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« La folie c’est se comporter de la méme maniére et attendre un résultat différent. »
A. Einstein

Résumé vulgarisé

Dans I'objectif d’assurer un retour au sol de la matiére organique, les boues d’épuration sont
valorisées en agriculture. Cependant, ces boues représentent un exutoire majeur des résidus
pharmaceutiques présents dans les eaux usées. L'objectif de cette thése est d'étudier
l'occurrence et le transfert de ces contaminants des boues jusqu’aux sols amendés. La
présence de 59 contaminants dans les boues, parmi 74 investigués, a été mise en évidence a
des teneurs individuelles de I'ordre de plusieurs pg.kg™? (ms). Plus de 20 de ces contaminants
organiques sont quantifiés dans les sols amendés a des teneurs de plusieurs pg.kg? (ms).
L’approche adoptée dans cette étude met en évidence la persistance d’une trentaine de
contaminants organiques dans la zone d’application et de labourage des produits résiduaires
organiques, a savoir la couche superficielle de sol, de 0 a 20 cm, avec une mobilité réduite par
lixiviation dans les couches plus profondes de sol, jusqu'a 60 cm de profondeur.

Short abstract

To ensure a sustainable return of organic matter to the soil, sewage sludge is used for
agricultural purposes. However, this sludge represents a major source of pharmaceutical
residues already existing in the wastewater. The objective of this work is to study the
occurrence and transfer processes of these contaminants from sludge to sludge-amended
soils. The presence of 59 contaminants in the sludge, among 74 investigated, demonstrates
levels of several ug.kg™ of dry weight (ms). More than 20 of these contaminants were quantified
in the sludge-amended soils at levels of several ug.kg? (ms), each. The approach adopted
highlights the persistence of about thirty organic contaminants, mainly pharmaceutical
residues, in the topsoil application layer, from 0 to 20 cm, with reduced mobility by leaching
into the deeper soil layers, up to 60 cm depth.
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Introduction

Introduction générale

L'écosystéme global est soumis a une pression anthropogénigue multifactorielle croissante du
fait de I'augmentation de la population mondiale et d’'une consommation soutenue ce qui
aboutit a I'épuisement des ressources naturelles. Dans cette approche, le caractére
réutilisable de certaines matiéres permet d’accéder a un modéle d’économie circulaire
remplagant “un mode de production et de consommation linéaire — consistant a extraire,
fabriquer, consommer et jeter” par “un mode de consommation sobre et responsable des
ressources naturelles — visant a augmenter l'efficacité de I'utilisation des ressources en
diminuant 'impact sur I'environnement” (Lesueur et al., 2019). Aujourd’hui, le changement
climatique aggrave considérablement la pression sur les écosysteémes et les ressources en
eau, d'ou la nécessité de trouver des solutions alternatives et durables. La réutilisation des
produits issus du traitement des eaux usées est un moyen de réduire les pressions sur la
consommation des matieres premieres pour répondre aux enjeux économiques et
environnementaux. Cependant, ces produits sont considérés comme les principales sources
de pollution de I'environnement, a travers : (i) les rejets liquides, effluents ou eaux usées
traités, restitués dans les rivieres, et (ii) les rejets solides, ou boues de station d’épuration,
produits inévitables générés lors du traitement des eaux useées, et recyclés a différentes fins
(Alygizakis et al., 2016; Biel-Maeso et al., 2018; Choi et al., 2008; Patel et al., 2019a).

Les stations de traitement des eaux usées ont pour fonction de traiter les eaux urbaines avant
leur rejet dans le milieu naturel. Au fil du temps, le mode de consommation, qu’il ne semble
plus possible de réduire, a conduit au rejet d’'une quantité non négligeable de produits
chimiques (e.g. industriels, domestiques, hospitaliers) qui rejoignent le milieu naturel par les
effluents résiduaires. Diverses contaminations provenant des eaux usées, peuvent s’y
retrouver, notamment des composés organiques dont des hydrocarbures (Helaleh et al, 2005),
des résidus pharmaceutiques (Buchberger, 2007; Diaz-Cruz et al., 2009; Hamid and
Eskicioglu, 2012; Ternes et al., 2005), des surfactants (Petrovic et Barceld, 2000 ; Dubroca et
al., 2005), des muscs (Llompart et al., 2003), etc. Leur présence dans les boues peut étre
estimée a des teneurs parfois importantes, a des gammes de concentrations cumulées du
mg.kg? au g.kg?. La réutilisation de ces boues en amendement peut alors avoir des
conséquences sur 'ensemble de I'écosysteme (Archer et al., 2017; Diaz-Cruz et al., 2003;
Golovko et al., 2016).

La contamination minérale et organique élevée des effluents résiduaires a contraint la
réglementation francaise a fixer des seuils de surveillance pour certains contaminants. Ainsi,
des seuils reglementaires ont été désignés pour les contaminants considérés comme les plus
rémanents, a savoir les éléments traces métalliques (ETMs), les hydrocarbures polycycliques
aromatiques (HAPs), les polychlorobiphényles (PCBs), et certains surfactants (e.g. phénols,
phtalates). Les états de I'art actuels résument I'occurrence des composés réglementés, et
incluent plus de 700 contaminants organiques non reglementés (Clarke and Smith, 2011;
Diaz-Cruz et al., 2009; Fijalkowski et al., 2017; Harrison et al., 2006; Meng et al., 2016).

