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Quelle satisfaction d'ouvrir par ces quelques
lignes cette série de fascicules. Un format
imaginé et construit pour favoriser le partage
des avancées scientifiQues avec les acteurs
opérationnels du monde de lassainissement,
et ainsi contribuer a faire évoluer nos
installations industrielles, leur exploitation et
leur maintenance.

Linnovation se doit d’étre & la hauteur des défis
que nous devons relever aujourd’hui. Filiéres
épuratoires performantes mais complexes,
cadre réglementaire exigeant, nécessaire limitation des coUts
d’exploitation et de maintenance, légitime ambition de réduire
l'empreinte environnementale, contraintes hydrauliques fortes
avec des conditions météorologiques de plus en plus contrastées
et des événements atypiques de plus en plus fréquents; tel est
dorénavant le paysage offert aux exploitants des systémes
d’assainissement. L'acquisition de connaissances nouvelles sur le
fonctionnement des installations industrielles et de leurs impacts
environnementaux, mais également le développement d’outils
numériques ou métrologiques au service de leur exploitation
deviennent dés lors essentiels.

Cette série de fascicules se veut ainsi étre un atout de plus pour
connecter les spheres scientifiques et opérationnelles. Chercheurs
et experts techniques prennent conjointement la plume pour vous
partager les avancées scientifiques sur une thématique de recherche
embrassée par la programmation scientifique, avec la volonté
d’en exprimer tout le potentiel opérationnel. Complémentaire aux
publications scientifiques et résolument tourné vers lapplicatif,
ce format doit contribuer & faire que de linnovation devienne une
réalité industrielle. C'est 'ambition de la démarche inneauvation*,
portée par le Syndicat interdépartemental pour lassainissement de
lagglomération parisienne (SIAAP) et ses partenaires scientifiques.

Nous vous souhaitons une bonne lecture, et espérons que vous
trouverez en ce fascicule une source d’inspiration pour faire évoluer
vos outils et pratiques industrielles, pour un assainissement toujours
plus performant.

Vincent Rocher, Directeur délégué a linnovation, la stratégie et
l'environnement au SIRAP

Sabrina Guérin-Rechdaoui, Directrice Innovation au SIRAP

* inneauvation associe le SIAAP et des organismes de recherche pour promouvoir
une innovation publique a vocation industrielle dans le domaine de I'assainissement.
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L'essentiel

Dans le cadre de sa démarche inneauvation, le SIARAP déploie des outils de biosurveillance pour apporter un
éclairage nouveau sur la qualité des eaux urbaines au regard de la pollution chimique. Appliquée au moyen de
bioessais, la biosurveillance permet d’investiguer la pollution de 'eau d’'une maniére novatrice et complémentaire
ala chimie analytique, en se basant non pas sur une recherche classique de substances, mais sur la mesure d'effets
chez des modéles vivants employés comme de véritables sondes.

Batir un dispositif de biosurveillance adapté au contexte local

Quatre sites Une batterie de bioessais

répartis le long de la Seine et de la Marne, encadrant le classés en deux grandes familles :

systéme d’assainissement du SIAAP. — s
TOXICITE GENERALE i TOXICITE SPECIFIQUE
Mesure de I’activité Evaluation des dysfoncti ments

métabolique physiopathologiques
Synthése cellulaire, Prolifération, Perturbation endocrinienne,
Alimentation, Mortalité, etc. Génotoxicité, Neurotoxicité, etc.

Une dizaine de modeéles biologiques,

= X JONGe >

aI'échelle de la cellule ou de I'organisme

12 campagnes de mesures entre 2018 et 2023

Etablir un état zéro de U'écotoxicité des riviéres franciliennes

Quels sont les effets détectés ?

Des effets sur un ou plusieurs

bi - R Parfois, des atteintes Parfois, des effets de perturbation
ioessais de toxicité générale, P A e A - N
N B . génotoxiques notables endocrinienne, sans jamais atteindre
atteignant parfois le seuil I . . P
de forte toxicité mais réversibles le seuil de forte toxicité
Comment la toxicité des eaux Y a-t-il un gradient des effets de I’amont
varie-t-elle dans le temps ? al’aval de I’agglomération parisienne ?
Calcul d’un indice IBR (réponse biologique Bioessai
sioEssal 1 intégrée) pour synthétiser les résultats de Jn
mosssz la batterie de bioessais. 2
Bioessai Bioessai
—> Latoxicité est trés variable dans le temps. —> Llintensité globale des effets 5 2
—> Pas de tendance saisonniére, mais augmente peu de 'amont a I'aval.
certaines campagnes se démarquent. —> Mais I'impact de I’agglomération
est visible avec certains bioessais. Bioessai Bioessai

Qualifier un procédé d’épuration B3y = {e 1]

Bioessais appliqués en routine

—> Mise en évidence de I'absence d’effets sur les rivieres pour mesurer
toxiques d’une méthode de désinfection les évolutions sur le temps long.
des eaux usées par acide performique.

Mise a l'essai de stations de

biosurveillance en lighe dans les

usines d’épuration et sur la Seine,

pour mesurer la qualité de l'eau en temps réel

—>  Mesure de I'efficacité de procédés
de traitement des micropolluants par
adsorption sur charbon actif.

et identifier les pics de contamination.
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Partie 1

Depuis 1990, le SIAAP surveille la qualité de la Seine francilienne et
de ses affluents via son observatoire MeSeine. Ce dernier s’appuie
sur la mesure en continu de parameétres physico-chimiques, sur
des prélevements d'eau hebdomadaires faisant lobjet d’analyses
chimiques et bactériologiques, et sur un suivi du biote. MeSeine est
en évolution perpétuelle grlce a la programmation scientifique
inneauvation, qui permet 'émergence de solutions métrologiques
opérationnelles nouvelles. La biosurveillance s’integre a cette dé-
marche. Appliquée au moyen de bioessalis, elle permet ainsi d'in-
vestiguer la pollution de l'eau d’'une maniére novatrice et com-
plémentaire a la chimie analytique, en se basant non pas sur une
recherche classique de substances, mais sur la mesure d'effets
chez des modeles vivants employés comme de véritables sondes.
Le SIAAP est pionnier dans le déploiement des bioessais, utilisés des
le début des années 2010 au niveau du réseau d'assainissement,
des usines d’épuration et des eaux de surface.

Un travail préalable a permis de batir un dispositif de biosurveil-
lance visant & mesurer limpact du systéme d’assainissement sur la
qualité des eaux de surface franciliennes. Ce dispositif s’appuie sur
quatre sites d'études répartis le long de la Seine et de la Marne, et
sur une vingtaine de bioessais mis en ceuvre lors de 12 campagnes
réparties entre 2018 et 2023. La batterie déployée utilise une
dizaine de modeles biologiques aux sensibilités diverses, allant de
la cellule (bactéries, levures et champignons) aux organismes
supérieurs (larve d’amphibiens, larves de poissons et crustacés).
Elle comprend des bioessais de toxicité générale basés sur la
mesure de lactivité métabolique qui évaluent les conséquences
d’'atteintes aux fonctions essentielles a la vie des organismes telles
que lalimentation et la multiplication cellulaire. Elle comprend
également des bioessais de toxicité spécifique basés sur l'évalua-
tion de dysfonctionnements physiopathologiques tels que la
perturbation endocrinienne, la génotoxicité et la neurotoxicité.
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1.1

L'observatoire MeSeine,

pour surveiller la qualité

La Seine, un fleuve sous forte pression
urbaine en lle-de-France

La Seine prend sa source en Cote d’Or, sur le plateau
de Langres, et se jette pres de 800 kilometres plus loin
dans la Manche, entre Le Havre et Honfleur. Entre les
deux, elle traverse I'agglomération parisienne, ou elle
est renforcée par deux affluents principaux : la Marne
en amont et I'Oise en aval.

Le bassin de la Seine est trés marqué par ’'Homme,
de par la population qui y vit (18,8 millions d’habitants
en 2019), la place de I'agriculture (60 % du bassin est
occupé par des terres agricoles) et I'importance du
tissu industriel (plus d’un quart du secteur industriel
frangais est concentré sur le bassin) (Agence de I'eau
Seine-Normandie 2019). Cette pression anthropique
est particulierement forte en fle-de-France, avec une
population estimée a plus de 12,4 millions d’habitants en
2023 et une densité supérieure a 1000 habitants/km?2.

de la Seine et de ses affluents

De surcroit, cette pression est accentuée par le fait que
la Seine présente au niveau de Paris des débits bien
inférieurs aux autres grands fleuves etrivieres de France,
avec un débit d’étiage moyen d’environ 100 m3/s contre
1000 et 1500 m3/s pour le Rhone et le Rhin.

12,4 millions
d Gabitants
e o-do~Trance

L’observatoire de la ville, mémoire de la qualité des effluents

En complément de MeSeine, le SIAAP a mis en place, en 2020, un observatoire de la ville pour suivre sur le temps
long la composition chimique et microbiologique des effluents d’assainissement, véritables miroirs des activités
anthropiques, des habitudes de consommation et de I’état de santé de la population. Parallelement aux analyses
mensuelles réalisées sur les effluents et les boues d’épuration, I'observatoire de la ville assure un stockage
pérenne d’échantillons et la mise a disposition des chroniques de données en libre acces. L' objectif est d’une part,
d’accompagner les acteurs opérationnels en charge des questions environnementales et d’autre part, de constituer

une veille technique et scientifique.
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Un suivi de la qualité des rivieres
mis en ceuvre par le SIAAP depuis 1990

Cette situation particuliere de la Seine en agglomération
parisienne a conduit le SIAAP a assurer depuis 1990 un
suivi de la qualité du fleuve et de ses affluents, au travers
de son observatoire MeSeine. MeSeine est un réseau
de mesures étendu sur une quinzaine de sites et plus de
130 km derrivieres. ll repose sur trois piliers : (i) lamesure
en continu de paramétres physico-chimiques (oxygene
dissous, carbone, azote, phosphore et chlorophylle), (ii)
des prélevements in situ hebdomadaires sur lesquels
sont réalisées des analyses chimiques (substances
ciblées par la directive européenne cadre sur I'eau -
DCE) et bactériologiques, et (iii) un suivi du biote viades
recensements piscicoles, des inventaires faunistiques
et le dosage de micropolluants dans les chairs de
poissons.

A quoi sert cette surveillance pérenne a large spectre ?
D’abord, a caractériser I’empreinte laissée par le sys-
téme d’assainissement de I’agglomération parisienne

sur les eaux de surface franciliennes. Ensuite, a réali-
ser un diagnostic de I’état chimique et écologique de la
Seine et de ses affluents sous le prisme de la DCE. Enfin,
cette surveillance permet d’acquérir des données sur
le temps long, condition nécessaire pour documenter
I’évolution de la qualité des masses d’eau et pour me-
surer I'efficacité des actions de remédiation telles que
la modernisation d’une usine de traitement des eaux
usées ou du réseau de stockage et de transport.

Vlus do

150 fern

do rividres suivie

Une amélioration de la qualité de 'eau au cours

des derniéres décennies

Sous l'effet conjugué de I'amélioration de la collecte
des eaux usées et de la modernisation des procédés de
traitement, jamais, dans un référentiel de plus de cin-
quante ans, la Seine n’a été aussi propre a la traversée
de I'agglomération parisienne, et ce malgré une urba-
nisation croissante et une démographie en hausse.
Cette amélioration de la qualité de I’eau concerne dif-
férents parametres physico-chimiques tels que le taux
d’oxygene (en hausse) et la concentration en matiéres
azotées et phosphorées responsables du phénoméne
d’eutrophisation (en baisse). Elle concerne également
les paramétres microbiologiques, avec une baisse de la
contamination par les bactéries d’origine fécale.

Cet ouvrage, publié par le SIAAP et ses partenaires scientifiques en 2024, met en lumiére
I’évolution de la qualité de la Seine en lien avec les progres de I'assainissement francilien
depuis 1875, mais aussi les nouveaux enjeux auxquels est soumis le fleuve dans un

contexte de changement climatique.

L'augmentation du nombre d’espéces de poissons
dans la Seine constatée chaque année depuis la fin du
siecle dernier (14 espéeces en 1990 contre 36 espéces
en 2023) est I’'un des meilleurs témoins de cette qua-
lité de I’eau retrouvée (Bilan MeSeine 2023). Outre le
gardon, le chevesne et la perche, vivent dans la Seine
plusieurs espéces considérées comme sensibles aux
effets diffus de la pollution de I’eau telles que le goujon
et 'ablette.

La Seine et les progrés
de l'assainissement
francilien

rabpun s
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1.2

Micropolluants : des enjeux multiples
pour le SIAAP

MeSeine est un observatoire en évolution perpétuelle,
inscrit au sein de la démarche inneauvation portée par
le SIAAP. Cette derniére, née de la volonté de propo-
ser une innovation publique a vocation industrielle, est
une programmation scientifique co-construite entre les
chercheurs et les acteurs opérationnels. Elle s’articule
notamment autour de partenariats académiques et de
deux programmes de recherche appliqués, Mocopée et
MeSeine Innovation, qui s’intéressent respectivement a
I'usine d’épuration et a la riviere. Cette démarche per-
met I’émergence de solutions innovantes, qui sont en-
suite expérimentées, et le cas échéant, pérennisées sur
le terrain.

Cette culture de l'innovation permet au SIAAP de
relever les nouveaux défis environnementaux et
sociétaux. La pollution chimique est I'un de ces défis.
En effet, I'essor de l'industrie de la chimie, dont la
production a été multipliée par 50 depuis le milieu
du XXe¢siecle (European Environment Agency 2018)
et la transformation concomitante des activités
humaines ont radicalement changé le profil des
polluants qui aboutissent dans I’atmosphere, les
sols et les eaux. Résidus de médicaments, produits
phytopharmaceutiques, plastifiants, tensioactifs...
Autant de substances que I'on retrouve dans toutes les
eaux du globe, et donc forcément dans la Seine. Ainsi,
en 2023, du PFOS (substance de la famille des PFAS,
souventdésignés sous le terme de « polluants éternels »)
et du benzo(a)pyréne (un hydrocarbure aromatique
polycyclique ou HAP) ont été détectés dans toutes les
masses d’eau surveillées par le SIAAP, rendant ces
derniéres non conformes au regard des critéres de la
DCE, aI'instar de nombreux autres fleuves traversant les
grandes agglomérations européennes (Bilan MeSeine
2023). Si les eaux usées sont une voie de transfert
importante des substances chimiques vers les eaux de
surface, le ruissellement pluvial urbain est également un
vecteur de micropolluants significatif a I’échelle d’une
agglomération. Ce dernier peut aussi engendrer des
surverses via des déversoirs d’orage qui contribuent a
dégrader la qualité des milieux aquatiques.

