 52 et 10 minutes.

La tendance des résidus de PFA au niveau du point d'évacuation de désin-
fection présentait une corrélation significative avec les temps de rétention
dans les canaux de désinfection (R Spearman 0,66 p<0,01), quels que soient la
variation des matrices, I'incertitude de la méthode analytique (instruments de
terrain)etles faibles concentrations de résidus. Contrairementau PFA, I'H,0, a
étérapidement consumeé et, quel que soit le tempsde contact, Caorle et Eraclea
donnait lieu a des résidus entre 14 et 10 % des doses appliquées.

La Figure 55 présente les concentrations résiduelles moyennes de PFA au
niveau des quatre émissaires de désinfection d’'usine d’épuration par rapport
aux temps de contact moyens.
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FIGURE 55. Concentrations résiduelles moyennes de PFA (mg/L) en fonction des temps
de contact au sein des réacteurs de désinfection d’Eraclea, Jesolo, San Dona et Caorle
respectivement les points de gauche a droite; les mesures ont été prises en 2016 et 2017

Plusieurs études ont déja fait état de la faible propension du PFA et du PAA
a former des sous-produits de désinfection. En référence a d'autres auteurs,
Luukkonen & Pehkonen(2017) ont montré, par exemple, que I'un des principaux
avantages du PAA parrapportauchlorelibre oual’'ozone est saprobabilité réduite
aformerdessous-produits de désinfection(SPD). lls ont égalementindiqué que
le PFA, bien que moins étudié, forme des quantités de SPD similaires ou méme
légerement inférieures a celles du PAA. De méme, des résultats montrent des
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impacts duPAA surlaconcentrationen matiere organique de lI'effluent, notam-
ment avec une augmentation de la DCO et du COT. Il est possible de calculer
cette hausse théorique a partir de la composition de I'équilibre de peracides
(Luukkonen et al., 2014).

Limpact du PFA sur la variation des parametres de qualité des effluents
désinfectésaété étudié aplusieursreprisesdurant nos expériences, entre 2005
et 2017. Les études initiales ont analysé la variation de parameétres de qualité
cléstelsquele COT, laDBO5etle pHenfonction des concentrationsappliquées
(Ragazzoetal., 2013). Desrecherches ultérieures surlesimpacts du PFA se sont
centrées sur les potentiels effets cytotoxiques, génotoxiques et mutagenes
du PFA (Ragazzo et al., 2017), ainsi que sur certaines implications (liées a son
utilisation), telles que la toxicité directe potentielle pour I'environnement et la
capacité a oxyder certaines catégories de composés organiques plus récalci-
trants a l'oxydation (Ragazzo et al., 2020).

Etant donné la capacité supérieure du PFA a réduire les indicateurs fécaux
les plus résistants (entérocoques intestinaux) par rapport au PAA, sa capacité
a oxyder les substances organiques a également été constamment étudiée, a
lafoisdirectement, sur des substances organiques génériques, et par des tests
indirects (Ragazzo et al., 2013, 2020).

Aucune variation du pH ni aucune oxydation de matieres organiques n'ont
été détectéesauxdosesappliquéesal’échelleindustrielle(Ragazzo etal., 2007,
2013). Cesrésultats ont été ultérieurement confirmés par d’autres étudesréve-
lant une faible capacité du PFA a oxyder des composés pharmaceutiques, les
perturbateurs endocriniens et le bisphénol A(Gagnon et al., 2008 ; Luukkonen
etal., 2015).