Les contaminants considérés moins persistants aux traitements des eaux usées, et sujets a la
dégradation, sont peu considérés par la reglementation, exceptés les composés hormonaux.
Les substances émergentes d’origine pharmaceutiques, libérées sous la forme de la molécule
mere et/ou sous forme de métabolites actifs/conjugués, sont ainsi retrouvés dans les urines et
féces, les réseaux d’assainissement d’eaux usées et in fine dans les différents compartiments
environnementaux (e.g. eaux, sols) (Bourdat-Deschamps et al., 2017a; Wu et al., 2012).
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Introduction

La mise en place de la directive européenne 91/271/CEE du 20/05/91 relative au traitement
des eaux résiduaires urbaines a fait du traitement de I'eau une préoccupation majeure. L’étude
du devenir des pharmaceutiques dans les systemes épuratoires est actuellement bien
documentée pour les acteurs du traitement de I'eau (Couto et al., 2019; Sui et al., 2015;
Verlicchi et al., 2012a). Des taux d’éliminations extrémement variables allant de 0 % a 100 %,
suivant les composés ou les procédés de traitement évalués, ont été reportés désignant une
efficacité de traitement incompléte des filieres (Luo et al., 2014; Miege et al., 2009; Petrie et
al., 2013; V. Dulio and A. Morin, 2009).

La tendance de certains contaminants organiques a résister a la dégradation par la biomasse
bactérienne impliquée dans les procédés de traitement des eaux usées, a été mis en évidence
(Petrie et al., 2014a; Yang et al., 2017), démontrant une forte occurrence dans les boues
d’épuration. Depuis la fin du XlIXe siecle, 'amélioration des techniques analytiques sur ces
matrices riches en matiére organique permet d’identifier plus de 150 résidus pharmaceutiques
dans les boues (Dubey et al., 2021; Ostman et al., 2017; Pérez-Lemus et al., 2019a; Zuloaga
et al., 2012), de niveaux faibles de quelques ng.kg a significatifs atteignant quelques mg.kg™*
(Clarke and Smith, 2011; Dubey et al., 2021; Jelic et al., 2011; Julia Martin et al., 2012; Meng
et al, 2016; Radjenovic¢ et al., 2009; Verlicchi and Zambello, 2015). L’amélioration de la
connaissance sur 'occurrence de la contamination des boues a ainsi permis d’adapter les
leviers de leur réutilisation environnementale.

La quantité de boues d’épuration générée dans le monde a été estimée aux environs de 75
millions de tonnes.an de matiére brute (mb) courant 2013, avec une augmentation prévue
jusqu’a une centaine de millions de tonnes (mb) d’ici 2025 (Maurer et al., 2020).

L’Union Européenne étant considérée comme I'entité produisant les plus grande quantités de
boue, I'évolution des productions aurait atteint 8.9 a 9.7 millions de tonnes de matiére seche
(ms) en 2010, et 9.4 millions de tonnes (ms) en 2015 (Eurostat, 2021a; Kelessidis and
Stasinakis, 2012). Les prévisions pour 2020 étaient établies a 13 millions de tonnes (ms).

La France est le pays produisant la plus grande quantité de boues d'épuration de I'Union
Européenne. Le fonctionnement de plus de 18 000 stations d’épuration permet de considérer
une production de boues urbaines en constante augmentation, probablement expliqué par le
recensement obligatoire quantités produites, atteignant une moyenne d’environ 1 million de
tonnes de boues produites (ms) chaque année entre 2000 et 2010, avec des maximas jusque
1.8 millions de tonnes.an™ de production de boue (Houot et al., 2014). Selon les derniéres
données disponibles, 1.2 millions de tonnes ont été produites en 2017 (Eurostat, 2021b), dont
48 % correspondraient a des boues urbaines. Les prévisions établies par la Commission
européenne conduisaient a une production de plus de 1.6 millions de tonnes a I'horizon 2020.

Dans la littérature, les données sur les quantités de boues produites sont rares et dispersées,
et le semblant de chiffres existants sont accompagnés d’'une marge d’erreur expliquée par
I'approximation des notions associées a la nature et au contexte des produits résiduaires
organiques considérés. En effet, différentes techniques de traitement existent, desquelles
résultent différents types de boues de siccités variables (Boeglin, 2018).

Avec l'augmentation du traitement des eaux usées, de nombreux pays assurent une bonne
gestion des effluents mais créent un nouveau défi associé au devenir des boues d'épuration
que ce soit par leur élimination sans aucune utilisation bénéfique ou via leur valorisation. Sur
la base d'analyses du cycle de vie (LCA) des boues d’épuration selon différents aspects
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environnementaux, politiques, et économiques, mais généralement axés sur des estimations
énergétiques et des indices éco-toxicologiques liés aux oligo-éléments, les conclusions
divergent quant a la solution la plus favorable de leur devenir (Christodoulou and Stamatelatou,
2016; Cieslik et al., 2015; Hong et al., 2009; Kelessidis and Stasinakis, 2012; Peters and
Rowley, 2009; Seleiman et al., 2020a; Sharma et al., 2017; Suh and Rousseaux, 2002).

Vers une gestion durable des matiéres premiéres dans le cadre d’'une économie circulaire, la
valorisation des boues a été considérée comme partie intégrante de la pratique du retour au
sol, cependant sur la base des caractéristiques putrides et odorantes des boues, cette pratique
n’est pas nécessairement considérée comme la solution la plus acceptable (Christodoulou and
Stamatelatou, 2016; Kelessidis and Stasinakis, 2012).