FASCICULE Biosurveillance

Les ménages, premiére source
de micropolluants dans les eaux usées
urbaines

Des travaux récents ont apporté des données
concrétes montrant que les usages domestiques
sont la source majoritaire de la plupart des
micropolluants organiques retrouvés a I’entrée
des usines d’épuration. A Paris, les analyses
révelent par exemple que plus de 97 % du flux
d’alkylphénols (molécules employées dans un
large panel d’applications industrielles) et de
phtalates (plastifiants), est apporté par les effluents
domestiques (Moilleron et al. 2019). Sur d’autres
territoires, plusieurs études ont permis d’estimer
que les sources domestiques représentent environ
80 % du flux de résidus de médicaments entrant en
usines (Lecomte ef al. 2023).

Les enjeux de cette pollution sont avant tout
environnementaux, comme en témoignent plusieurs
études récentes révélant la contribution des
substances chimiques a la dégradation des milieux
aquatiques et a I’érosion de la biodiversité (Synteau et
INRAE 2020; Office francais de la biodiversité 2024).
En effet, une partie de ces substances peuvent avoir
des effets toxiques sur les organismes vivants a des
concentrations infimes, de I’ordre du microgramme ou
du nanogramme par litre : on parle de micropolluants.

Les enjeux sont également sanitaires et économiques,
car les eaux affectées par cette pollution sont aussi
des ressources pour des usages et activités comme
la péche, la baignade (qui devient de nouveau une
réalité dans I’agglomération parisienne), I’irrigation
ou I’eau potable, et peuvent donc constituer une voie
d’exposition humaine aux substances chimiques. Pour
le SIAAP, I’enjeu est double vis-a-vis de sa mission de
service public. D’une part, caractériser I’empreinte
du systéme d’assainissement sur le milieu naturel au
regard de cette pollution chimique et d’autre part,
disposer de procédés de traitement performants pour
un assainissement durable en phase avec les évolutions
réglementaires actuelles et futures.

Les limites de la chimie analytique

La chimie analytique a considérablement progressé au
cours des derniéres décennies, avec le développement
de méthodes permettant de détecter dans
I’environnement un large panel de molécules a I’état de
traces (ug/L) voire d’ultra-traces (ng/L). Néanmoins,
les approches d’évaluation du risque basées sur des
analyses chimiques dont les résultats sont comparés
a des valeurs seuils environnementales, se heurtent a
plusieurs difficultés.

Tout d’abord, pour des raisons techniques et
économiques, il est impossible de suivre tous les
micropolluants présents dans les eaux. En 2024, la
surveillance de I'observatoire MeSeine cible dans la



colonne d’eau 76 substances en accord avec la DCE
ou les réglementations nationales. Une dizaine de
substances additionnelles sont suivies dans le biote.
Un chiffre quoi qu’il en soit trés inférieur aux 110000
substances recensées sur le marché européen,
auxquelles il faut ajouter leurs produits de dégradation
(métabolites). De plus, les substances de la DCE ne
représentent pas la diversité des usages des molécules
présentes dansles eaux urbaines. Elles ne comprennent
aucune substance pharmaceutique, alors méme que le
flux de micropolluants urbains est largement dominé
par les résidus de médicaments (Staub et al. 2022).

D’autre part, ces approches considerent chaque
substance individuellement et ne permettent pas
d’évaluer le potentiel toxiqgue de mélanges de
contaminants. Or, des études ont montré que des
effets toxiques de mélanges, dit « effets cocktail », se
manifestent parfois pour des concentrations inférieures
aux valeurs seuils environnementales de chacun des
composeés (Tosadori et al. 2024).

Le SIAAP, pionnier dans le déploiement
des outils de biosurveillance

« Regarder autrement I’eau et les sous-produits de
I’assainissement dans les réseaux, les usines et les
rivieres ». Telle est I'une des lignes directrices de la
programmation scientifique inneauvation, dans laquelle
s’inscrit parfaitement la biosurveillance. A I'opposé de
la chimie analytique, cette approche de la qualité des
milieux se base, non pas sur une recherche classique
de substances, mais sur la mesure d’effets chez des
modeles biologiques vivants (organismes ou cellules)
employés comme de véritables sondes.

La biosurveillance appliguée au moyen de méthodes
dites « basées sur les effets » ou bioessais, permet d’in-
vestiguer les pollutions modernes de I'eau d’'une ma-
niére novatrice et complémentaire aux méthodes ana-
lytiques historiques. En effet, les bioessais présentent
I’avantage d’intégrer I'activité de I’ensemble des subs-
tances présentes en mélange dans les diverses ma-
trices environnementales (eau de surface, sédiments,
effluents, etc.) ainsi que les produits de dégradation de
ces substances. lls permettent, méme a des concentra-
tions tres faibles, d’évaluer la toxicité potentielle des mi-
cropolluants sur les organismes et leurs fonctions biolo-
giques. Les bioessais sont également complémentaires
des approches écologiques basées sur la composition
et la structure des communautés aquatiques, qui re-
fletent les effets environnementaux globaux mais qui ne
permettent pas d’alerter sur un changement brusque
de la composition chimique des milieux.

Pour autant et malgré le grand nombre de bioessais
disponibles, leur utilisation pour la surveillance des
milieux aquatiques et des rejets reste encore limitée.
En effet, plusieurs éléments rendent cette approche
nouvelle encore difficile a appréhender pour les non-

Substances
surveillées

Les analyses chimiques
ne permettent de suivre
qu’une partie des
substances présentes
dans un échantillon
(partie émergée de
I'iceberg), tandis que
les bioessais intégrent
I"activité de I’ensemble
des substances

en mélange.

Substances
présentes dans
I’environnement

spécialistes et freinent leur intégration dans la régle-
mentation : déficit de normalisation, manque d’harmo-
nisation des référentiels d’interprétation des résultats,
besoin de recherche et développement pour proposer
des panels de bioessais adaptés aux besoins des ges-
tionnaires, etc.

Sans attendre la réglementation, le SIAAP expérimente
les bioessais depuis le début des années 2010 dans
différents contextes d’utilisation. En aval d’une usine
d’épuration pour évaluer I'impact environnemental d’un
procédé de désinfection des eaux usées, en son sein
pour mesurer |'efficacité de procédés de traitement
des micropolluants (voir partieV.), dans le réseau
d’assainissement pour évaluer le potentiel toxique des
eaux urbaines, et bien sOr dans les eaux de surface pour
mieuxappréhenderlacontaminationchimiquedelaSeine
et de ses affluents. Ce déploiement unique au niveau
national permet au syndicat de s’approprier les
méthodes disponibles tout en les contextualisant a la
lumiére des connaissances historiques sur le systéme
d’assainissement et les eaux de surface franciliennes.

Une dynamique nationale pour un
essor de l'utilisation des bioessais

Avec ces expérimentations a grande échelle, le
SIAAP accompagne une dynamique nationale
portée par I'Office francais de la biodiversité
(OFB), le Ministere de la Transition écologique,
de la Biodiversité, de la Forét, de la Mer et de
la Péche et les entreprises du secteur, visant a
favoriser la dissémination des outils biologiques au
sein des acteurs chargés de la surveillance. Mise
en place d’un groupe de travail pour inventorier
et évaluer les bioessais disponibles (Manier et
al. 2023), lancement d’appels a projets pour
favoriser les expérimentations de terrain, création
de I’association « France Eau Biosurveillance »,
etc. Autant de démarches qui tendent a lever les
freins existants pour une application plus large
des bioessais et pour leur intégration dans la
surveillance réglementaire.
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Un dispositif
de biosurveillance adapté
au contexte local

Quatre sites suivis pendant cinq ans

Le SIAAP a conduit un travail préalable pour construire
un protocole de biosurveillance adapté aux enjeux
de suivi, au travers notamment de campagnes de
mesures « tests » menées dans le courant de I’année
2017. Lenjeu était de batir un dispositif permettant
de mesurer I'impact du systéme d’assainissement
sur le périmetre couvert par le syndicat au regard de
ce nouveau prisme qu’est la biosurveillance, tout en
tenantcompte des contraintestechnico-économiques.

Ce travail a permis de définir quatre sites d’étude
répartis le long de la Seine et de la Marne en amont et
en aval de Paris (FIGURE 1). Déja instrumentés dans le
cadre de I’observatoire MeSeine pour la mesure des
paramétres chimiques et microbiologiques, ces points
encadrent tous les rejets urbains du SIAAP (usines et
déversoirs d’orage). Les sites de Champigny-sur-
Marne et de Choisy-le-Roi dans le Val-de-Marne
(94) sont les deux points amont, respectivement sur
la Marne et la Seine, non influencés par le systéme
d’assainissement du SIAAP. Le site de Bougival dans
les Yvelines (78) est situé a I’aval de Paris et des deux
principaux déversoirs d’orage (Clichy et La Briche) qui
assurent I’évacuation des eaux unitaires excédentaires
(mélange d’eaux usées et d’eau pluviale) vers la
Seine lors d’événements pluvieux importants. Enfin,
le site de Triel-sur-Seine (78) est situé en aval de
I’agglomération parisienne et de la confluence avec
I'Oise. Il est notamment susceptible d’étre impacté
par le rejet de Seine aval, plus grande usine d’Europe,
qui traite la pollution de I’équivalent de 6 millions
d’habitants.

Douze campagnes de mesures ont été effectuées
entre 2018 et 2023 en ciblant différentes périodes
de I'année afin d’obtenir une représentativité entre
périodes pluvieuses et seches. Le débit de la Seine au
niveau de Paris varie ainsi, selon les campagnes, de
100 &4 600 m?/s.
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Biosurveillance active et bioessais
in situ : de quoi parle-t-on ?

La biosurveillance active repose sur I'encagement
sur site d’organismes provenant d’une population de
référence (naturelle ou issue d’élevage). Elle permet
la conduite de bioessais in situ. En comparaison des
bioessais pratiqués en laboratoire, cette approche in
situ permet d’une part, de limiter les artéfacts liés au
prélevement et a la manipulation des échantillons et
d’autre part, de disposer d’une valeur intégrée sur la
période d’exposition, tenant compte des fluctuations
des apports en contaminants et des caractéristiques
physico-chimiques du milieu. En comparaison de
la biosurveillance passive basée sur I’utilisation
d’organismes autochtones, la biosurveillance active
permet de controler différents facteurs de confusion
abiotiques (temps d’exposition et nourriture) et
biotiques (taille, sexe, historique d’exposition, etc.).
Cette approche présente néanmoins des contraintes
de déploiement (quantité d’eau, température, teneur
en oxygeéne, etc.) ainsi que des limites biologiques
et techniques liées a I’encagement (modifications
des caractéristiques physico-chimiques de I'eau a
Pintérieur du systéme, accumulation de particules,
etc.) qui peuvent induire des artéfacts dans les effets
observés et qu’il estimportant de prendre en compte.
Dans le cadre du suivi mis en ceuvre par le SIAAP,
BIOMAE, essaimage du laboratoire d’écotoxicologie
d’INRAE Lyon, a déployé des bioessais in situ basés
sur I'encagement de gammares (petits crustacés)
dans le milieu.

FIGURE 1

Cartographie des sites de la Seine et de la Marne faisant
I’objet d’une biosurveillance par le SIAAP

AVAL OISE

Triel-sur-Seine

Seine aval Seine centre

Seine Morée

Seine Grésillons

Bougival

Seine Valenton

Choisy-le-Roi

& Usine d'épuration

@ Déversoir d’orage

Champigny-sur-Marne

& — Marne aval



Une vingtaine de bioessais mis en ceuvre
par quatre laboratoires experts

Pour mettre en ceuvre une batterie de bioessais com-
plémentaires en termes d’effets mesurés, de niveaux
biologiques et d’organismes, le SIAAP a mobilisé quatre
laboratoires experts, membres du réseau « France eau
biosurveillance ». Le laboratoire Watchfrog, spécialiste
des perturbateurs endocriniens, met en ceuvre des tests
thyroidiens, androgéniques et cestrogéniques sur des
larves de poissons et d’amphibiens transgéniques. Le
laboratoire Tame-Water propose une gamme de bioes-
sais cellulaires normés et « propriétaires » pour une
évaluation globale de la qualité de I’eau. Le laboratoire
TOXEM est quant a lui spécialisé dans la détermination
de profils toxicologiques (génotoxicité, perturbation en-
docrinienne, cytotoxicité, embryotoxicité, etc.) de molé-
cules chimiques. Enfin, BIOMAE propose des bioessais
intégrateurs basés sur I’encagement de petits crustacés
d’eau douce dans le milieu récepteur (voir encadré de la
page précédente). Tous sont historiquement des éma-
nations de la recherche académique frangaise.