Pour chaque intervalle de temps de contact dans le réacteur de désinfec-
tion, les Tableau 34 et Tableau 35 comparent le COT et le formiate en utilisant
respectivement les tests de Student et de Wilcoxon.
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TABLEAU 34. Comparaisons entre les concentrations de carbone organique total en
entrée (T)) et sortie de désinfection (test t-student) pour les différents temps de contact -
moyenne  écart type (plage de variation)

Temps coT CcoT
[PFA] . .
de contact T, Sortie Probabilité
. mg/L
min mag/L mg/L
6,79+0,63 6,94 +0,64
<10 1,01+£0,18 016
(5,34-8,0) (5,40-7.8)
6,12+1,05 6,24 +0,97
10-20 0,87+0,83 0,032
(4,47 -8,95) (4,75-8,90)
7.19+1,30 7.1741,31
20-30 0,89+0,46 0,084
(5,20-9,38) (5,60-9,53)
7,37+1,13 7,57+1,19
>30 1,16+0,60 0,001
(5,52-9,41) (5,28-10,26)

COT = carbone organique total

TABLEAU 35. Comparaisons entre les concentrations de formiates en entrée(T,) et sortie
de désinfection (test du rang de Wilcoxon) pour les différents temps de contact - médianes
(plage de variation).

Temps de Formiates
[PFA] Formiates Sortie
contact T, Probabilité
. mg/L mg/L
min mg/l_
2,81 3,10
<10 1,01£0,18 0,061
(1,62 -3,6) (1,97-3,6)
2,04 2,0
10-20 0,87+0,83 0,168
(1,35-10,89) (0,82-11,08)
3,61 3,08
20-30 0,89+0,46 0,079
(115-9,77) (115-9,92)
4,04 3,97
>30 1,16+0,60 0,524
(1,45-10,31) (1,40-10,50)

La comparaison est effectuée entre les valeurs calculées au niveau du
point de dosage en entrée (valeurs stoechiométriques du dosage de PFA plus
valeurs mesurées en entrée) et les valeurs mesurées ala sortie du réacteur de
désinfection. Toutes les valeurs mesurées au niveau du point de sortie corres-
pondent aux valeurs théoriques attendues (p>0,05), a I'exception de deux cas
pour lesquels les valeurs de COT étaient supérieures a la sortie du réacteur.

214



Efficacité de la désinfection chimique par acide performique

Cependant, cette variation était contenue dans la gamme d’incertitude de la
méthode analytique (5-10 %). Ces résultats indiquent une faible capacité du
PFA a oxyder les substances organiques, méme les plus simples, co-générées
et coexistantes avec le désinfectant lui-méme, en plus d'une tendance poten-
tiellement faible a former des sous-produits.

Desessais spécifiques ont étéréalisés enlaboratoire pour évaluer labiodé-
gradabilité des molécules résiduelles des désinfectants a base de carbone
PFA-HP et du PAA. Les résultats ont montré une biodégradabilité plus faible
des formiates (produit de décomposition coprésent et intermédiaire du PFA)
parrapportaux acétates(produit de décomposition coprésent et intermédiaire
du PAA)auregard de la DBO5.

Le Tableau 36 montre l'augmentation de la matiere carbonée (COT, DCO et
DBO5)constatée suite al'injection de PFA-HP et du PAA. Il est a noter que pour
les solutions de PFA utilisées aujourd’hui (systéme de production DEX), ces
augmentations sont respectivement de 0,7, 1,0 et 0,3 mg/L respectivement
pourle COT, laDCO et la DBOS.

TABLEAU 36. Concentrations carbonées apportées en COT, DCO et DBO5 par gramme
de substance active injectée du PAA et de PFA-HP a différentes concentrations appliquées

Concentrations coT DCOo DBO5
Désinfectant
mg/L mg/L mgO0,/L mg0,/L
PFA-HP 2-50 1,3+0,13 1,.8+0,13 0,5+0,21
PAA 1-10 0,9+0,03 - 11+0,18
2-50 0,9+0,12 2,0+0,17 1,6+0,29

PFA-HP = acide performique Hyproform; COT = carbone organique total ; DCO = demande chimique en oxygéne ; DBO5 = demande
biochimique en oxygéne

L'effet toxique du PFA a été évalué sur le plan des sous-produits potentiels
formés par réaction aux substances organiques et inorganiques présentes
dans la matrice. La toxicité a été évaluée en termes d'écotoxicité induite sur
Vibrio fischeri et Daphnia magna (aux doses appliquées a I'échelle industrielle
aenviron 1mg/L en moyenne avec une plage de variations comprise entre 0,4
et 2,4 mg/L). Les caractéristiques potentiellement mutagene, cytotoxique et
génotoxique ont été mesurées par effets a court terme sur les cellules cibles
bactériennes, végétales et mammaliennes (a des concentrations comprises
entre 0,6 et 1,5 mg/L).