Pourtant cette solution reste la pratique la plus répandue en Europe, a hauteur de 50 % des
boues produites par épandage ou amendement agricole. Suivant les pays, des
réglementations sur le devenir des boues sont mises en place afin de limiter les risques
environnementaux et socio-économiques renforcant la mise en place de traitement(s)
adapté(s) visant a réduire la teneur en eau, les agents pathogénes et les mauvaises odeurs
(stabilisation et hygiénisation) (Apedaile, 2001; Suh and Rousseaux, 2002).

L’utilisation agronomique des boues d’épuration est trés répandue en France, évaluée jusque
73 % des boues produites (Eurostat, 2021b; Li et al., 2015; Patureau et al., 2012), dont 42 %
concernent des boues issues de bassins activés, et 31 % correspondent a des boues résultant
de processus de stabilisation comme la déshydratation, la digestion, ou encore le compostage
(Houot et al., 2014). L’incinération reste minoritairement utilisée, a hauteur de 26 % et 18 %
de la production de boues respectivement en Europe et en France, pour des raisons
économigues et énergétiques, le critere de siccité étant la contrainte (Fijalkowski et al., 2017;
Sharma et al., 2017).

La pratique du retour au sol des boues d’épuration est majoritairement associée a I'agriculture,
permettant d’un c6té de réduire la pression des sites de production et de stockage surchargés,
et de l'autre coté de répondre a une demande réguliére et croissante en apports minéraux et
organiques fertilisants. En effet, 'obtention de rendements suffisamment élevés sur les
cultures implique de compenser I'appauvrissement des sols face aux modifications de nature
physique, chimique ou encore biologique, ou les particularités des boues d’épuration
permettent de combler ces lacunes. En effet, ces produits résiduaires agissent non seulement
en tant que source de matiere organique, aussi de nutriments par 'apport d’agents fertilisants.

L’exploitation des terres agricoles, en particulier les grandes cultures intensives, conduit a une
modification de la structure physique du sol, qui perd en porosité et se préte plus facilement
au tassement et a I'érosion. Ces changements de structure physique du sol sont
principalement la conséquence d’'un abaissement de sa teneur en matiere organique, d’'une
part, et dus au passage répété des engins agricoles, d’autre part. Le carbone organique
contenu dans les boues permet de conditionner les sols (« facteur amendant ») c’est-a-dire
que son apport permet de répondre aux besoins de restructuration du sol par 'augmentation
autant de sa porosité, que de son humidité (Weber et al., 2007).

Par ailleurs, la présence de matiére organique et de nutriments influe directement sur la faune
du sol, et détermine les mécanismes complexes de dégradation microbienne (biochimiques,
physicochimiques) et d’humification dans le sol. A linverse, la dégradation physique et
chimique du sol peut induire une baisse significativement de I'activité biologique de celui-ci.
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L’application de compost affecte les processus d’humification de la matiere organique,
améliore la composition des substances humiques, et augmente la quantité d’acides humiques
(Weber et al., 2007). Agronomiquement, le degré de stabilit¢ de la matiere organique qui
compose les produits résiduaires (amendement, fertilisant) influe sur I'activité biologique, ou :
- la matiére organique non stabilisée (rapport C/N < 8), considérée comme des « sucres
rapides », possede un effet a court terme sur les propriétés du sol ;

- la matiére organique stabilisée (rapport C/N > 12), considérée comme des « sucres lents »,
est peu biodégradable ayant pour conséquence une minéralisation lente et réguliere de la
matiére organique restante (< 50 %), qui contribue a I'enrichissement organique du sol.

La diversité des produits résiduaires complique la compréhension et I'application des
reglementations concernant le statut des boues. Plusieurs directives distinguent le statut des
boues, déchet ou produit valorisable, afin de lever certaines ambiguités. Dans tous les cas,
les boues sont sous la responsabilité de la collectivité qui les produit (Article L.541-1-1 du
Code de l'environnement). La responsabilité du producteur est engagée pour les déchets
jusqu’a la valorisation ou I'élimination par épandage selon le principe de la responsabilité
élargie. Sa responsabilité cesse au moment ou il remet contractuellement ses déchets a un
transporteur ou un prestataire pour valorisation.

Néanmoins, un plan d’épandage peut permettre de valoriser les boues considérées comme
déchet en agriculture si le planning et le registre d’épandage sont respectés et concordants.
Ainsi, les boues recoivent la qualification de produit par homologation lorsque leur intérét
agronomique est vérifié (Articles R.214-32 & R.214-40 du Code de I'Environnement) et
linnocuité des matieres épandues sont démontrés, en respectant un bilan agronomique
annuel (Articles 3, 4 et 14 - Arrété du 8 janvier 1998) comprenant le suivi des propriétés des
sols et du potentiel agronomique des matieres épandues. La valorisation par compostage des
boues d’épuration, selon la Norme NFU 44-095 (mai 2022 ; Arrété du 05 septembre 2003 et
du 07 juillet 2005), permet une alternative économique.

Le recensement de plus de 6000 sites et sols potentiellement pollués par les ETMs et HAPs
(Lesueur et al., 2019), souléve de nombreux questionnements sur la pollution potentielle par
la valorisation des produits résiduaires organiques susceptible de concentrer ce type de
polluants. De nos jours, ces questions s’élargissent aux contaminants encore non réglementés
que sont les résidus pharmaceutiques. Des études récentes s’intéressent a I'identification et
la compréhension des processus impactant leur devenir dans les sols agricoles amendés.
Cependant, la connaissance sur I'occurrence des contaminants organiques et les effets a long
terme de leur valorisation en agriculture sont limités (Cucina et al., 2019).