Tout au long du suivi mené entre 2018 et 2023, ces
quatre laboratoires ont mis en ceuvre une vingtaine de
bioessais. En I'absence de cadre réglementaire sur la
biosurveillance, les bioessais normalisés ou bénéficiant
d’une large reconnaissance scientifique ont été privilé-
giés. Il s’agissait également de sélectionner des tests
adaptés pour des analyses en routine d’échantillons

FIGURE 2

environnementaux : robustes, informatifs, rapides et
a co(t maitrisé. La batterie déployée s’appuie sur une
dizaine de modéles biologiques. Elle comprend des
bioessais in vivo (sur organismes entiers) appliqués,
soit en laboratoire sur les échantillons d’eau prélevés,
soit directement in situ dans une approche dite de bio-
surveillance active (voir encadré). Elle comprend éga-
lement des bioessais in vitro, reposant sur la mesure
d’interactions entre les contaminants et des molécules
biologiques.

bickogigques

Pour s’affranchir des distinctions souvent délicates
de classification des bioessais sur la base de leur
exposition ou de leur cible et pour s’approprier les outils
de biosurveillance a disposition, le SIAAP a développé
une classification interne des bioessais, s’appuyant
sur les diverses formes de toxicité. La FIGURE 2 illustre
cette classification, avec d’un c6té, les mesures d’effets
liés aux perturbations d’activités métaboliques au sens
large du terme, et de 'autre, les mesures d’effets liés a
des dysfonctionnements physiopathologiques de voies
fonctionnelles plus spécifiques. Les deux catégories
de mesures s’appliquent depuis des cellules isolées
jusqu’aux organismes supeérieurs.

PR TOXICITE SPECIFIQUE
TOXICITE GENERALE - _0 & i _0 —
3 I - Evaluation des dysfonctionnements
Mesure de I'activité métabolique - p
physiopathologiques

Synthése cellulaire, prolifération et multiplication

Production d’énergie et alimentation

Mortalité

8 BIOESSAIS

Activité hormonale a I’échelle de la cellule
Activités thyroidiennes, cestrogéniques, androgéniques, etc.

Perturbation endocrinienne a I’échelle de I’organisme
Axes thyroidien, oestrogénique, androgénique, etc.
De la prédiction a I’'observation de la perturbation.

Atteinte au génome
Dommages a ’'ADN

Toxicité organe-spécifique
Neurotoxicité, etc.

14 BIOESSAIS

Aléchelle de la cellule ou de I’organisme

L # e N O e — B

Cellule
humaine

Larve Crustacé

d’amphibien

Larve de
poisson

Bactérie Levure Champignon Algue
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Les bioessais de toxicité générale,

basés sur la mesure de l'activité métabolique

Les bioessais basés sur la mesure de [Iactivité
métabolique évaluent les conséquences d’atteintes
aux fonctions essentielles a la vie des organismes,
telles que la production d’énergie (dont I’'alimentation),
la multiplication cellulaire et la reproduction. Ces effets
sont liés a une toxicité dite générale et vont jusqu’a
la létalité, conséquence ultime des perturbations
métaboliques.

Dans le cadre de la biosurveillance des eaux de surface
franciliennes, huit bioessais de toxicité générale ont
été déployés, combinant des tests en laboratoire sur
différentes classes de micro-organismes (levure,
bactérie et champignon) ainsi que des tests in situ sur
le gammare ( ). Cette diversité des modeles
est essentielle pour intégrer la diversité biologique et
donc la variabilité des sensibilités. En effet, la toxicité
n’est pas un phénomene unifié : ses mécanismes sont
dépendants de I’espéce considérée et de la présence

de certaines cibles ou voies métaboliques. Dans cet
esprit, les bactéries et les levures du panel de bioessais
sont représentées par des souches naturelles,
dites «sauvages», mais aussi par des souches de
laboratoire ayant naturellement muté et qui présentent
une sensibilité accrue aux toxiques présents dans
I’environnement. Des effets mesurés sur les souches
mutées attestent la présence de substances impactant
les organismes vivants avec un trés bon niveau de
sensibilité. En contraste, les souches sauvages
permettent de remettre en contexte la présence et
I'impact des contaminants en mesurant leurs effets sur
desorganismes capables de se défendre etde s’adapter
grace a la présence de divers mécanismes cellulaires
(par exemple une membrane externe particulierement
résistante ou la présence de pompes moléculaires
qui permettent d’expulser les substances nuisibles).
L'association de ces deux éléments d’information
permet de pondérer I'interprétation du signal mesuré.

Nom du bioessai
et modéle biologique

Bactérie sauvage
(E. coliAG100A)

Bactérie mutée sensible
(E. coliNR698)

Levure sauvage
(Saccharomyces cerevisiae WT)

Levure mutée sensible
(Saccharomyces cerevisiae AD1-9)

Champignon
(Septoria tritici)

Gammares : alimentation

Gammares : fécondité

Gammares : cycle de mue
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Effet(s)

Mortalité /
Prolifération

Mortalité /
Prolifération

Mortalité /
Prolifération

Inhibition

Inhibition

Retard

Parametre Durée .
5 ’ . Norme / Référence
mesuré d’exposition

Agngj:ir:ge 24h Maira-Litran et al. (2000)
(densité optique) (en laboratoire) Caetano etal. (2011)

Act:gl?ﬂzir;:e 24 h Dolezalova et Rumlova
(densité optique) (en laboratoire) (2014)

Ag;?ﬁ:ir;ge 72 h Zwiers et De Waard
(densité optique) (en laboratoire) (2000)

Consommation

de feuilles 7 Afnor XP T90-722-3

) (in situ)
d’aulne

Nombre s .

et stade Padalec) Afnor XP T90-722-2
(in situ)

des embryons

142 28]

Stade de mue

(in situ)

Afnor XP T90-722-2



PHOTO 1

lllustrations des bioessais de toxicité générale

sur les micro-organismes

En haut, mise en contact des champignons et des eaux a tester

sur une bofte de pétri ; au centre, colonies de champignons a I'issue
de la durée d’exposition ; en bas, lecteur-incubateur de plaques
mesurant la densité optique

Les bioessais sur les micro-organismes sont tous
réalisés selon le méme principe. Les organismes sont
mis en contact avec les eaux a tester, adjointes de
quelques éléments nutritifs pour assurer les conditions
de contrble. Lexposition des bactéries et des levures
se fait sur des plaques pendant une durée de 24 h,
tandis que les champignons poussent sur une gélose
nutritive pendant 72 h (pHoto 1). Les mesures de
densité optique réalisées tout au long de I’exposition
permettent de déterminer la cinétique de la prolifération
cellulaire en présence de I’échantillon d’eau analysé et
de la comparer a celle des conditions témoins (sans
contaminant). Cette comparaison peut mettre en
lumiére une diminution de la multiplication cellulaire
révélatrice d’un effet toxique des contaminants présents
dans I’eau, ou au contraire une prolifération cellulaire
accrue liée a un exces de nutriments.

Les bioessais sur le gammare permettent quant a eux
de mettre en évidence des effets sur I’alimentation,
la fécondité et le cycle de mue de ce crustacé
considéré comme une espéce clé de nos écosystémes
européens (Geffard et al. 2020). Le principe de ces
tests est tres différent de celui des bioessais sur micro-
organismes. Les gammares, issus d’une population
source et préalablement conditionnés en laboratoire,
sont disposés dans des cages puis exposés in situ
pendant 7 a 28 jours selon le bioessai considéré et
les conditions du milieu (taBLEav 1). Pour le bioessai
d’alimentation, la quantité de nourriture est calibrée en
placant des disques de feuilles d’aulne dont la surface
est mesurée avant et aprés exposition des gammares
(males) (FiGure3). Ces mesures, dont les résultats
sont comparés a un référentiel, permettent d’établir
si les contaminants présents dans le milieu induisent
une inhibition de I’activité alimentaire du gammare,
laquelle constitue une réponse a un stress toxique. On

FIGURE 3
Principe du bioessai in situ d’alimentation du gammare

PRELEVEMENT

DES GAMMARES
dans une population
source

CONDITIONNEMENT
DES GAMMARES

en laboratoire pendant
deux semaines

- calibrage et tri

Crédit : d’aprés BIOMAE

PREPARATION DES CAGES :

des gammares males

- fabrication de disques
de feuilles d’aulne

© Tame-Water

sait, grace a différents travaux de recherche, que le taux
d’alimentation chez plusieurs espéces d’amphipodes,
et particulierement les gammares, est inhibé par une
large gamme de contaminants tels que des métaux
lourds, des produits phyto-pharmaceutiques, des
médicaments et d’autres composés organiques
(Coulaud 2012). Les bioessais de fécondité (mesure
du nombre et du stade des embryons) et du cycle de
mue permettent de révéler des effets éventuels des
contaminants sur la reproduction du gammare.

A~ //~\\
(] /
A~ %‘\ {w A~~~ g _/ i") gﬁ%’ \]
|~ o |\ W
SIS w o \ //

APRES RAPATRIEMENT

DES CAGES AU LABORATOIRE :

- détermination du taux
de survie

- détermination du taux
d'alimentation a partir de la
surface restante de feuilles

Les cages contenant

les gammares

etles disques de feuilles
sont exposées

pendant sept jours

dans le cours d’eau
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Les bioessais de toxicité spécifique, basés sur 'évaluation

des dysfonctionnements physiopathologiques

Au-dela des effets sur I'activité métabolique, des toxi-
cités moins nocives sur le court terme mais ciblant
des fonctions plus spécifiques peuvent étre respon-
sables de dysfonctionnements physiopathologiques
tout aussi problématiques par leurs effets délétéres
a plus long terme sur les divers niveaux organisation-
nels (organes, organismes et populations). Dans cette
optique, les bioessais déployés sur la Seine et la Marne
franciliennes permettent d’investiguer la problématique
de la perturbation endocrinienne, enjeu historique de
santé environnementale et humaine, ainsi que les effets
génotoxiques (atteintes au génome) et neurotoxiques
(atteintes du systéme nerveux) (TABLEAU 2).

Ces effets ont tout d’abord été étudiés au travers de
bioessais in vitro dont le support de test est constitué
de modeles cellulaires spécifiques, typiquement logés
dans des plaques multi-puits. Les bioessais in vitro
permettent de détecter des contaminants a partir
de leur mode d’action sur des voies fonctionnelles.

FIGURE 4

lls représentent en cela un complément voire une
alternative a I’analyse chimique ciblée pour certaines
familles de molécules comme les hormones qui
produisent des effets a des teneurs trés faibles
difficilement détectables en chimie classique. Les tests
YES/Anti-YES, YAS/Anti-YAS et MELN permettent ainsi
de détecter des contaminants capables d’«imiter »
les hormones naturelles en interagissant avec les
récepteurs cellulaires humains aux aestrogénes
(hormones «femelles ») et androgénes (hormones
«males »). Le SOS Chromotest permet quant a lui de
détecter des substances a mode d’action génotoxique
sur une souche bactérienne d’E. coli génétiquement
modifiée (FiGure4). Ce bioessai est basé sur une
mesure indirecte de I'activité du systéme de réparation
SOS, qui est activé lors de I'apparition de dommages
primaires de I’ADN. |l est appliqué avec et sans extrait
de foie de rat (dit «S9 »), permettant d’évaluer les
effets génotoxiques avec et sans métabolisation
(transformation) des substances.

Le SOS Chromotest est un test colorimétrique qui exploite le systéme SOS de réparation
de ’ADN activé chez E. coli en cas d’exposition a des composés génotoxiques

MODELE BIOLOGIQUE

1)

Les contaminants

Souche d’E. coli
génétiquement modifiée

génotoxiques présents

dans I'échantillon
alterent I'ADN

de la bactérie E. coli

74

Echantillon analysé

/ \
/ ? \ Dommage
a’ADN
| | de I’E. coli
\ ? / \
\ /
N i\ 7

Gene sfiA:lacZ
issu de la fusion
entre le
etle géne de I’enzyme
B-galactosidase
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Nom du bioessai
et modéle biologique

Neurotoxicité
sur gammare

Perturbation
endocrinienne
sur gammare

Test XETA sur larve

de Xénope (Xenopus laevis)

non stimulée / stimulée

Test REACTIV sur larve

de Médaka (Oryzias latipes)

non stimulée / stimulée

MELN cellule humaine
agonisme / antagonisme

YES / Anti-YES
sur levure
génétiquement modifiée

YAS / Anti-YAS
sur levure
génétiquement modifiée

SOS Chromotest
sur bactérie E. coli
avec activation
métabolique S9 / sans S9

In vivo /

in vitro Effet(s)

In vivo Neurotoxicité

Perturbation

In vivo s
endocrinienne

Perturbation de
In vivo

hormonaux

Perturbation de
In vivo

hormonaux

Activation/
. inhibition du
In vitro

récepteur humain
des cestrogénes

Activation/
. inhibition du
In vitro

récepteur humain
des cestrogénes

Activation/
. inhibition du
In vitro

récepteur humain
des androgénes

Induction du
systéeme de
In vitro
des altérations
a ’ADN

I’axe thyroidien :
effets pro et anti

I’axe cestrogénique :
effets pro et anti

réparation (SOS)

Parametre
mesuré

Activité
enzymatique de
I’acétylcholine-
estérase (AChE)

Désynchronisation
entre le cycle
de mue
et la croissance
ovocytaire

Fluorescence
d’une protéine
produite par
un géne rapporteur

Fluorescence
d’une protéine
produite par
un géne rapporteur

Luminescence

Réaction colorée

Réaction colorée

Activité
enzymatique de la
B-galactosidase
(réaction colorée)

Durée
d’exposition

7j
(in situ)

142a28j
(in situ)

48 h
(en laboratoire)

24 h
(en laboratoire)

24h
(en laboratoire)

48 h
(en laboratoire)

48 h
(en laboratoire)

3h
(en laboratoire)
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Norme /
Référence

Afnor XP
T90-722-1

Afnor XP
T90-722-2

TG OCDE
n° 248

TG OCDE
n° 252

ISO
19040-
3:2018

ISO
19040-
1:2018

Westlund
etYargeau
(2017)

Quillardet
et Hofnung
(1985)



Les dysfonctionnements physiopathologiques ont
également été investigués via des bioessais in vivo,
permettant d‘évaluer des effets toxiques spécifiques
sur des organismes vivants. Le test REACTIV sur
larves de Médaka (poisson vivant principalement dans
les eaux douces) mesure les perturbations de I'axe
cestrogénique, phénomene connu pour étre a I'origine
de réversions sexuelles chez les poissons (Horie et
al. 2020). Le test XETA permet quant a lui d’évaluer
les perturbations thyroidiennes sur des larves de
Xénope, un amphibien. Ces deux bioessais reposent
sur I'utilisation d’organismes transgéniques dont la
fluorescence augmente (effet « pro-endocrinien ») ou
diminue (effet «anti-endocrinien ») lorsqu’ils sont en
contactavec des molécules modifiantle fonctionnement
des axes hormonaux ( ). Pour permettre la
détection de I’ensemble des perturbations possibles,
les échantillons sont testés avec ou sans co-traitement
avec une hormone de référence (testostérone pour le
test REACTIV et hormone thyroidienne T3 pour le test
XETA) : on parle respectivement de modes « stimulé »

et «non stimulé ». La perturbation endocrinienne est
égalementévaluée autraversd’unbioessaiinsitusurdes
gammares femelles, qui mesure la désynchronisation
entre le cycle de mue et la croissance ovocytaire.