Aucune diminution des émissions lumineuses de Vibrio fischeri>50 % (Ragazzo
et al., 2013) n'a été enregistrée ni sur la mobilité de Daphnia magna (zéro effet
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systématiquement signalé). La suppression de lumiéere, qui variait entre 0 % et
43 %, ne différait pas desvaleurs générales de I'effluent en'absence de traite-
ment de désinfection (p>0,05).

Les effets mutagenes et génotoxiques étaient systématiquement négatifs
danstouslesessaisinvitroréalisés sur des effluents désinfectés et non désin-
fectés. Enrevanche, surles essais sur Allium cepa, dans certains échantillons
d'eaux usées nonconcentrées, le traitement au PFA a effectivement provoquée
une légéere hausse des fréquences des micronoyaux dans les cellules souches,
sans corrélation avec les doses de désinfectant (Ragazzo et al., 2017).

8. PERFORMANCES GLOBALES DU PFA

Surlabase del'ensemble des essaisréalisésavecle PFA etle PAA entre 2011 et
2017, il a été possible d’'estimer les concentrations, et donc les colts associés,
nécessaires pour garantir une qualité de désinfection adaptée. Pour les deux
peracides, lesdoses d'injection ont été fixées a une valeur minimale suffisante
pour assurer une concentration stable de 5000 UFC/100 mL d’'Escherichia coli
ensortie de désinfection. Sur cette base, le Tableau 37 synthétise le pourcen-
tage de casetlesconditions pourlesquelleslesconcentrations ensorties sont
inférieures au seuil dit ambitieux de 1000 UFC/100 mL pour les Escherichia coli
et 400 UFC/100 mL pour entérocoques intestinaux.

TABLEAU 37. Proportion de cas conformes au seuil de 20 % de la valeur limite ou
recommandée (1000 UFC/100 mL pour les Escherichia coli et 400 UFC/100 mL pour
entérocoques intestinaux) pour le PFA et le PAA; les concentrations et temps de contact se
référent aux conditions pour lesquelles I'objectif est atteint

Taux de Proportions des conditions

Concentrations Indicateurs conformité pourlesquelles Iobjectif

Désinfectant i
esinrectants ma/L fecaux aux objectifs est atteint
% TC <20 min TC 220 min
PFA 0,9 Escherichia 99 60 40
PAA 2.4 coli 92 30 62
PFA 0,8 Entéro- 88 53 35
coques
PAA 2.8 intestinaux 48 7 4

TC = Temps de Contact
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Enconsidérant dansl'ordre PFA et PAA, les objectifs de seuils «ambitieux »
pour Escherichia coli ont été atteints dans 99 et 92 % des cas, ceux pour les
entérocoquesdans 88 et 48 % dessituations. Lesdosesde PAA étaient 2a 3 fois
plus élevées que celles de PFA.

Les colts associés a l'utilisation des désinfectants varient en fonction de
différentsfacteurs(répartition, type d'usine d’épuration et caractéristiques des
eauxusées, objectifs microbiologiques, etc.), c'est pourquoiles estimations fiables
ne peuvent se faire que sur des cas d'etudes bien définis. Néanmoins, et du fait
de la constance des résultats obtenus et abordés par Ragazzo et al. (2020), et
surlabase de prix commerciaux moyens de substance active de PFA et de PAA
de 10,8 €/kg et 7,6 €/kg respectivement (valeurs issues de données internes et
d'études publiées - Luukkonen et al., 2015 ; Maffettone et al., 2018), les colts de
désinfectionont été évaluésa 0,010 €/m?®pourle PFAeta 0,018 €/m?pourle PAA.