Dans la littérature, I'étude du transfert de la contamination environnementale est actuellement
restreinte a un panel de pharmaceutiques environ 6 fois moins important que le nombre
identifié dans les boues d’épuration (Ghirardini and Verlicchi, 2019; Meijas et al., 2021; Sellier
et al., 2022; Verlicchi and Zambello, 2015). Il est nécessaire de noter I'importance des
paramétres environnementaux du contexte environnemental entre les sites d’étude (e.g.,
contexte géologique, nature et topologie de sol, événements climatiques, alternances et
intensités des évenements secs et pluvieux), qui jouent un réle prépondérant dans le devenir
des contaminants. Notamment la variabilité des types de sol (e.g., distribution granulo-
métrique, capacité d’échange cationique, taux de matiere et carbone organique) a été
soulignée comme un paramétre principal influengant leur devenir. Les teneurs en antibiotiques
mesurées dans les sols atteignent quelques dizaines a centaines de pg.kg? (ms), et une
persistance des quinolones est communément observée plus d'un an aprés I'application de
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boues (Bourdat-Deschamps et al., 2017b; Golet et al., 2003, 2002). Bien que les antibiotiques
représente la catégorie pharmaceutique la plus étudiée et quantifiée, les anti-inflammatoires
et les antihypertenseurs sont quantifiables tandis que d’autres catégories (e.g., les
antiépileptiques, les anticoagulants, les antifongiques) sont généralement observées a des
teneurs proches des limites de quantification de I'ordre de quelques pug.kg™? (ms).

Afin de mieux comprendre le devenir des contaminants pharmaceutiques, des études in-situ
et en laboratoire a travers des expérimentations de lessivage et lixiviation ont été mises en
place pour évaluer respectivement les phénomenes de ruissellement de surface
[e.g.,(Ghirardini and Verlicchi, 2019; Gray et al., 2017; Yang et al., 2012)], et de percolation
des eaux pluviales [e.g.,(Burri et al., 2019; Li, 2014; Wojstawski et al., 2019)]. Cependant, les
conditions mises en ceuvre en laboratoire ne correspondent généralement pas aux conditions
réelles retrouvée dans les sols et la zone non-saturée limitant I'extrapolation des résultats et
leur comparaison aux observations in-situ (Banzhaf and Hebig, 2016a; Lewis and Sjdstrom,
2010). Néanmoins, les études tendent a montrer une accumulation accrue dans les 5 a 10
premiers cm et une mobilité réduite dans les 30 premiers cm de colonne de sol pour la majorité
des composés étudiés a savoir les antibiotiques de type quinolones et macrolides (Golet et
al., 2003; KodeSova et al., 2019; Lachassagne, 2015; Martinez-Hernandez et al., 2017; Silver
etal., 2018; Wu et al., 2010b; Zemann et al., 2016a).

La multiplicité des variables terrains (e.g., type de sol, source de contamination) et les
contraintes du milieu naturel (e.g., conditions climatiques, importance des intempéries) sont
autant de facteurs considérés comme limitant la compréhension du devenir des contaminants
(Ferhi et al., 2016, Meijas et al., 2021, Wojstawski et al., 2019), d’autant plus quand les
interprétations sont limitées par les méthodes analytiques (Kimmerer, 2009), ou quand I'effet
de mélange boues-sol ne permet de de distinguer les processus de transfert inhérents (Thiele-
Bruhn, 2003; Verlicchi and Zambello, 2015). Néanmoins, une persistance des contaminants
dans les couches superficielles de sol (zone de labour), est actuellement conclue par la
littérature, ou I'importance de la sorption des contaminants au complexe argilo-humique est
soulignée (Arun et al., 2020; Golet et al., 2003; Gottschall et al., 2012; Maurer et al., 2020).
Les interactions spécifigues avec la matiere organique du sol enrichie a chaque apport
résiduaire retiendraient les contaminants dans la zone d’enfouissement (Zhang et al., 2021).
Ces apports favoriseraient la dispersion des contaminants par l'intermédiaire de la matiere
organique, dont I'appauvrissement avec la profondeur se corrélerait a leur occurrence. La
dégradation est considérée comme I'un des mécanismes principaux régissant le devenir des
contaminants avec la sorption (Kode$ova et al., 2020; Oppel et al., 2004; Silver et al., 2018).
Cependant, elles peuvent dépasser les seuils de biodégradabilité (Golet et al., 2003), et induire
une minéralisation inférieure a 30 % voire moins de 1 % dans les couches superficielles de sol
(Ghirardini et al., 2021; Goulas et al., 2017). La contribution des processus de sorption et de
dégradation dans I'évaluation du devenir des contaminants diverge suivant les composés
cibles et les conditions de terrain impliquées, soulevant la pertinence de les différencier a cette
échelle [e.g.,(Maurer et al., 2020; C. S. Monteiro and Boxall, 2010; Salvia et al., 2014; Silver
et al., 2018; Zhang et al., 2021)]. La formation de résidus non-extractibles est souvent pointée
du doigt comme un facteur a considérer dans I'évaluation du devenir des contaminants dans
les sols (Borgman and Chefetz, 2013; Maurer et al., 2020; Wu et al., 2010b; Xu et al., 2009).
En effet, cette notion complique les conclusions sur la perte des contaminants du systeme
épuratoire ou la dégradation est considérée comme globalement substantielle et rapide pour
excepté pour la carbamazépine qui est considérée persistante (Banzhaf and Hebig, 2016b;
Golet et al., 2003; Salvia et al., 2014).
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Problématique

La valorisation en agriculture des produits résiduaires organiques présente une solution
assurant une gestion durable des boues, cependant celle-ci peut étre affectée par les teneurs
significatives en éléments susceptibles d’affecter le biote du sol et 'écosystéme terrestre. Ce
risque environnemental résulte de la combinaison de facteurs situés & la conjonction entre
l'aléa et la vulnérabilité, a savoir :

* 'exposition - l'intensité, la fréquence, la durée, la quantité de la (des) substance(s),

* le risque - les propriétés intrinséques d’'une substance considérée a effet nocif,

* a cible — l'activité sur une ou plusieurs population d’organismes vivants.