Enfin, un autre bioessai utilisant le gammare permet de
révéler les effets neurotoxiques viala mesure de I’activité
de I'acétylcholine-estérase (AChE), une enzyme clé
pour le fonctionnement du systéme nerveux qui est
notamment ciblée par les insecticides carbamates et
organophosphorés mais aussi par d’autres pesticides.

Lintensité de la fluorescence (observée a des longueurs d’ondes spécifiques) est proportionnelle

a I'effet perturbateur de I’échantillon d’eau.

Larve « éteinte »
par les contaminants

Evénement clé
physiologique

100 %
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Larve témoin

Larve « allumée »
par les contaminants

© Watchfrog

Evénement clé
physiologique

100 %
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Partie 2

Parmi les 22 bioessais déployés entre 2018 et 2023, seuls cinq
ont une fréquence de détection d'effet (FD) proche ou égale a
0 %, et n‘apparaissent donc pas pertinents dans le cadre d'une
biosurveillance pérenne des eaux de surface franciliennes. A
Uinverse, huit bioessais de toxicité générale et neuf bioessais de
toxicité spécifique sont sensibles aux contaminants présents dans
la Seine et la Marne, avec une FD supérieure ou égale a 10 %. Les
bioessais de toxicité générale portant sur les souches de bactéries
et de levures « sensibles » répondent logiquement davantage que
ceux portant sur les souches «sauvages », les premiéres étant
plus vulnérables aux micropolluants. Le bioessai d’inhibition de
lalimentation du gammare apparait quant & Wi plus réactif que
les deux autres mesures réalisées sur cette méme espéce modeéle
(cycle de mue et fécondité). Unrésultat L& encore attendu puisque le
premier estunindicateur delaprésence de contaminants chimiques,
alors que les deux autres renseignent sur les potentiels effets
toxiques de ces contaminants. Par ailleurs, le test YES présente une
FD de O % alors qu'il vise, tout comme le test MELN agonisme (FD =
40 %), & détecter des substances d mode d’action pro-cestrogene.
On observe également des différences de réactivité entre le SOS
Chromotest « avec activation métabolique » et « sans activation
métabolique » et entre les bioessais de perturbation endocrinienne
sur larves «stimulées» et «non stimulées ». Ces observations
montrent la complémentarité des réponses apportées par ces
différents tests et soutiennent le choix du SIARAP d’avoir déployé un
large panel de bioessais.

Cette batterie de bioessais est amenée a évoluer au fil des résultats
de la biosurveillance du SIAAP, des avancées scientifiques et des
offres des laboratoires. Depuis cette étude, le panel des modeéles
a été enrichi avec la micro-algue Raphidocelis subcapitata. Des
stations de biosurveillance en ligne ont par ailleurs été mises en
place dans le hall d’essai du SIARAP et au niveau du site de Bougival,
pour un suivi en temps réel de la contamination des eaux.
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2.1

La fréquence de détection:
indicateur de la pertinence des
bioessais pour le contexte francilien

Quatre sites, douze campagnes d’échantillonnage,
vingt-deux bioessais... La biosurveillance des eaux de
surface franciliennes mise en ceuvre entre 2018 et 2023
a geénéré prés de 900 résultats d’analyses. A I’exception
des tests YES/Anti-YES et YAS/Anti-YAS introduits en
cours d’étude, I’'ensemble des bioessais de laboratoire
ont été appliqués sur les 48 échantillons d’eau prélevés
dans la Seine et dans la Marne. Les bioessais in situ ont
quant a eux été déployés sur huit a neuf campagnes
(sur douze), les conditions hydrologiques requises pour
I’encagement des gammares n’étant pas remplies lors
de certaines périodes estivales.

A sides
12 ages
Ls

22 bicessais
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Cinq bioessais qui ne répondent
(presque) jamais

L'ensemble des données produites contribue a la mise
en évidence d’outils biologiques adaptés au suivi des
rivieres franciliennes. Dans cette optique, nous avons
calculé, pour chacun des bioessais, la fréquence de
détection d’effet (FD) (FiIGurE 6) qui est le rapport entre
le nombre de réponses positives (c.-a-d. le nombre
de résultats ayant mis en évidence un effet) et le
nombre total de mesures. L'analyse de ces FD permet
d’identifier les bioessais peu ou pas réactifs au contexte
de la Seine et de la Marne franciliennes. C’est le cas
de quatre bioessais in vitro (SOS Chromotest sans
activation métabolique «S9»), MELN antagonisme,
YES et YAS ainsi que du bioessai in situ de perturbation
endocrinienne du gammare. Ces cinq tests qui ont une
FD proche ou égale a 0 % n’apparaissent donc pas
pertinents dans le cadre d’une biosurveillance pérenne
des eaux de surface franciliennes. En effet, une alerte
qui ne se déclenche presque jamais est peu utile d’un
point de vue opérationnel. Rappelons ici qu’il ne s’agit
aucunement d’une prise de position sur la qualité du
bioessai, mais simplement de son adéquation avec les
enjeux du suivi mené par le SIAAP dans le contexte de
la Seine francilienne et de la Marne a la confluence. De
nombreux facteurs peuvent expliquer des FD nulles
ou négligeables, depuis la compatibilité d’un test
développé dans un contexte pharmaceutique avec une
application environnementale, le mécanisme biologique
précis ciblé par le test, jusqu’au type de pression de
pollution prépondérant.

Plus globalement, I'analyse des FD fait apparaitre que
les bioessais de toxicité générale (FD comprise entre
10 et 79 %) sont plus sensibles que les bioessais de
toxicité spécifique (FD comprise entre 0 et 46 %). Cette
observation est cohérente avec le fait que les premiers
sont des mesures globales, sensibles a une large
gamme de contaminants, alors que les seconds ciblent
des contaminants a mode d’action spécifique.
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FIGURE 6
Fréquence de détection des effets relevée pour chacun des bioessais appliqués sur les quatre sites d’étude
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Une majorité de bioessais sensibles aux contaminants
présents dans la Seine et la Marne

Dix-sept des 22 bioessais appliqués sur les sites de
la Seine et de la Marne ont une FD supérieure ou
égale a 10 %. Cet ensemble de bioessais sensibles
aux contaminants des eaux de surface franciliennes
comprend huit tests de toxicité générale sur bactéries,
levures, champignons et gammares. Concernant les
levures et les bactéries, les bioessais sur les souches
dites « sensibles » répondent logiquement davantage
que ceux portant sur des souches «sauvages », les
premiéres ayant développé une modification génétique
qui les rendent plus vulnérables a certaines substances
comme les antibiotiques ou les détergents (Ruiz et al.
2005). Ceci est particulierement vrai pour les levures,
pour lesquelles la FD est nettement plus élevée chez
la souche sensible (FD = 77 %) que chez la souche
sauvage (FD = 15 %), mettant en lumiére I'importance
de la pompe d’efflux cellulaire dont est dépourvue la
premiére. Le bioessai d’inhibition de I'alimentation
du gammare (FD = 66 %) apparait quant a lui plus
discriminant que les deux autres mesures réalisées sur
cette méme espéce modéle (cycle de mue, FD = 10 %
et fécondité, FD = 26 %). Toutefois, le premier révele
la présence de contaminants chimiques tandis que les
deux autres permettent de qualifier la toxicité de ces
contaminants.

Le panel de bioessais sensibles comprend également
neuf bioessais de toxicité spécifique portant sur les
perturbations endocriniennes, la neurotoxicité et la
génotoxicité. Cette derniere est évaluée via le SOS
Chromotest « avec activation métabolique S9 » (FD =
40 %) qui permet de détecter des dommages primaires
sur ’ADN d’une souche d’E. coli. Comme ce méme test
appliqué sans S9 présente une FD trés faible (2 %),
nous pouvons en déduire que les substances présentes
dans les échantillons d’eau de la Seine et de la Marne
ont un mode d’action génotoxique uniquement
lorsqu’elles sont métabolisées (c.-a-d. transformées
par les organismes). Ce phénomene est bien connu par
exemple pour le benzo(a)pyréne, un polluant courant
dans les masses d’eau fortement impactées par les
activités humaines.
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Par ailleurs, des effets neurotoxiques ont été détectés
dans un tiers des échantillons au travers du bioessai
dédié sur le gammare, mettant en évidence la
présence de composés anti-cholinestérasiques qui
sont principalement des insecticides. Concernant les
perturbations endocriniennes, les FD des bioessais
in vitro Anti-YES (10 %), Anti-YAS (30 %) et MELN
agonisme (40 %) révélent la présence ponctuelle de
substances interagissant avec les récepteurs cellulaires
humains aux cestrogénes et aux androgenes. Il est
intéressant de noter que le test YES présente une FD de
0 % alors qu’il vise, tout comme le test MELN agonisme
(FD = 40%), a détecter des substances a mode
d’action pro-cestrogéne. Le test YES est performant
a des fins de screening haut débit en recherche
pharmaceutique et potentiellement en qualification de
rejets, mais sa sensibilité le limite vraisemblablement
dans certaines applications environnementales. Cette
observation soutient le choix du SIAAP d’avoir testé
un large panel de bioessais dans le cadre de cette
étude. Enfin, les bioessais in vivo utilisant les larves de
Médaka et de Xénope révélent des effets perturbateurs
des axes cestrogéniques et thyroidiens, avec une FD
nettement plus élevée lorsque les larves sont en état
« stimulé » (FD de 46 % et de 40 % respectivement).
La stimulation hormonale révéle donc certains
mécanismes d’actions de micropolluants qui générent
des perturbations endocriniennes impossibles a
détecter en I'absence d’hormones, tels que les
phénomeénes anti-hormonaux qui peuvent induire une
perturbation sur I’ensemble de la voie hormonale.



2.2

Une batterie de bioessais
en constante

evolution

Cette étude, menée sur cing ans, fait suite a des
premieres campagnes « tests » réalisées en 2017. Elle
a permis de mettre en avant un ensemble de bioessais
réactifs, complémentaires et adaptés au suivi en rou-
tine des eaux de surface franciliennes. Le cas de la
perturbation endocrinienne illustre bien cette complé-
mentarité, fruit d’'un compromis entre représentativi-
té environnementale et facilité de déploiement a large
échelle, avec d’un coté, des tests cellulaires rapides et
peu colteux, et de I'autre, des tests sur larves vivantes
plus colteux mais représentatifs d’un organisme entier
et donc de I'intégralité de ses fonctions biologiques.

De nouveaux modéles biologiques

Cette batterie de bioessais sensibles aux contaminants
des eaux de surface franciliennes est amenée a évoluer
au fil des résultats de la biosurveillance du SIAAP, des
avancées scientifiques et des offres techniques des
laboratoires prestataires. Ainsi, depuis cette étude, le
panel des modéles biologiques utilisés pour les tests
de toxicité générale a été élargi avec la micro-algue
Raphidocelis subcapitata. Cette derniére vient en
remplacement de I’algue Chlamydomonas reinhardtiiqui,
en dépit d’un intérét et une représentativité biologique
notables, n’avait pas été retenue suite aux campagnes
de 2017 en raison d’un probléme de cristallisation du
milieu de culture en présence d’eau de Seine.

Des outils de mesure en temps réel

Pour aller plus loin, de nouveaux outils sont testés par le
SIAAP pour un suivi en temps réel de la qualité de I’eau.
L objectif est de disposer d’outils d’alerte et d’aide a la
décision permettant d’identifier les pics de pollution qui
passeraient au travers de la biosurveillance classique.

La station ToxMate™, co-développée par le laboratoire
d’écotoxicologie d’INRAE Lyon et la société Viewpoint,
permet de détecter la présence de micropolluants via
I’analyse du comportement locomoteur d’organismes
aquatiques (pHoTo 3). La mesure des mouvements
des organismes est effectuée de facon individuelle et
en temps réel grace a un biocapteur composé d’un
systéme de vidéo-tracking connecté. Le ToxMate™

PHOTO 3

La station ToxMate™, au niveau de Bougival, permet de surveiller
la qualité de I’eau en temps réel en détectant les comportements de
fuite de petits organismes aquatiques.

utilise trois espéces d’invertébrés trés différentes :
Gammarus fossarum (arthropode), la sangsue
Erpobdella testacea (annélide) et le gastéropode
Radix auricularia (mollusque). La détection d’un
comportement de fuite des organismes, synonyme
de pic de pollution ou de présence d’un contaminant
spécifique, permet d’alerter les gestionnaires et si
nécessaire d’effectuer un prélevement d’eau en vue
d’une analyse chimique. La Frogbox, développée par la
société Watchfrog, permet quant a elle de détecter des
effets perturbateurs endocriniens (voir partie 5.2).

Ces dispositifs sont déployés dans le hall d’essais de
la Direction Innovation du SIAAP et sur le terrain, au
niveau du site de Bougival. Le retour d’expérience
de ces essais permettra de mieux appréhender les
intéréts et limites de ces outils, en vue d’une possible
pérennisation dans I’observatoire MeSeine. Il est pour
cela primordial de pouvoir établir un état de référence
via une période de qualification initiale, ainsi qu’un
cadre d’interprétation des réponses observées tout
au long du suivi en contexte. Un pas de plus vers un
changement de paradigme de la surveillance de la
contamination chimique.
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Partie 3

Les échelles d'interprétation des bioessais peuvent étre utilisées
pour créer des heatmaps qui traduisent visuellement les résultats
de biosurveillance. Ce mode de représentation a été mis a profit
pour appréhender la variabilité temporelle de 'écotoxicité des eaux
de surface franciliennes au cours des 12 campagnes de mesures
menées par le SIAAP entre 2018 et 2023.