Points clés

- Latechnologie de désinfection a I'acide performique constitue une
alternative adaptée auchlore etal'acide peracétique pour désinfecter
les effluents en sortie d’'usine d’épuration.

« Lutilisation de I'acide performique permet des abattements plus
élevésenbactéries que lesautresréactifs de désinfection, celaades
concentrations 2 a 3 fois plus faibles.

« Aucune variation de pH ni aucune oxydation de matiéres organiques
Nn‘a été détectée auxdosesd’acide performique appliquéesal’échelle
industrielle.

« Aucun effet de dépression n‘a été enregistré sur les émissions lumi-
neuses de Vibrio fischeri, ni sur la mobilité de Daphnia magna.

. Les effets mutagenes et génotoxiques étaient systématiquement
négatifs dans tous les essais in vitroréalisés sur des effluents désin-
fectés. Certains échantillons non concentrésont présenté unelégere
hausse des fréquences des micronoyaux dans les cellules souches
d’Allium cepa, mais sans corrélation avec les doses de désinfectant.

- Les colts de désinfection ont été évalués a 0,010 €/m? pour l'acide
performique et a 0,018 €/m3 pour I'acide peracétique.
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Jamais, dansunreéférentiel de plusde quarante ans, laSeine n'aété aussiproprea
latraversée del’agglomération parisienne. Laugmentation croissante dunombre
d’especesde poissons, hotes naturels du fleuve, constatée chaque année depuis
lafindu siecledernierenestl'undesmeilleurstémoins. Outre lamodernisation
des procédés de traitement et le développement d'outils d'aide a la gestion du
systeme d'assainissement, I'évolution constante durdle des usines d’épuration
aétéunfacteuressentielacetteamélioration. Construites en premierlieu pour
traiter le carbone, étendues ensuite pour éliminer I'azote, complétées enfin
pour abattre le phosphore, les usines d’épuration ont été la clé de voute d'une
stratégie d'évolution de I'outil industriel mis a disposition de I'assainissement
francilien pour participer a la restauration de la qualité physico-chimique et
bactériologique de la Seine, un fleuve sous forte pression anthropique.

Cette qualité retrouvée a donné de nouvelles perspectives d'utilisations du
fleuve: nonplus seulement comme un corridor fluvial d'intérét pour le transport,
mais égalementcomme unlieuderencontre des populationsautourd‘activités
récréatives. La candidature de Paris aux Jeux Olympiques et Paralympiques
de 2024 a acceléré cette volonté de reconquéte de la Seine et a fait office de
catalyseur pour continuer a investir pour une eau de qualité sanitaire adaptée
adesusagesjusqu‘alors perdus. Lesanciennes photographies en noir et blanc
des Parisiens en maillot de bain au bord de I'eau vont trés prochainement étre
remplacées par des «selfies » sur les réseaux sociaux. La baignade a Paris,
disparue dans les années 1960, pourra bient6t retrouver sa place.

Pour que cet objectif devienne réalité, il est nécessaire de pouvoir assurer
une qualité sanitaire de la Seine a tout instant en adéquation avec les enjeux
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fixésetgarantirunapportencore plus faible en micro-organismes dansle fleuve.
Ladésinfectiondesrejetsd'usines d'épuration fait partie du panel de solutions
retenues dans le cadre du plan Qualité de I'Eau et Baignade lancé en 2016 par
les acteurs du territoire pour garantir cet objectif.

Larecherched’'unetechnologie de désinfection efficace, sobre et en parfaite
harmonie avec le milieu naturel a permis de catalyser|'innovation scientifique.
Ainsi, le SIAAP et ses partenaires scientifiques ont engagé une étude de plus
de deux ans pour comprendre, examiner, évaluer, tester et valider une techno-
logie adaptée aux conditionslocales. Et parmiles solutions pourladésinfection
des eaux usées qui ont émergé au cours des derniéres décennies, c'est I'acide
performique qui est apparu comme la solution la plus adaptée aux usines
d'épuration du SIAAP.