La problématique globale autour des résidus pharmaceutiques présente différents verrous
scientifiques qu'il est important de combler étant donné les connaissances limitées sur :

- leur occurrence dans les sols amendés limitée a un nombre restreint de contaminants,

- leur persistance prouvée dans le “topsol ” restreinte a I'étude des antibiotiques,

- la distinction des processus de sorption et de dégradation,

- 'évaluation de leur devenir dans les sols,

tout en considérant la problématique inhérente liée aux méthodes analytiques.

En effet, aucune méthode normalisée n’existe pour comparer de fagon homogene les données
sur l'occurrence et les niveaux de contamination des résidus pharmaceutiques et autres
composés organiques dans les matrices impliquées a travers la valorisation des boues (e.g.,
boues de différentes filieres épuratoires, sols avant amendement, sols a taux de matiere
organique variable face aux apports variés de boues).

Obijectifs

Quand réduire a la source n'est plus possible, il est nécessaire de mieux caractériser le
comportement et le devenir des résidus pharmaceutiques dans I'environnement afin d’assurer
les données pour améliorer leur gestion, et définir des alternatives limitant les risques engagés.

Ces travaux de theése portent sur I'étude de la contamination liée a 'amendement des produits
résiduaires organiques, et ont pour objectif principal d’identifier les processus dominants au
devenir des résidus pharmaceutiques dans les boues et les sols amendés. Seront abordés :
a. L'identification des résidus pharmaceutiques persévérants dans la matrice boue,
b. La caractérisation de I'occurrence des contaminants par une méthode analytique adaptée,
c. La quantification de la contamination impliquée dans la valorisation des boues,

La définition de I'importance des processus de transfert dans les horizons de sols amendés,
e. La compréhension des paramétres gouvernant le devenir des contaminants dans les sols.

L’investigation de résidus pharmaceutiques déja étudiés et de nouveaux composés permettrait
de renforcer les connaissances existantes ainsi que les données de cette étude en fournissant
une base supplémentaire solide a la compréhension de la contamination des sols amendés.

Le développement d’'une méthode analytique homogene aux matrices organiques impliquées
dans la valorisation des boues permettrait de consolider les données de détection et de
quantification. Il est nécessaire en tout état de cause, d’évaluer I'importance de l'effet de
mélange boues-sol sur I'évaluation et la compréhension des processus de transfert des
contaminants dans les sols amendés.
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Méthodologie

Le Chapitre | porte sur I'étude de la littérature afin d’établir une analyse bibliographique
détaillée et compréhensive concernant les résidus pharmaceutiques dans les boues issues
des stations de traitement des eaux usées.

Les teneurs observées dans les différentes matrices sont consolidées dans une base de
données, ou l'analyse critique des données collectées permettra de définir le panel des
contaminants les plus identifiés et susceptibles de persister dans la matrice, en conservant un
panel diversifié de propriétés physico-chimiques.

Le Chapitre Il présente I'évaluation du protocole d’extraction généralisé aux matrices riches
en matiére organiques rencontrées dans le contexte de valorisation des boues d’épuration
(boues, composts, sols) visant a développer une méthode analytique adaptée a I'extraction
des contaminants dans les boues, composts et sols amendés.

L’application de cette méthode permet de conforter la caractérisation de la contamination
pharmaceutique persistante dans la filiere boue, et des sources de contamination dérivées par
la valorisation des produits résiduaires issus des stations d’épuration.

Le Chapitre Il étudie 'occurrence des résidus pharmaceutiques dans la filiere boues pour
comprendre leur devenir dans la filiere de traitement des eaux.

Cette partie permet d’identifier les composés s’accumulant dans la phase solide, et également
ceux résistants aux processus de dégradation lors de la stabilisation des boues.

L’objectif d’'améliorer la compréhension du devenir des résidus pharmaceutiques des produits
résiduaires organiques s’effectue par une approche s’appuyant sur une vision transversale en-
dehors du contexte reglementaire de la valorisation des boues par plan d’épandage.

Le Chapitre IV observe I'état de contamination de profils de sols amendés sur une diversité de
pédologie aux différents horizons considérés entre 0 et 60 cm. La sélection de ces sols
récepteurs suivant plusieurs criteres (e.g., historique et type d’amendement),
permettra d’orienter sur les tendances principales du devenir des contaminants dans les sols
amendés et consolider les conclusions de transfert dans les sols amendés.

Les connaissances limitées des sources de contamination et la variabilité des conditions
pédoclimatiques et spatiotemporelles du contexte d’étude sont soulignées comme limitantes
a l'appréciation des données et leur comparaison.
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CHAPITRE |

Sélection des contaminants organiques d’intérét

Ce chapitre définit la liste des contaminants d’intérét de I'étude et leur mode d’analyse.
Présenté en deux parties, il traite des connaissances accrues de I'occurrence des résidus
pharmaceutiques dans les diverses matrices de boues existantes (Partie |.A), puis des analytes
d’intérét sélectionnés dans la liste des contaminants persistants identifiés dans les matrices
boues pour adapter une méthode d’analyse chromatographique (Partie 1.B).