Un premier enseignement est que les résultats des bioessais de
toxicité générale ne sont pas corrélés & ceux des bioessais de toxicité
spécifique, démontrant la complémentarité de ces deux familles
de tests. Les heatmaps montrent également une grande variabilité
temporelle de la toxicité, et ce quel que soit le bioessai. Chacun des
quatre sites étudiés présente, de maniere intermittente, une toxicité
forte sur un ou plusieurs bioessais de toxicité générale, traduisant
une pression toxique marquée. Les tests de croissance des micro-
organismes mettent également en évidence des observations
ponctuelles de prolifération, similaires en cela aux phénomeénes
d’eutrophisation. Concernant la toxicité spécifique, seul le SOS
Chromotest « vire parfois au rouge », reflétant des activités élevées
en substances génotoxiques. Des effets pro-thyroidiens, anti-
cestrogenes et, plus rarement, pro-cestrogeénes sont mis en évidence
chezleslarves de poissons et d’amphibiens pour les eaux des quatre
sites, sans toutefois jamais atteindre le seuil de forte toxicité. La
présence de lintégralité de la chaine de communication hormonale
dans ces modeéles explique quelques différences observées avec
les cellules humaines MELN qui témoignent uniquement des
activations de leur récepteur nucléaire.

Si aucune tendance saisonniére n'a pu étre mise en évidence,
certaines campaghnes se démarquent par un niveau de toxicité des
eaux élevé (exemple : avril 2018) ou faible (exemple : mars 2019)
sur les quatre sites instrumentés. Les variations de débit de la Seine
et de la Marne ne permettent pas d’expliquer ces différences, ce
qui suggeére que celles-ci sont liées aux sources de contaminants
tant au sein de lagglomération parisienne qu’'en amont. Devant
la multiplicité des facteurs influengant la contamination des eaux,
seules des données sur le long terme permettront d’identifier
d’éventuelles tendances de l'écotoxicité des rivieres franciliennes
et de comprendre la variabilité des sources de contaminants.
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Ces derniéres années, les laboratoires de
biosurveillance ont réalisé un effort important pour
rendre facilement compréhensibles leurs résultats
d’analyses. Ainsi, chacun des bioessais mis en ceuvre
sur les eaux de surface franciliennes dispose de ses
propres seuils d’interprétation, déterminés a partir des
caractéristiques des modeles et d’analyses statistiques.
Ces seuils permettent d’objectiver le niveau de toxicité
de I’échantillon analysé.

Une représentation basée sur les échelles
d’interprétation des laboratoires

Ces échelles d’interprétation peuvent étre utilisées
pour réaliser une heatmap qui traduit les résultats
de biosurveillance de maniére visuelle. Ce mode de
représentation a été mis a profit pour appréhender
la variabilit¢é temporelle de [I’écotoxicité des eaux
de surface franciliennes. Ainsi, une heatmap a été
établie pour chacun des quatre sites surveillés par le
SIAAP (Ficure 7) a partir des résultats des bioessais
déployés sur un minimum de sept campagnes et dont la
fréquence de détection d’effets est supérieure ou égale
a 10 % (voir partie 2). Le code couleur appliqué, tant
pour les bioessais de toxicité générale que pour ceux
de toxicité spécifique, s’étend du vert (pas de toxicité
/ pas d’effet) au rouge (toxicité forte / effet fort), avec
en plus pour les tests de toxicité générale utilisant des
micro-organismes en culture (bactéries, levures et
champignons) la couleur violette qui traduit un effet de
prolifération (multiplication cellulaire plus importante
que pour le contréle, un phénomeéne potentiellement
tout autant déstabilisant pour les écosystemes que la
toxicité).
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3.1

La heatmap
pour appréhender
la variabilité des effets

Pas de corrélation entre toxicités générale
et spécifique

Ces quatre heatmaps constituent des photographies
de la toxicité des eaux de la Seine et de la Marne pour
les 12 campagnes d’échantillonnage menées par le
SIAAP entre 2018 et 2023. Au-dela de la variabilité
temporelle sur laquelle nous reviendrons par la suite,
un premier enseignement de ces photographies est
que les résultats des bioessais de toxicité générale
(mesure de I'activité métabolique) ne sont pas corrélés
a ceux des bioessais de toxicité spécifique (évaluation
des dysfonctionnements physiopathologiques). La
campagne de novembre 2021 sur le site de Bougival
(Seine) illustre bien cette observation, avec des effets
moyens ou forts pour cing des huit bioessais de toxicité
générale qui contrastent avec les effets nuls observés
pour six des sept tests de toxicité spécifique. Cette
absence de corrélation est également observée de
maniere opposée sur la campagne de novembre 2020
avec des effets spécifiques relativement importants qui
contrastent avec des effets quasi-nuls sur les bioessais
de toxicité générale.

Ce résultat démontre la complémentarité des informa-
tions apportées par ces deux familles de bioessais et
I'intérét de les associer dans le cadre d’une biosurveil-
lance des eaux de surface.




FIGURE 7

Heatmaps illustrant les résultats de la biosurveillance des quatre sites sur les 12 campagnes d’échantillonnage
Bioessais de toxicité générale (mesure de I’activité métabolique) et bioessais de toxicité spécifique (évaluation des dysfonctionnements physiopathologiques)
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FIGURE 7 (suite)

Heatmaps illustrant les résultats de la biosurveillance des quatre sites sur les 12 campagnes d’échantillonnage
Bioessais de toxicité générale (mesure de I’activité métabolique) et bioessais de toxicité spécifique (évaluation des dysfonctionnements physiopathologiques)

Juillet i Septembre | Novembre Juillet Novembre Juillet
BOUGIVAL (SEINE) 2018 2021 2021 2023

Bactérie sauvage

Bactérie mutée sensible

Levure sauvage

Levure mutée sensible

Champignon

Gammare : alimentation

Gammare : fécondité

Gammare : cycle de mue

Effet pro-thyroidien : test XETA
larve de Xénope non stimulée
Effet pro-thyroidien : test XETA
larve de Xénope stimulée
T
<] s 3 MELN cellule humaine agonisme :
LET cestrogénes
geg
o g ° Effet pro-cestrogéne : test REACTIV
2 g "E larve de Médaka
FEQ
o2 Effet anti-cestrogéne : test REACTIV
x 22 larve de Médaka stimulée
oT <
p=c
Effet neurotoxique gammare
SOS Chromotest avec S9 : génotoxiques
TRI EL SU R SE | H E Juillet Novembre Septembre | Novembre Juillet Novembre Juillet
- - 2018 2018 2021 2021 2023
Bactérie sauvage
Bactérie mutée sensible
Levure sauvage
Levure mutée sensible
Champignon
Gammare : alimentation
Gammare : fécondité
Gammare : cycle de mue
Effet pro-thyroidien : test XETA
larve de Xénope non stimulée
Effet pro-thyroidien : test XETA
W~ larve de Xénope stimulée
388
g o3 MELN cellule humaine agonisme :
L E g cestrogénes
CEH
o § 2 Effet pro-cestrogéne : test REACTIV
: £% larve de Médaka
FEQ
o § g Effet anti-cestrogéne : test REACTIV
x22 larve de Médaka stimulée
gs%
Effet neurotoxique gammare
SOS Chromotest avec S9 : génotoxiques

_ ‘ BIOESSAIS DE TOXICITE SPECIFIQUE

@ Pasde toxicité () Toxicitt moyenne @ Prolifération @ Pasdeffet () Effetmoyen Bioessai non réalisé
Toxicité faible @ Toxicité forte Effet faible @ Effetfort

\32}h FASCICULE Biosurveillance



3.2

Une grande variabilité
temporelle de la toxicité des eaux

Des niveaux de toxicité trés variables
dans le temps

Les heatmaps des quatre sites investigués révelent une
trés grande variabilité temporelle du niveau de toxicité
des eaux, et ce quel que soit le bioessai. Par exemple, les
eaux de la Seine au niveau du site de Bougival inhibent
fortement I’alimentation du gammare en mai 2019, alors
qu’aucun effet n’est mis en évidence durant le mois
précédent. De méme, au niveau du site de Choisy-le-
Roi (Seine), les résultats du SOS Chromotest passent
du vert (absence d’effet génotoxique) au rouge (effet
fort) entre mars et avril 2019, tandis que dans le méme
temps on passe de I’orange (toxicité moyenne) au vert
(pas de toxicité) pour le bioessai sur champignon. Ces
résultats tracent des contaminations variables dans le
temps, mais aussi des sources variables.

Il est intéressant de noter également que chacun des
sites étudiés présente, de maniére intermittente, une
toxicité forte sur un ou plusieurs bioessais de toxicité
générale, traduisant une pression toxique marquée sur
la Seine et la Marne franciliennes. Nous observons par
exemple sur certaines campagnes un fort impact des
eaux sur I'alimentation, la fécondité ou le cycle de mue
du gammare, trois bioessais qui répondent a un large
éventail de contaminants toxiques (Geffard et al. 2020).
Une forte toxicité est également mise en évidence de
maniére ponctuelle chez plusieurs souches de micro-
organismes. Si cette diminution de la multiplication
cellulaire est un marqueur non spécifique répondant
a de nombreux polluants, on notera néanmoins que
le champignon Septoria tritici est particulierement
sensible aux fongicides (Tabib Ghaffary et al. 2012),
tandis que la souche de levure mutée (Saccharomyces
cerevisiae AD1-9) présente une hypersensibilité
a un grand nombre de médicaments comme des
antibiotiques, des antiseptiques et des anticancéreux
(Rogers et al. 2001). A I'opposé, chacun des sites
d’échantillonnage est sujet au moins une fois a une
prolifération des micro-organismes modeles, reflet
de la présence de nutriments ou d’autres substances
favorisant la multiplication cellulaire par rapport au
controle.

Concernant la toxicité spécifique, le SOS Chromotest
est le seul bioessai pour lequel on peut ponctuellement
observer une réponse maximale (effet fort sur une a
trois campagnes selon les sites), traduisant la présence
de molécules génotoxiques dans les eaux de surface
franciliennes. Les bioessais in vitro de perturbation
endocrinienne révelent quant a eux la présence
intermittente de substances capables d’induire des
effets pro-cestrogénes (test MELN), anti-cestrogénes
(test Anti-YES) et anti-androgenes (test Anti-YAS)
dans les échantillons d’eaux testés. Des effets anti-
cestrogénes (blocage des récepteurs cellulaires des
cestrogénes) et, plus rarement, pro-cestrogénes
(activation des récepteurs des oestrogénes) sont
également mis en évidence chez les larves de Médaka
sur les quatre sites de prélevement. Toutefois, le seuil
« rouge », correspondant a une baisse ou a une hausse
de 100 % de I'activité cestrogénique et décrit dans
la littérature comme pouvant altérer la reproduction
des poissons (Seki et al. 2002) n’est jamais atteint.
De méme, les eaux analysées induisent parfois des
effets pro-thyroidiens chez les larves de Xénope
(effets observés lors de cing a six campagnes sur
chacun des sites), mais sans jamais atteindre le seuil
de forte toxicité. Ce seuil correspond a une activité
équivalente a 3,25 ug/L de I’hormone thyroidienne
T3, qui est la concentration naturelle dans le plasma
des tétards lors de leur métamorphose. Il représente
a ce titre une référence physiologique dans les lignes
directrices de I'OCDE, un dépassement pouvant
causer une accélération de la métamorphose voire une
mortalité des Xénopes (Shi et al. 1998). Ces résultats
de bioessais de perturbation endocrinienne peuvent
étre rapprochés des observations de Du Pasquier et al.
(2015) sur les eaux usées traitées de I'usine Seine aval,
qui ne mettent en évidence que deux résultats au niveau
du seuil « rouge » (forte toxicité) sur plusieurs centaines
de mesures.

FASCICULE Biosurveillance

"



PHOTO 4

Analyse non ciblée

par spectrométrie de masse
a haute résolution (HRMS)

Coupler les bioessais avec des analyses chimiques non ciblées

L'analyse non ciblée par spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS) est une technique de chimie analytique
avanceée qui est de plus en plus utilisée pour la détection et le suivi des micropolluants. Dans le cadre du programme
MeSgine Innovation, le laboratoire eau, environnement et systémes urbains (Leesu) de I'université Paris-Est Créteil et
de I’Ecole des Ponts ParisTech ainsi que I’Université de technologie de Compiégne portent une action visant a combiner
I’THRMS avec des bioessais. L'objectif est double. D’une part, établir un lien entre la présence de contaminants,
connus ou inconnus, et un effet biologique observé. D’autre part, créer un modéle permettant de prédire la toxicité
des échantillons d’eau a partir des données de I’analyse non ciblée.
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Pas de tendance saisonniére mais certaines campagnes se démarquent

Les données acquises au cours de ces cing années
de biosurveillance ne font pas apparaitre de tendance
saisonniere de I’écotoxicité des eaux de surface
franciliennes. Néanmoins, certaines campagnes se
démarquent par un niveau de toxicité générale élevé
sur les quatre sites instrumentés. Ainsi, les campagnes
d’avril 2018, novembre 2021 et décembre 2022
comptent chacune entre deux et quatre détections de
toxicité moyenne (orange) ou forte (rouge) sur chacun
des sites d’étude. AI’opposé, lacampagne de mars 2019
se distingue par une écotoxicité particulierement faible
sur les quatre stations d’échantillonnage.

Les valeurs de débit de la Seine (FIGURE g8) et de la Marne
aux dates de prélevement ne permettent pas d’expli-
quer ces difféerences de toxicité entre les campagnes.
Pour illustrer ce point, nous notons que les campagnes
d’avril 2018 et de novembre 2021, toutes deux carac-
térisées par leur toxicité notable, sont associées pour
la premiére a un débit de la Seine trés élevé (622 m3/s)
et pour la seconde a un débit nettement inférieur a la
moyenne des campagnes (186 m?/s). Les fluctuations
du niveau de toxicité entre les campagnes sont donc
probablement a mettre en lien avec des variations des
apports et des sources de contaminants au sein de I’ag-
glomération parisienne mais aussi en amont de Paris.
Rappelons en effet que la Seine et la Marne parcourent
plusieurs centaines de kilométres avant d’atteindre la
capitale, pendant lesquelles elles sont impactées par
diverses activités anthropiques.