Les résultats de cette étude, couvrant trois volets différents que sont
I'évaluation de I'efficacité de ladésinfection chimique al'acide performique,
ladéterminationdes conditions opératoires et lavérificationde soninnocuite
environnementale ont été synthétisés dans cet ouvrage. Pour cela, d'une
part, des essais ont été réalisés en laboratoire afin de déterminer l'effica-
cité delaméthode de désinfection et notamment d’identifier les conditions
de mise en ceuvre de cette solution innovante. D'autre part, des tests ont
été menés en phase de pré-déploiement a I'échelle industrielle. Pour cela,
des unités de désinfection permettant I'injection d’acide performique ont
été mises en place au sein de I'usine d'épuration Seine Valenton en vue de
valider la technologie dans un contexte industriel et d’en confirmer I'inno-
cuité environnementale.

Troisidéesprincipalessontaretenirdes milliersd’heures de travail collectif
gque nous avons consacreées a ce sujet:

- Lapplication d'une concentration de 1 mg/L d’acide performique durant
untemps de contact supérieura 10 minutes garantit des concentrations
faibles en bactéries indicatrices fécales dans les eaux désinfectées.

« Lutilisationd’un panel d'outilsbiologiquesreprésentatifs montre l'absence
d'effetsdel’acide performique entermes de perturbation endocrinienne
et de toxicité générale.

- Ladeésinfection al'acide performique cause des lésions irréversibles
aux Escherichia coli et aux entérocoques intestinaux et élimine un panel
pluslarge de micro-organismes que ces seules bactéries, ce qui permet
d'envisager une application au-dela des rejets d’'usines d'épuration.

220



Efficacité de la désinfection chimique par acide performique

Ce travail a permis d’éclairer les décisionnaires sur les choix a réaliser, en
termes de désinfection, al'échelle de l'agglomération parisienne. Ainsi, une unité
de désinfection paracide performique a été installée, aéchelleindustrielle, sur
l'usine Seine Valenton. Mise en eau a I'été 2023, elle sera opérationnelle pour
les Jeux Olympiques et Paralympiques, en juillet 2024. Elle aura pour objectif
de désinfecterles eaux uséestraitéesenamont de Paris. Cette solution contri-
buera,aumémetitre que lesautresactionsdu planQualité de 'Eau et Baignade,
agarantir laréalisation des épreuves sportives dans la Seine.
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Le SIAAP, acteur public de I'assainissement francilien, assure chaque jour
le traitement de 2,5 millions de meétres cubes d'eaux usées avant de les
rendre epurées a la Marne et a la Seine. Linnovation est un atout pour
I'accomplissement de cette mission de service public. Elle constitue un
levier de progrés et de performance pour notre outil industriel ainsi que
pour les femmes et les hommes gui le pilotent au quotidien. Promoteur
d'une innovation publique & caractére industriel, le SIAAP a engagé depuis
plus de 50 ans des moyens humains, techniques et financiers conséguents
pour améliorer |'efficacité du traitement des eaux, d'abord vers un meilleur
traitement du carbone, puis de I"'azote et enfin du phosphore. Il entretient
aujourd’hui cette dynamique et poursuit sa mobilisation quotidienne
aux cotes de ses partenaires afin d'assurer la robustesse, la sobrigté et
la performance du systéme d'assainissement francilien.

Au service de la protection du milieu naturel et du vivant, la politique
dinnovation du SIAAP est ainsi structurée autour de la programmation
scientifigue inneauvation. Elle s'appuie sur des partenariats académiques
historiques et trace un pont entre le monde de la recherche et les acteurs
opérationnels que sont les industriels. Ambitieuse, cette déemarche est au
cceur de la stratégie pluriannuelle du SIAAP.

Ce projet d'étude de la désinfection chimigque par acide performigue
demontre, dans ce cadre, la capacité du SlAAP et de ses partenaires
scientifigues a faire emerger a une echelle industrielle des solutions
innovantes. Il illustre l'engagement du SIAAFP a rechercher sans cesse
I'atteinte d'une performance industrielle optimale, au service de lintérét
general des Franciliens et de leur environnement.
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