* k k k%

A - La premiere partie effectue I'état des lieux des études permettant d’identifier les résidus
pharmaceutiques rémanents a la filiere de production et de stabilisation des boues. Elle est
abordée sous la forme d’une étude bibliographique de la littérature qui décrit extensivement
'occurrence des résidus pharmaceutiques dans les boues d’épuration et produits résiduaires
organiques dérivés, destinés a la valorisation en agriculture.

Cette partie est présentée sous la forme d’'un article de revue scientifique de rang A - Journal
of Hazardous Material.

Sellier, A., Khaska, S., Le Gal La Salle, C., 2022. Assessment of the occurrence of 455 pharmaceutical compounds
in sludge according to their physical and chemical properties: A review. J. Hazard. Mater. 426, 128104.
(doi: https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.128104).

* % %k % %

B - La seconde partie traite des choix entrepris pour sélectionner les contaminants d’intérét
parmi la base de données substantielle et quantitative établie. L'apergu de I'état actuel de la
littérature sur 'occurrence des résidus pharmaceutiques permet d’orienter les travaux sur les
contaminants les plus susceptibles d’étre observés dans les sols amendés. La sélection des
contaminants appartenant a différentes familles (e.g. résidus pharmaceutiques de types
antibiotiques ou antihypertenseurs, pesticides, stimulant), permet la mise en place d’'une
méthode analytique adaptée.
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|.A —Revue de littérature

Assessment of the occurrence of 455 pharmaceutical compounds in
sludge according to their physical and chemical properties: a review.

Anastasia Selliert, PhD student ; Somar Khaska!, MCF ; Corinne Le Gal La Salle?, PR.
Keywords

— pharmaceutical residue
— sludge

— sorption

— biodegradation

— organic contamination

— attenuation mechanisms

Abstract

Sludge agronomical reuse is of major interest due to the beneficial contribution of nutrients.
However, it implies the introduction of unregulated pharmaceuticals into sludge-amended soils
and creates a controversial issue about sludge management. To limit their dissemination, it is
essential to identify the compounds of interest and understand their attenuation mechanisms
through the sludge processes. This paper summarizes the knowledge on 455 investigated
pharmaceuticals among 32 therapeutical categories in amendable sludge matrices. It
contributes to enlarging the list of commonly quantified compounds to 305 residues including
84 additional compounds compared to previous reviews. It highlights that sorption appears as
the main mechanism controlling the occurrence of pharmaceuticals in sludge matrices and
shows the considerable residual levels of pharmaceuticals reaching several mg.kg?in dry
weight. Antibiotics, stimulants, and antidepressants show the highest concentrations up to 232
mg.kg?, while diuretics, anti-anxieties or anticoagulants present the lowest concentrations
reaching up to 686 pg.kg™. Collected data show the increase in investigated compounds as
antifungals or antihistamines, and underline emerging categories like antidiabetics, antivirals,
or antiarrhythmics. The in-depth analysis of the substantial database guides onto the
pharmaceuticals that are the most likely to occur in these amendable matrices to assist future
research.

PP ”

in sludge matrices

-> Agricultural valorization
= rr——

7 =
Pharmaceutical Stcurrency

2 y

S ;

£ Antifungals 4 . :

G | Antidepressants | ]

2 [ Analgesics 4 Degradation |

s i ]

,_‘: | Antihypertensives

S 14

‘S | ‘Anticonvulsants

3 | Lipid regulators

3

£ | Hormons

5 . \

£ b \

Q- | lllicit drugs N \W

A ““._ Mineralization |

Déwatered Siides Sludge production and stabilisation

Figure I-1. Graphical abstract of the literature review.
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[.LA.1. Introduction

Increasing population lead to growing pressure on terrestrial resources. The conservation of a
safe environment results in the recycling intensification of the urban liquid and solid effluents.
The reuse of WWTP outputs raises questions on the fate of pharmaceuticals compounds
(PhC), which are not restricted by guidelines in wastewater treatment plants outputs (WWTP).
Indeed, as the current WWTP objective is to mostly reduce organic matter (OM) and a set of
mineral and organic compounds contents before discharge into the natural environment,
incomplete treatment effectiveness on pharmaceuticals is noticed (Boeglin, 2018). The
elimination rates vary widely from 0 % to more than 90 %, according to the properties of the
target molecule, regardless of the treatment processes (Luo et al., 2014; Mansouri et al., 2021;
Miege et al., 2009; Petrie et al., 2013; V. Dulio and A. Morin, 2009). Hence, persistent
compounds may be found as non-negligible concentrations in the residual sludge, in the range
of ug.L* to mg.L?, and pg.kg™ of dry weight (dw) to occasionally reach up mg.kg™, respectively.

Management of WWTP sludge and the improvement of treatments technologies have become
a major concern for members of water treatment industries (European Directive 91/271/EEC
of 20/05/91). Indeed, the total sewage sludge production reports growing to approximately 103
million tons worldwide and approximately 15 million tons (dw) in the European Union (Eurostat,
2021b; Ivanové et al., 2018a; Mateo-Sagasta et al., 2015).