La variabilité temporelle des apports en contaminants
est liée tout d’abord a la pluviométrie. Les travaux
scientifigues montrent en effet que les apports de mi-
cropolluants provenant des zones urbanisées, de I’agri-
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FIGURE 8

Source : HydroPortail
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culture et des infrastructures de transport augmentent
significativement lors des précipitations (Wittmer et al.
2014) en raison (i) du lessivage de I’air (dép6t de pol-
luants atmosphériques), (ii) du ruissellement sur les
zones agricoles (entrainement de produits phytophar-
maceutiques, médicaments vétérinaires, etc.) et sur
les surfaces urbaines (entrainement d’éléments traces
métalliques, HAP, biocides, etc.) et (iii) des rejets des
déversoirs d’orage (mélange d’eaux usées non traitées
et d’eaux pluviales). Outre cette dynamique liée aux
épisodes de pluie, le degré de contamination par cer-
taines substances varie énormément selon les périodes
de I’'année en raison de la saisonnalité de leur utilisa-
tion. Par exemple, certains produits phytopharmaceu-
tiques sont épandus uniquement au printemps, tandis
que certains antibiotiques sont majoritairement utilisés
durant la période hivernale. De méme, certaines activi-
tés industrielles varient selon les jours de la semaine et
les saisons, ce qui peut impacter les rejets de contami-
nants dans les rivieres.

Devant la multiplicité et la complexité des facteurs
influengant la contamination des eaux de surface,
seules des données sur le temps long permettront
de mettre en évidence une éventuelle tendance
(saisonniere ou autre) de I’écotoxicité des rivieres
franciliennes et d’appréhender la variabilité des
sources de contaminants. Cette acquisition de
données sur le long terme est d’ailleurs la vocation de
I’'observatoire MeSeine, dans lequel la biosurveillance a
été pérennisée au-dela de cette étude.

——— Débit (en m?/s)
@ Campagne de mesures

Novembre Décembre
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Partie &

L'IBR (réponse biologique intégrée) est un indice permettant de
synthétiser les résultats d’'une batterie de bioessais. Il combine (i)
une valeur mathématique intégrative qui exprime l'intensité globale
des effets et (ii) un résultat graphique qui traduit les réponses
de chaque bioessai. Son caractére intégratif et sa simplicité de
calcul en font un outil opérationnel de choix pour les gestionnaires
chargés de la surveillance des milieux. RAinsi, U'IBR a été appliqué
pour comparer la qualité des eaux au niveau des sites suivis par le
SIAAP, en distinguant d'une part, les bioessais de toxicité générale,
et d’'autre part, les bioessais de toxicité spécifique.

LIBR de toxicité générale permet d'appréhender limpact de
lagglomération parisienne sur la qualité des eaux de surface
franciliennes. En amont de Paris, les valeurs d’'IBR & Choisy-le-
Roi (0,89) et Champigny-sur-Marne (0,73) suggérent que la Seine
subit une pression toxique plus forte que la Marne. Lintensité
globale de la toxicité ne conndit pas d'augmentation au niveau
de Bougival (IBR = 0,83), premier site soumis a l'effet du systeme
d’'assainissement. La pression toxique est en revanche un peu plus
forte au niveau de Triel-sur-Seine (IBR = 1,09), dernier point du
territoire d’'influence du SIAAP, tout en restant dans le méme ordre
de grandeur que les trois autres sites instrumentés. Cette relative
faible différence peut étre mise en regard du contexte particulier
de la Seine francilienne qui est déja contaminée en amont de Paris
et située au coeur d'un grand bassin hydrographique. Limpact de
lagglomération parisienne est en revanche bien visible avec le
bioessai d’inhibition alimentaire des gammares encagés et avec
les tests de croissance bactérienne, dont lintensité des réponses
augmente en aval. Lensemble de ces résultats constitue un « état
zéro » robuste qui permettra d’évaluer les effets de l'évolution des
activités humaines sur le bassin francilien et de mesurer l'efficacité
d’actions de remédiations telles que la modernisation d’'une usine
ou la rénovation du réseau.
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L’'IBR comme outil de synthése

des résultats des bioessais

Lapplication d’un unique bioessai n’est pas suffisante
pour livrer une appréciation globale de la qualité des
eaux de surface. Pour une bonne représentativité
des résultats, il est nécessaire de combiner plusieurs
bioessais utilisant des modeéles biologiques variés

et ciblant différents types d’effets. Cependant,
I'exploration des vastes jeux de données issus
de [P'application d’une batterie de bioessais peut
représenter un frein pour I'application opérationnelle de
ces outils. Pour un gestionnaire, il peut en effet s’avérer
complexe d’appréhender la diversité des réponses
spécifiques de chacun des bioessais, associée, dans
le cas des eaux de surface franciliennes, a une grande
variabilité temporelle (voir partie 3).

Pour ceci, les scientifiques ont développé plusieurs
indices permettant de synthétiser les résultats de
bioessais ou les réponses de biomarqueurs. LIBR
(Réponse Biologique Intégrée) décrit par Beliaeff et
Burgeot (2002) puis adapté par différents auteurs
(Sanchez et al. 2013; Catteau et al. 2023) fait partie
de ces indices. Il combine (i) une valeur mathématique
intégrative, qui traduit I'intensité globale des effets et
(ii) un résultat graphique permettant de représenter
les réponses de chaque bioessai (ou biomarqueur).
Cette double représentation et le fait qu’il puisse étre
calculé sans logiciel spécifique font de I'IBR un outil
a l'intérét indéniable pour l'interprétation de I'état de
contamination d’un site, pour la prise de décision et
pour la communication des résultats de biosurveillance
au grand public (Sanchez et al. 2013).
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Application sur les données de biosurveil-
lance du SIARAP

De par ces atouts, nous avons choisi d’appliquer une
démarche de type IBR pour comparer la qualité des
eaux au niveau des quatre sites de prélévements de la
Seine et de la Marne. Seuls les tests déployés sur un
minimum de sept campagnes d’échantillonnage et dont
lafréquence de détection d’effet est supérieure ou égale
a 10 % (voir partie 2) ont été considérés, en distinguant
d’une part, les bioessais de toxicité générale basés sur
la mesure de I'activité métabolique et d’autre part, les
bioessais de toxicité spécifique basés sur I’évaluation
des dysfonctionnements physiopathologiques. Chacun
des sites d’étude a donc été caractérisé par un IBR de
toxicité générale et par un IBR de toxicité spécifique.

LIBR a été appligué de maniere simplifice en
s’appuyant sur les référentiels d’interprétation fournis
par les laboratoires prestataires (FIGURE9). Dans un
premier temps, chaque résultat d’analyse a été associé
a un score de 0 a 3 points, traduisant I'intensité de
I’effet observé. Dans un second temps, nous avons
calculé le score moyen de chacun des bioessais sur
les douze campagnes d’échantillonnage du SIAAP. Ces
scores moyens ont été utilisés pour la représentation
graphique de I'IBR. Enfin, la valeur mathématique de
'IBR a été déterminée en calculant la moyenne des
scores moyens des différents bioessais.

Par exemple, si sur un site, aucun effet n’a été observé
sur les 12 campagnes avec I'ensemble des bioessais,
alors la valeur de I'IBR est de O (valeur minimale). A
I'inverse, si un effet fort a été observé avec chacun
des bioessais sur chacune des 12 campagnes, alors la
valeur de I'IBR est de 3 (valeur maximale).



Chaque résultat d’un bioessai B appliqué
sur un site S est associé a un score X,
traduisant ’intensité de I’effet observé

Effet faible
1 point

Effet fort
3 points

\
/
Prolifération /
1 a 3 points )—(

B4, S1

Pour chaque bioessai B appliqué sur un site S,
on calcule le score moyen X,  des 12 campagnes

On calcule la moyenne )_(s des )_(B,s qui
correspond a la valeur mathématique de I’IBR

(valeur comprise entre 0 et 3)

Représentation graphique de I'lBR,
traduisant les réponses de chacun des bioessais

FIGURE 9

Méthode de calcul de I’IBR appliquée sur les données de biosurveillance du SIAAP

La FiGure10 et la FIGURE 11 présentent les IBR de
toxicités générale et spécifique obtenus. Il ressort tout
d’abord que le profil de toxicité spécifique est similaire
entre les quatre sites surveillés par le SIAAP, tant dans
I'intensité globale des effets (valeurs comprises entre
0,38 et 0,47) que dans les réponses spécifiques des
différents bioessais. Ainsi, aucun site ne se démarque
par cet IBR.

En revanche, I'IBR de toxicité générale révéle des
différences entre les sites en termes de valeur
d’intensité globale et en termes de profil graphique des
réponses des différents bioessais. C’est donc sur cet
IBR que nous nous sommes appuyés pour comparer
les sites et répondre a la question de I'impact de
I’agglomération parisienne sur la qualité des eaux de
surface franciliennes.
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FIGURE 10
IBR de toxicité générale (mesure de 'activité métabolique) des quatre sites étudiés :
valeurs d’intensité globale d’effet (en haut) et diagramme radar représentant les réponses aux différents bioessais (en bas)
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FIGURE 11

IBR de toxicité spécifique (évaluation des dysfonctionnementsphysiopathologiques) des quatre sites étudiés :
valeurs d’intensité globale d’effet (en haut) et diagramme radar représentant les réponses aux différents bioessais (en bas)

FASCICULE Biosurveillance

s



4.2

Une augmentation
limitee
de lintensité globale de

Il peut étre intéressant de parcourir les eaux de surface

franciliennes d’amont en aval de [I'agglomération
parisienne pour appréhender la variabilité spatiale de leur
écotoxicité. En amont de Paris, les valeurs de I'IBR de
toxicité générale au niveau de Choisy-le-Roi (IBR = 0,89)
et de Champigny-sur-Marne (IBR = 0,73) suggerent
que la Seine subit une pression toxique plus forte que la
Marne (FIGURE 10), méme si elles restent proches. Cette
différence est le résultat d’effets plus intenses a Choisy-
le-Roi pour les bioessais in situ portant sur I'alimentation
etlafécondité dugammare, deuxtests quirépondentaun
large panel de micropolluants organiques et métalliques
(Geffard et al. 2020). De plus, la station de Choisy-le-Roi
se distingue par des effets de prolifération des levures,
des bactéries et des champignons plus récurrents,
tandis que la station de Champigny-sur-Marne présente
davantage d’effets de toxicité sur ces mémes micro-

la toxicité de lamont a Uaval

organismes (FIGURE7). Rappelons que I'effet de
prolifération est le reflet de la présence de nutriments ou
d’autres substances favorisant la multiplication cellulaire.

Ces différences dans le profil de la toxicité des eaux de
Choisy-le-Roi et de Champigny-sur-Marne peuvent
étre mises en lien avec les pressions anthropiques que
subissent les deux rivieres pendant les centaines de
kilometres qu’elles parcourent avant d’atteindre Paris.
La Marne, en amont de Champigny, est caractérisée par
des pressions essentiellement d’origine agricole, avec
une densité de population dans I'ensemble modérée
et relativement peu d’apports industriels méme en
considérant les abords de la région parisienne. La
Seine subit quant a elle en amont de Paris une pression
anthropique plus globale, résultat d’'une démographie
élevée ainsi que d’activités industrielles et agricoles
intenses.

Le nitrate et I’ammonium, marqueurs de la pollution

La concentration en nitrate est couramment utilisée comme marqueur de la pression agricole et peut donc étre
prise comme indicateur de la pollution globale au niveau de Champigny-sur-Marne. De fait, au niveau de ce site
situé en amont de Paris, I'intensité des réponses de certains bioessais semble suivre les mémes tendances que les
concentrations en nitrate, ainsi que l'illustre la Ficure 12 avec le test REACTIV (Guérin-Rechdaoui et al. 2023). Des
relations similaires ont été observées au niveau du site de Bougival avec la concentration en ammonium, marqueur

de la pression urbaine.
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Relation entre la concentration en nitrate et les effets pro-thyroidiens (test REACTIV - larve stimulée)
exprimés en équivalents hormonaux (EQH) au niveau du site de Champigny-sur-Marne.
Le coefficient R selon le test de Pearson est de 0,7 (p = 0,006)-T3 = tri-iodothyronine totale.
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Un niveau de toxicité similaire entre
Ulamont et l'aval proche de Paris

En poursuivant la descente du cours de la Seine au-
dela de la confluence avec la Marne, nous atteignons
Bougival, premier site d’étude soumis a I'effet du
systéme d’assainissement du SIAAP. Bougival se situe
en effet en aval des usines d’épuration de Marne aval
(300000 EH), de Seine Valenton (3,6 millions EH) et
de Seine centre (900000 EH), premiere usine apres
Paris. Ce site est également en aval des deux plus
grands déversoirs d’orage du SIAAP, Clichy (pHoTO 5) et
la Briche, qui assurent I’évacuation des eaux unitaires
excédentaires lors d’événements pluvieux importants.

Au niveau de ce site de Bougival dont les eaux
proviennent pour un tiers environ de la Marne, la valeur
de 'IBR de toxicité générale (0,83) se situe entre les
valeurs des sites de Champigny-sur-Marne (0,73) et
de Choisy-le-Roi (0,89) (FIGURE 10). Les rejets issus
de I'agglomération parisienne n’entrainent donc pas
d’augmentation de la toxicité générale des eaux dans
les conditions étudiées (campagnes réalisées par
temps sec).

Une pression toxique un peu plus forte
en aval de lagglomération

Une descente de la Seine sur quelques dizaines de
kilométres supplémentaires nous emmene a Triel-sur-
Seine, dernier point de prélevement du territoire du
SIAAP. En plus d’étre a I’aval de Seine aval, plus grande
usine d’Europe (6 millions EH) et de l'usine Seine
Grésillons, ce site intégre les apports de la confluence
avec I’Oise a Conflans-Sainte-Honorine.