Agricultural recycling emerges as the most economical option for high volumes of sludge
disposal based on life cycle assessment studies (LCA) (Christodoulou and Stamatelatou,
2016; Clarke and Smith, 2011; Fijalkowski et al., 2017; Kelessidis and Stasinakis, 2012). The
high OM content of sewage sludge about 53% increases the total organic carbon content of
soils (Ghirardini and Verlicchi, 2019; Hamdi et al., 2019). Nutrients positively impact the
biological properties of soils by improving microbial biomass and providing additional
enzymatic activity (Hamdi et al., 2019). However, the sludge recycling field remains an
environmental issue and helpful scientific discussion will contribute to draw conclusions
depending on societal perception and LCA studies limited by environmental, political and
economic aspects (Christodoulou and Stamatelatou, 2016; Kelessidis and Stasinakis, 2012;
Seleiman et al., 2020b; Sharma et al., 2017).

Regulations on sludge recycling are put into practice to limit environmental and socio-
economic risks. Requirements have been established for disruptive and hazardous substances
in the sludge (e.g. pathogens, metallic trace elements) based on European Directive
86/278/EEC of 12/06/86 and Part 503 Environmental Protection Agency of the United States
(Martin-Diaz et al., 2020; Oberg and Mason-Renton, 2018; Seleiman et al., 2020b). Faced with
these restrictions, composting represents a more tolerant societal, economic and ecological
recycling practice to sludge amendment as it allows biological decomposition and dilution with
green waste products (Buta et al., 2021; Eurostat, 2021b).

The increasing reuse of the unavoidable WWTP by-product in agricultural practices creates
nevertheless growing concern about the continuous exposure to emerging organic
contaminants, as more than a thousand organic contaminants have already been identified in
sludge matrices (Meng et al., 2016). Pharmaceutical residues are not yet regulated (Keefer,
1947), however reviews identify critical organic compounds and highlight pharmaceuticals at
similar or even higher concentrations than other regulated organic compounds (Clarke and
Smith, 2011; Diaz-Cruz et al., 2009; Fijalkowski et al., 2017; Harrison et al., 2006; LU et al.,
2021a).
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Recent paper review summarized the PhCs contents in sludge by matrix type and their
potential risk on environment by quotient risk calculation from predictive no-effect
concentration. Verlicchi et al. 2015 brings up 152 PhCs and metabolites in sludge matrices
panning 23 therapeutical categories, from 59 references covering 2002-2015) (Verlicchi and
Zambello, 2015). More recently, Meijas et al. 2021 highlights up to 225 PhCs and metabolites
guantified in sludge matrices, among 53 references covering 2003-2021 (Meijas et al., 2021).
These reviews make a comprehensive presentation of the 45 pharmaceutical residues for
which a risk study was performed. These risk assessments calculations are made after field
application (leading to dilution effect), hence focusing on the short-term effect of a single
application (Bourdat-Deschamps et al., 2017a; Clarke and Smith, 2011; Julia Martin et al.,
2012; Walters et al., 2010; Yan et al., 2014). Other paper reviews focus exclusively on the
efficiency of stabilization process as digestion or composting (Clarke and Smith, 2011; Dubey
et al., 2021; Ezzariai et al., 2018; LU et al., 2021a, 2021b). Overall, they found relatively
variable removal rates from one study to another, regardless of the processes studied and the
target PhCs. The initial concentrations of sludge entering the process is identified as one of
the main factors governing residual PhCs levels. Also, the operating conditions and the
properties of both PhCs and sludge are suggested to mainly impact on sorption mechanisms.
Although composting should be one of the most promising solutions to PhCs biodegradation
or mineralization, significant residual concentrations are quantified in stabilized sludge,
qualifying some of them as recalcitrant to these processes (e.g., carbamazepine, antibiotics).
Therefore, reviews suggest that vigilance in assessing the significance and implications of
contaminants in sludge is needed to ensure the long-term sustainability of agronomic reuse.

This review answers a multifaceted concern that addresses several aspects. There is a need
to strengthen existing knowledge by updating the current reviews on the occurrence of PhCs
in sludge matrices. This represents the first aim of this paper. To our knowledge, this is the
first review which evaluate the importance of PhCs occurrence in sludge by listing 455
investigated pharmaceutical residues through 32 therapeutical categories, of which 305 were
detected. This review expands on current knowledge with an additional 84 PhCs not listed in
the previous literature reviews and expose undetected compounds up to now. Then, to
highlight the most persistent compounds, PhCs are organized according to their quantification
frequencies and observed concentration range. To underline the compounds that potentially
requiring more attention by experts, the number of studies associated with each compound
are highlighted. Moreover, to ensure the most relevant pharmaceuticals susceptible to
contaminate the environment among sludge-amended soils, this review article aims to
underline the mechanisms that control the occurrence of persistent pharmaceuticals in sludge.
Finally, this paper investigates deeper the relationship between the residual levels of hundreds
pharmaceutical residues and their physical-chemical properties, which is not sufficiently
addressed in the literature for such a large panel of compounds.

This exhaustive review, of currently investigated pharmaceutical compounds, provides a
substantial data base allowing to canvas long-term perspectives and regulations for
pharmaceutical residues in all type of sludge with respect to agricultural amendments.
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|.A.2. Representativeness of collected data

I.A.2.1. Identification and characterization of sludge matrices

A sludge is a semi-solid material produced through wastewater treatment processes. The total
suspended solid particles is mostly composed of organic and inorganic materials and
pathogenic microorganisms, such as bacteria (Salmonella, E. Coli), viruses (Clostridium
perfringens), protozoa or eggs of parasites (Dubey et al., 2021; Seleiman et al., 2020b). The
sludge type depends on the water treatment process and stabilization techniques (Fig.I-2).
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Figure I-2. Representation of the different types of sludge identified in literature studies.