Les IBR de toxicité générale révélent une augmentation
de la pression toxique entre Bougival (valeur IBR =
0,83) et Triel-sur-Seine (valeur IBR = 1,09). Ce dernier
point d’étude présente par ailleurs la valeur IBR la plus
élevée des quatre sites instrumentés, tout en restant
dans le méme ordre de grandeur. Contrairement a ce
que I’on pourrait penser, I'impact de I’agglomération
francilienne sur la qualité écotoxicologique de la Seine
reste donc somme toute limité. Ce constat peut étre mis
enregard du contexte particulier de la Seine francilienne
qui est déja contaminée en amont de Paris et située au
ceeur d’un grand bassin hydrographique. De fait, des
différences de toxicité plus marquées peuvent étre
observées dans d’autres contextes tels que des petits
cours d’eau plus en téte de bassin-versant.

Mieux comprendre I’impact des rejets
urbains par temps de pluie

Dans le cadre d’'une action du programme OPUR
(observatoire d’hydrologie urbaine en lle-de-France)
menée en partenariat avec le SIAAP, le laboratoire
Leesu a évalué le potentiel toxique de différents
types d’eaux urbaines transitant par le systéme
d’assainissement de I’agglomération parisienne
(Moilleron et al. 2020). Les résultats de cette étude
montrent notamment que les déversoirs d’orage
apportent un afflux de toxicité au milieu récepteur
en termes de toxicité générale, de génotoxicité et
de perturbation endocrinienne. D’autres recherches
sont en cours sur des échantillons reconstitués
en laboratoire pour isoler la contribution de ces
déversements a la toxicité de la Seine et pour évaluer
leurs effets sur la composition des communautés
microbiennes et la présence de genes de résistance,
fournissant ainsi une dimension supplémentaire
a I'impact environnemental des rejets urbains par
temps de pluie (RUTP).
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PHOTO 5
Le déversoir d’orage de I’usine de Clichy
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7.3

Certains effets
plus forts en aval

Si d’'une maniere globale, la toxicité augmente
relativement peude l’'amontal’aval du territoire du SIAAP,
I'impact de I’agglomération parisienne est en revanche
bien visible avec certains bioessais. Ainsi, comme on le
voit sur le graphique radar de I'IBR de toxicité générale
(FIGURE 10), I'inhibition alimentaire observée chez des
gammares encagés dans le milieu pendant 7 jours est
nettement plus forte a Bougival et a Triel que dans les
deux sites situés en amont de Paris. Dans le détalil,
le site de Bougival présente un fort niveau de toxicité
lors de quatre des huit campagnes d’encagement
(avril 2018, juillet 2018, mai 2019 et décembre 2022)
contre seulement deux a Choisy-le-Roi (juillet 2018 et
mai 2019) et une a Champigny-sur-Marne (juillet 2018)
(Ficure 7). Cette observation met en évidence des
apports de contaminants toxiques pour le gammare au
sein de I’agglomération parisienne.

Les résultats des bioessais de toxicité générale portant
sur les gammares, les champignons et les levures sont
relativement similaires entre le site de Bougival et le
site de Triel-sur-Seine, en aval du territoire du SIAAP
(FIGURE 10). En revanche, les deux bioessais utilisant des
modeéles bactériens révelent des effets beaucoup plus
importants a Triel-sur-Seine, qui expliquent la hausse de
lavaleur de I'IBR entre les deux sites. Cette augmentation
de la toxicité des eaux est visible tant pour la souche
bactérienne sauvage que pour la souche mutée ayant

PHOTO 6
La Seine au niveau de Bougival

Des campagnes de mesures
exploratoires sur I’Oise

En paralléle du dispositif de biosurveillance mis en
ceuvre sur la Seine et la Marne, quatre campagnes
ont été menées sur la riviere Qise entre 2020
et 2021 au niveau de Conflans-Sainte-Honorine,
juste en amont de la confluence avec la Seine. Les
résultats de ces mesures permettent de calculer
un indice IBR, certes moins robuste que celui des
quatre autres sites instrumentés mais néanmoins
informatif. Ainsi, la valeur de I'IBR de toxicité
générale au niveau de Conflans s’éleve a 0,73, ce
qui suggere que le niveau de toxicité global de I'Oise
est du méme ordre de grandeur que sur le site de
Bougival.

une sensibilité accrue aux toxiques. Concernant cette
derniére, les résultats détaillés montrent que la toxicité
des échantillons prélevés au niveau de Triel-sur-Seine
est moyenne ou forte lors de 10 des 12 campagnes
d’échantillonnage alors que ce n’est le cas que pour
quatre campagnes au niveau du site de Bougival
(FIGURE 7).

L'Oise, qui vient renforcer le débit de la Seine a hauteur
de plus de 100 m3/s en moyenne (source : Hydroportail,
station de Pont-Sainte-Maxence), ne semble pas étre a
I’origine de cette augmentation de la toxicité bactérienne
observée au niveau de Triel-sur-Seine. En effet, les
résultats de quatre campagnes exploratoires menées
par le SIAAP a Conflans-Sainte-Honorine (voir encadré)
montrent un niveau de toxicité bactérienne similaire a
celui observé a Bougival. Cette possibilité écartée, nous
pouvons avancer que la hausse de la toxicité bactérienne
observée au niveau de Triel-sur-Seine est au moins
en partie liée aux rejets de I'usine Seine aval (environ
20 m3/s en moyenne) et, dans une moindre mesure, de
I'usine Seine Grésillons (environ 3 m®/s en moyenne).
Cette hypothese est soutenue par les résultats d’analyses
complémentaires menées par le laboratoire Leesu
(Moilleron et al. 2020), qui révélent que I'effluent de
I’'usine Seine aval, relativement peu toxique vis-a-vis des
algues, des levures et des cellules humaines, présente en
revanche un fort potentiel toxique vis-a-vis des bactéries.
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Un « etat zéro »

précieux pour suivre
et comprendre
les évolutions futures

Le retour d’expérience du SIAAP met en lumiére les
potentialités des bioessais pour la surveillance des eaux
de surface et I’évaluation de I'impact d’un systéme
d’assainissement. Compte tenu du trés grand nombre
de molécules présentes dans ces eaux, de la nécessaire
prise en compte de I'effet des mélanges et du besoin
d’indicateurs intégratifs, la biosurveillance apparait
comme une approche essentielle pour compléter la
stratégie de surveillance classique basée sur I’'analyse
chimique. Cette démonstration est précieuse pour
construire la future place des bioessais dans la
réglementation et la surveillance des masses d’eau.

Les résultats présentés dans ce fascicule constituent
un «état zéro» robuste, qui permettra d’évaluer
I’évolution des activités humaines et leurs effets sur
le bassin francilien, mais aussi de mesurer |’efficacité
d’actions de remédiations telles que I'interdiction d’une
substance, la modernisation d’une usine d’épuration
ou la mise aux normes des industriels et artisans du
territoire (effluents non domestiques). Les bioessais
de laboratoire utilisant les souches bactériennes et le
bioessai in situ portant sur I'alimentation du gammare
sont les tests les plus discriminants vis-a-vis des quatre
sites étudiés et seront donc particulierement éclairants
pour évaluer I'impact d’évolutions futures. Il en est
de méme pour le bioessai in vitro Anti-YAS, qui, bien
que n’ayant été appliqué que sur cing campagnes de
prélévements, a conduit a une détection de substances
anti-androgénes plus importante a Bougival que sur les
trois autres sites.

Enfin, I'analyse des données acquises par le SIAAP
montre que I'IBR est un outil de synthése précieux
permettant de comparer des sites ou des périodes sur
la base d’un large panel de réponses physiologiques.
Lintroduction de nouveaux bioessais dans le
panel déployé par le SIAAP (voir partie 2) aménera
probablement a revoir le mode de calcul de cet indice.

Opérationnaliser le suivi par
bioessais : un marché public dédié

La conception d’'un marché public dédié a la
biosurveillance inscrit pleinement cette approche
dans le cadre de l'autosurveillance historique
réalisée par le SIAAP visant & qualifier et maitriser
I'impact de son systéme d’assainissement. Si la
biosurveillance en elle-méme ne fait pas I'objet
d’obligations réglementaires, sa pérennisation
enrichit I’expertise des équipes en charge du suivi
de la qualité du milieu naturel, qui I'intégrent dans
leur quotidien au méme titre que le suivi physico-
chimique des polluants d’origine anthropique ou
non. Au travers de campagnes systématiques
sur la Seine et la Marne, le recours aux bioessais
passe de fait d’un statut d’études par des bureaux
ou cabinets a un statut de commandes directes
et réguliéres sur catalogue. Cette différence est
significative, car elle implique une appropriation
notable des mesures réalisées - sans s’affranchir
pour autant de I'expertise des développeurs de
méthodes - mais aussi un véritable changement de
régime de fonctionnement a de multiples niveaux :
administratif, organisationnel, logistique. En un
mot, opérationnel.

PHOTO 7
Station MeSeine de Bougival
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Partie 5

Le retour d’expérience du SIAAP montre que les bioessais peuvent
étre trés utiles en amont de la transformation d'une usine
d'épuration. Ces outils biologiques ont tout d’abord été employés
pour démontrer linnocuité environnementale d'une méthode de
désinfection des eaux usées par acide performique (PFA). Une
batterie de bioessais in vivo incluant des tests de toxicité générale
et de perturbation endocrinienne (PE) a été appliquée d'une part,
sur des échantillons reconstitués en laboratoire, et d’autre part, sur
des échantillons prélevés dans la Seine en amont et en aval du rejet
de l'usine Seine Valenton lors de périodes avec et sans désinfection.
Les résultats de ces mesures, qui révelent labsence d'effets
toxiques du PFA sur les eaux de la Seine, ont permis au SIAAP de
s’engager dans le déploiement industriel de cette technologie dans
la perspective des Jeux Olympiques et Paralympiques de Paris
2024 et de l'ouverture de sites de baignade en héritage.

Les bioessais ont par ailleurs été utilisés dans le cadre de deux
expérimentations visant a mesurer lefficacité de procédés de
traitement des micropolluants par adsorption sur charbon actif. Ces
essais apportent des enseignements précieux pour la mise en ceuvre
de la nouvelle Directive européenne Eaux Résiduaires Urbaines
(DERU) publiée fin 2024, qui impose notamment l'implémentation
progressive de traitements quaternaires dans les stations de plus
de 150000 équivalent habitants (EH). Les résultats des mesures
effectuées au niveau de lusine Seine centre confirment que les
potentiels PE subissent un abattement progressif au fil des étapes
de traitement conventionnel et que le traitement quaternaire
basé sur lutilisation de charbon actif permet d’éliminer presque
intégralement les potentiels perturbateurs résiduels. Il apparait
toutefois une toxicité générale résiduelle ciblant principalement les
bactéries qui semble résistante aux différents traitements y compris
le charbon actif. Les résultats de l'expérimentation menée dans
lusine Seine aval illustrent quoi qu’il en soit de la méme maniére les
potentialités d'une station de biosurveillance enligne (ici, la FrogBox)
pour décrire les variations temporelles des effets PE et ainsi alerter
sur un dysfonctionnement de traitement. A moyen terme, les outils
de mesure en ligne pourraient s’avérer un complément idéal aux
sondes déja en place dans les usines, pour piloter les procédés de
traitement et avertir l'exploitant en cas de pic de pollution.
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5.1

Evaluer limpact
environnemental

d’'une méthode de désinfection

des eaux usées

Lamélioration de la qualité de la Seine, résultat
notamment de 50 ans d’actions menées par le SIAAP,
a donné de nouvelles perspectives d’utilisations du
fleuve, non seulement comme un corridor fluvial
d’intérét pour le transport, mais également comme un
lieu de rencontre des populations autour d’activités

récréatives. La candidature de Paris aux Jeux
Olympiques et Paralympiques (JOP) de 2024 a accéléré
cette volonté de reconquéte de la Seine et a fait office
de catalyseur pour continuer a investir pour une eau
de qualité sanitaire adaptée a des usages jusqu’alors
perdus. Ainsi, piquer une téte dans la Seine ou dans la
Marne pour échapper a la chaleur de la ville, un scénario
qui relevait hier de la fiction, devient aujourd’hui une
réalité. Aprés le succes des JOP, des sites de baignade
sont envisagés en héritage. Le début d’une nouvelle
relation de la population francilienne avec ses rivieres,
et plus globalement, a I'eau, ce bien si précieux a
I’heure du changement climatique.

PHOTO 8
Baignade dans les fleuves franciliens
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Avec I'annonce de la candidature de Paris aux JOP, le
SIAAP s’est mis en ordre de marche pour la baignade.
Des études aux plans prévisionnels, le syndicat a joué
un réle majeur a la fois de coordonnateur, de conseiller
et de financeur. Acteur central du «plan baignade »
initi€ en 2016 par plus d’une vingtaine de partenaires
régionaux, le SIAAP a financé le tiers de I’enveloppe
budgétaire qui y a été affectée.

© franck Belancle !
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Désinfecter les eaux usées avant leur rejet
dans le fleuve

Entre 1999 et 2013, la contamination de la Seine par les
bactéries d’origine fécale a diminué d’un facteur 10 en
aval de I’agglomération parisienne (Rocher et Guérin-
Rechdaoui, 2024). Mais pour que I'objectif baignade
soit atteint, il est nécessaire de garantir un apport
encore plus faible en micro-organismes, afin d’assurer
une qualité a tout instant en adéquation avec les enjeux.

La désinfection des rejets des usines d’épuration
situées en amont des zones de baignade est un des
leviers actionnés par le SIAAP pour parvenir a une qualité
microbiologique conforme aux normes sanitaires.
Parmi les solutions de désinfection ayant émergé au
cours des dernieres décennies, le recours a I'acide
performique (PFA) est apparu comme particulierement
adapté au contexte du SIAAP. Pour démontrer son
efficacité a I’'usine amont Seine Valenton et identifier ses
conditions de mise en ceuvre, la désinfection au PFA a
été expérimentée pendant plus de trois ans par une
quinzaine de chercheurs dans le cadre du programme
Mocopée (Rocher et Azimi 2023). Ces essais menés a
la fois en laboratoire et a I’échelle industrielle, sur le site
de l'usine Seine Valenton (2,6 millions d’équivalents
habitants) (FIGuRrE 13), ont été parfaitement concluants.
Le niveau d’oxydation trés élevé du PFA garantit des
concentrations faibles en bactéries fécales dans les
eaux désinfectées.

Rejet

en Seine Citerne d’acide

formique catalysé

Le mélange fait son effet ™~
pendant 10 min avant
d'8tre rejeté dans la Seine
sans toxicité.

FIGURE 13

© L'acide performique est issu
du mélange entre le péroxyde
d'hydrogene et I'acide formique.

@ Ce mélange est injecté en sortie de la

™. station d'épuration. La, I'acide performique
€limine tous les germes provenant des
matieres fécales.

5 oaNs
deapirimentation

Un panel de bioessais mis en ceuvre pour
confirmer 'absence d’effets toxiques de
Uacide performique

Au-dela de l'efficacité de la désinfection, il était
essentiel de s’assurer de I'innocuité environnementale
du PFA vis-a-vis de I’écosystéme Seine. Pour ce faire,
une batterie de bioessais in vivo (tests sur organismes
entiers) a été mise en ceuvre en complément des
analyses chimiques. Cette batterie comprend une
partie des bioessais déployés pour la biosurveillance
des eaux de surface franciliennes (voir partie 1.3). Elle
comporte, d’une part, des bioessais de toxicité générale
sur des bactéries, des levures et des champignons, et
d’autre part, des tests permettant de mesurer les effets
de perturbation endocrinienne (activités cestrogénique,
androgénique et thyroidienne) sur des larves de Xénope
(amphibien) et de Médaka (poisson).

Ces bioessais ont tout d’abord été appliqués sur des
échantillons reconstitués en laboratoire, représentatifs
du milieu naturel en aval immédiat du rejet de I'usine
Seine Valenton dans des conditions défavorables

Avec son canal de 3,6 km
de long, le site de Seine
Valenton offre un contexte
idéal pour que I'acide
perfomique joue son role
de désinfection.

Canal
de rejet

d’hydrogene
(eau oxygénée)

Seine
Valenton

. Injection amont
N\, en sortie de station

La désinfection des eaux usées avec de I’acide performique, expérimentée et mise en ceuvre a I’usine Seine Valenton

Crédit : SIAAP, Le fil de I'eau, octobre 2022
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(c.-a-d. faible débit de la Seine et fort débit de rejet).
Deux types d’échantillons ont été produits et analysés
lors de trois campagnes de mesure : (i) des eaux de la
Seine mélangées a des eaux du rejet et (ii) des eaux de
la Seine mélangées a des eaux du rejet désinfectées.
Des tests ont également été menés dans des conditions
réelles sur des échantillons prélevés dans la
Seine enamonteten aval durejetde l'usine,
lors de périodes «sans désinfection »
et de périodes «avec désinfection» (10
semaines d’essai). Les résultats de ces
mesures révelent I'absence d’effets
toxiques du PFA en termes de perturbation
endocrinienne et de toxicité générale des
eaux de la Seine, tant pour les échantillons
reconstitués en laboratoire que pour les
essais en conditions réelles. La FIGURE 14
illustre cette conclusion, avec des niveaux
de toxicité similaires «avant » et «apres »

Efficacité de la désinfection chimique
par acide performique

désinfection au PFA vis-a-vis des différentes souches de
micro-organismes (essais en laboratoire).

La validation scientifique de I'efficacité et de I'innocuité
environnementale de cette méthode de désinfection
a permis au SIAAP de s’engager dans la voie du
déploiement industriel de cette technologie. Ainsi, une
unité de désinfection au PFA a été installée
sur I’'usine Seine Valenton et mise en service
durant I’été 2023 afin d’étre opérationnelle
pour les JOP de 2024, pendant lesquels
les performances et les atouts de cette
approche ont pu étre démontrés.

Les résultats des essais de désinfection
a I’acide performique ont été valorisés

au sein d’un ouvrage collectif rédigé par
le SIAAP et ses partenaires scientifiques
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FIGURE 14

Les résultats des essais menés en laboratoire sur des eaux de la Seine mélangées a des eaux usées traitées

(« avant désinfection ») et a des eaux usées traitées désinfectées au PFA (« aprés désinfection ») ne montrent aucun
effet toxique de la désinfection vis-a-vis des souches de bactéries, de levures et de champignons.

N.B. : les tests 1, 2 et 3 correspondent a trois campagnes d’échantillonnage - Source : Rocher et Azimi, 2023
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5.2

Mesurer les performances

de procédés de traitement
des micropolluants

Les usines d’épuration actuelles n’ont historiquement
pas été concues pour éliminer les micropolluants. Ainsi,
bien qu’une partie des molécules soient retenues dans
les boues ou dégradées lors du traitement biologique,
d’autres sont réfractaires aux traitements en place et
se retrouvent dans les eaux rejetées vers les milieux
aquatiques.

Il 'y a actuellement pas de normes pour I’assainisse-
ment collectif en France et dans I’'Union Européenne
concernant les concentrations en micropolluants dans
les effluents et leur taux d’abattement, mais cela va
changer dans les prochaines années. En effet, avec
la Directive européenne Eaux Résiduaires Urbaines
(DERU) révisée en 2024, les Etats membres devront
veiller, d’ici 2045, a I'application d’un traitement
quaternaire permettant d’éliminer un large éventail de
micropolluants dans les stations d’au moins 150000 EH,
avec des cibles intermédiaires pour les réduire d’ici la
(Directive UE 2024/3019 du 27 novembre 2024). Il en
est de méme pour les stations d’au moins 10000 EH
dont les effluents sont rejetés dans des zones identifiées
comme sensibles. Les collectivités vont donc progressi-

vement se mettre en ordre de marche pour implémenter
ces traitements avancés parmi lesquels figurent I’0zo-
nation et I'adsorption sur charbon actif. Se pose alors
la question des indicateurs a utiliser pour mesurer I'ef-
ficacité et contréler le bon fonctionnement de ces nou-
veaux traitements.

PHOTO 9
L’usine Seine aval : les usines d’épuration des grosses agglomé-
rations vont progressivement s’équiper pour traiter les micropolluants

Le SIAAP engagé dans la réduction a la source des micropolluants urbains

Au-dela du traitement en usine d’épuration, d’autres leviers peuvent étre actionnés localement pour réduire les
rejets de micropolluants. Le SIAAP et les autres acteurs du territoire francilien se sont engagés depuis plusieurs
années dans une démarche de maitrise et de réduction des apports de polluants dans les réseaux d’assainissement,
notamment dans le cadre du « diagnostic amont » requis par la note ministérielle RSDE-STEU (Ministére de la
Transition Ecologique, 2022). Les actions menées portent sur la maitrise du systéme d’assainissement et des
rejets « non domestiques » (industries et artisans), la gestion a la source des eaux pluviales, la sensibilisation et la

valorisation des bonnes pratiques.

FASCICULE Biosurveillance
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Des expérimentations dans les usines du SIARAP

Dans les effluents des usines d’épuration, plusieurs
milliers de molécules sont présentes a des
concentrations détectables (Staub et al. 2022). Les
approches analytiques basées sur la chimie sont donc,
de ce fait, complexes a mettre en ceuvre et limitées a
une partie plus ou moins importante des contaminants.
Grace a leur capacité a fournir un résultat intégrant
I’action de toutes les molécules présentes en mélange,
les bioessais peuvent remplir une fonction d’indicateur
complémentaire de performance des procédés de
traitement des micropolluants. Deux expérimentations
majeures ont été menées dans les usines du SIAAP
pour mesurer I'efficacité de procédés d’adsorption sur
charbon actif et explorer les potentialités des bioessais
en complément de la chimie.

La premiére expérimentation a porté sur une unité mobile
de traitement d’une capacité de 50 a 100 m3/h, qui a été
installée sur 'usine Seine aval en sortie du traitement
biologique (biofiltration) entre avril et octobre 2013. Au
cours de cette étude, des mesures
de la perturbation endocrinienne
ont été effectuées en entrée et en
sortie de [l'unité de traitement, a
I'aide des outils développés par la
société Watchfrog (Du Pasquier et al.
2015). Ces outils utilisent des larves
de poissons et d’amphibiens dont la
fluorescence augmente ou diminue
lorsque des molécules présentes
dans I’échantillon affectent le
fonctionnement d’un axe endocrinien.

En complément des analyses ponctuelles en laboratoire,
un instrument appelé FrogBox a été utilisé pour exposer
en continu les larves et quantifier a intervalles réguliers
leur émission de fluorescence (PHOTO 10).

La seconde expérimentation a porté sur un pilote de
traitement, installé en 2015 en sortie de la biofiltration
de l'usine Seine centre. Deux types de charbon actif
ont été testés : du charbon actif en poudre (particules
de taille inférieure a 100 um) et du charbon actif micro-
grains (particules de taille médiane égale a 423,5 um).
Une batterie de bioessais de la société Tame-Water
a été appliquée sur des échantillons prélevés aux
différentes étapes de traitement de I'usine ainsi qu’en
entrée et en sortie du pilote. Cette batterie comprend
des bioessais in vivo de toxicité générale sur algues,
bactéries, champignons et cellules humaines, ainsi
que des bioessais in vitro permettant de détecter
les substances a modes d’action génotoxique et
perturbateur endocrinien.

© SIAAP

PHOTO 10

lllustrations du fonctionnement

de la FrogBox

Les larves (cf. photo en haut) nagent

dans un dispositif ou I’eau a analyser circule en
continu (cf. photo en bas). Un équipement optique
embarqué mesure leur fluorescence a intervalles
réguliers, laquelle traduit I’activité endocrinienne
des substances présentes dans I'eau.
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Les apports des bioessais mis en lumiére

Les résultats de ces expérimentations mettent en avant
les apports des bioessais vis-a-vis de I'implémentation
de traitements avancés des micropolluants. Les
résultats des mesures effectuées a l'usine Seine
centre montrent que les activités de perturbations
endocriniennes subissent un abattement progressif
au fil des étapes de traitement de I'usine. lls montrent
également que le procédé de traitement par charbon
actif testé permet de finir I’épuration en supprimant,
au niveau du seuil de détection des bioessais, les
activités de perturbation résiduelles (notamment
cestrogéniques). Lautre élément important mis en
lumiére est I’existence d’une toxicité générale ciblant
principalement les bactéries, qui s’avere résistante
aux différentes étapes de traitement, y compris au
traitement quaternaire d’affinage par charbon actif.

Les résultats de I'’expérimentation menée sur I'usine

Seine aval démontrent égalementla pertinence de I'outil
de mesure en ligne FrogBox pour la caractérisation de

100

I'efficacité du traitement des micropolluants. L'analyse
du potentiel effet de perturbation endocrinienne de
I'eau d’entrée et de sortie du pilote met en évidence
son efficacité pour éliminer les molécules responsables
des effets thyroidiens (FIGURE 15) et cestrogéniques.
De maniére plus fine, ces résultats permettent de
mesurer I'effet du taux de charbon actif en poudre
en renouvellement dans I'ouvrage de traitement.
L'absence d’abattement des effets de perturbation
endocrinienne durant la semaine 40, pendant laquelle
le pilote a été volontairement mis en mode dégradé,
témoigne également de la capacité de la Frogbox a
révéler un dysfonctionnement de traitement. Enfin,
cette étude révele I’existence de variations dynamiques
du potentiel de perturbation endocrinienne au cours
des jours, des semaines et des mois, qui démontre
la pertinence des approches basées sur un suivi en
temps réel.
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FIGURE 15

du pilote en mode
volontairement dégradé

Mise en évidence de I’efficacité du traitement par charbon actif sur la perturbation thyroidienne par I’outil FrogBox.
Pour chaque semaine, le pourcentage des cas pour lesquels les mesures d’induction de fluorescence montrent un effet thyroidien est indiqué

pour I’entrée et la sortie du pilote.

Source : d’apres Du Pasquier et al, 2015
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5.3

Les bioessais,
comme outil de pilotage
de l'usine d’épuration ?

Ces retours d’expériences montrent que les bioessais
peuvent étre trés utiles en amont de la modernisation
d’'une usine d’épuration, pour évaluer I'impact
environnemental d’une nouvelle technologie (ici, une
méthode de désinfection des eaux usées) et identifier
quel type de traitement quaternaire est le plus efficace
vis-a-vis des micropolluants présents dans les eaux
usées. Les bioessais peuvent également étre intégrés
dans les critéres d’évaluation de la performance d’une
usine ou d’un systéme d’assainissement.

Au-dela, les expériences menées par le SIAAP
laissent entrevoir le cadre d’utilisation des stations de
biosurveillance en ligne. Ces outils, qui permettent de
qualifier en temps réel la contamination des effluents,
peuvent étre exploités pour estimer I'apport de
contaminants au milieu récepteur. A moyen terme, ils
pourraient également s’avérer un complément idéal

Mouvement

6000

aux sondes déja en place dans les usines, pour piloter
les procédés de traitement ou pour alerter I’exploitant
en cas de pic de pollution. Les résultats des tests
préliminaires menés sur les effluents de I'usine Seine
centre sont un premier pas dans cette voie. Une station
ToxMate™, qui permet la détection de contaminants via
I’analyse du comportement locomoteur d’organismes
aquatiques (voir partie 2.2), a été installée en paralléle
d’une sonde UV254. Cette derniére, dont la mesure
reflete la teneur en matiére organique dissoute, est
couramment utilisée par les exploitants pour évaluer
I'efficacité du traitement. Les premiers résultats de
cette expérimentation montrent que le signal ToxMate™
est complémentaire de celui de I’'UV254, en permettant
la détection précoce ou spécifique de certains pics de
contaminants (FIGURE 16).
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FIGURE 16
lllustration de résultats obtenus avec la station ToxMate™

Une augmentation des mouvements des organismes traduit la présence de contaminants dans I'effluent

(comportement d’évitement ou d’agitation).
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