The liquid and solid fluxes are represented through blue and grey colors respectively, detailing the major type of
sludge found under the reviewed papers. Raw sludge and sewage sludge globalize the matrices sampled between
the WWTP input (wastewater) and the WWTP output (treated wastewater). Stabilized sludge, resulting from
several stabilizing processes detailed by blue stickers, can be reused through three main destinations.

Various sludge matrices are produced by WWTP, with varying characteristics due to the
several implemented WWTP steps:

(i) raw sludge, issued from the screening and filtering of the raw water inputs. It contains
suspended solids.

(i) primary sludge: they result from a more involved treatment of raw wastewater, including
clarification processes such as flocculation and decantation, and are also composed mostly of
decantable organic and inorganic particles.

(iii) secondary sludge: they are generated by biological treatment, mostly aerated, and put
away into the biological systems (return sludge).

(iv) mixed sludge: they represent the mixture of primary and the excess part of secondary
sludge.

Literature studies distinguish raw sludge and other sludge as sewage sludge because of the
treatments involved, but also differentiate primary sludge and the other type of sludge
(activated sludge) by their global composition and particle sizes.

Despite the several numerous production processes implemented, sewage sludge may further
undergo conditioning treatments to reduce the moisture content by reducing their amount of
water from 1 — 10 % to 2 — 20 % (dw) as mechanical (thickening, dewatered by settling,
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centrifugation, filter press). Other thermal techniques could be applied to reduce the amount
of sludge, as pyrolysis. This kind of process allows mainly the recovery of the produced energy
content (Dubey et al., 2021; Sharma et al., 2017; Tarpani et al., 2020; Zhang et al., 2017).
Although pyrolysis is considered as a stabilization process by reducing the organic
contamination (Meijas et al., 2021), the “biochar” matrix is more considered as a landfilling
waste than a regulated product for agricultural valorization (Tarpani et al., 2020) and as such
is not considered in this paper review.

According to regulations objectives of destructing pathogenic germs, stabilization processes
as chemical (liming) or biological (aerobic and anaerobic digestion under mesophilic ~37°C
and thermophilic ~55°C conditions) are implemented (Boeglin, 2018). Composting, a practice
of mixing sludge and green waste (> 45 % dw), is another type of stabilization process implying
OM decomposition with regularly aerated matter and temperatures going up to 80°C. The
digested or composted products are included in this review.

In numerous studies the sludge production processes are not clearly documented. The studies
comparison gets complicated with existence of several nomenclature in the management and
regulations of semi-solid residues, depending on the country. The term « sewage sludge »
describe a by-product of wastewater that is not suitable for reuse in agricultural application
(Christodoulou and Stamatelatou, 2016; Oberg and Mason-Renton, 2018). The term
“pbiosolid » is generally found in North American legislatures (US EPA503, 1994) and currently
used in Europe. This term would have been introduced in the USA as a definition of stabilized
sludge in order to promote societal acceptability through agriculture reuse. The “biosolid » is
also found in Europe to describe a solid product mixed with green wastes, making this term
the subject of discussion on its categorization. By this way, the specification of the involved
processes for sludge treatment remaining often imprecise.

Reviewed studies investigated a relatively even distribution over 155 types of sludge with 82
sewage sludge (22 raw sludge, 20 secondary sludge, 8 mixed sludge, 32 sewage sludge) and
73 stabilized sludge (16 dewatered sludge, 34 digested sludge, 11 composts and 12 biosolids)
(Fig.l-2). The collected data are generally based on a sampling campaign, introducing more
than a single sample. The use of sludge as fertilizer is beneficial by improving soil quality
through composition and physical structure, also Tab.I-1 shows the current knowledge of
agronomical criteria and physical-chemical characteristics that qualifies each type of sludge.
The nutrient content varies greatly depending on the characteristics of wastewater input and
the applied treatment (Seleiman et al., 2020b), but present fertilizing nutrients such as nitrogen
(N), phosphorus (P), potassium (K) and calcium (Ca) up to 25% (Costa Junior et al., 2017;
Harrison et al., 2006; Suh and Rousseaux, 2002). Most studies on the PhCs occurrence in
sludge matrices do not mention the sludge’s physical nor chemical properties while they may
have an impact on the fate of pharmaceutical compounds.
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Tableau I-1 Summary table of agronomical criteria, and physical-chemical characteristics of several
types of sludge collected from the literature.

TS. Total solid ; N. nitrogen ; OM. Organic matter ; C. Carbon ; P. phosphorus, K. potassium ; Ca.
calcium. CEC. Cation exchange capacity ; CODt, CODs. Total and soluble dissolved organic carbon.

Agronomical criteria

Primary Secondary Mixed Sewage Dewatered Digested Stabilized

TS (g/lL) 50-145 10-35 29-110 15-40 36 18-25 18
pH 5.7-7.9 5.7-8.0 54-7.1 6.0-7.9 6.7 5.8-7.9 7.9
OM (% dw) 65-68 81-86 59-80 55-65 24-67
C (% dw) 32-70 7-72 44.9 14-30
N (% dw) 0.9-2.7 3.3-6.9 3.5-45 1.4-5 0.7-5.7
P (% dw) <0.1 0.1-5.0 1.1-25 0.3-2.0 0.3 0.1-4.4
K (% dw) 0.3-3 1.2-1.3 0.2-0.7 0.2-0.5 0.2-1
Ca (% dw) 5.3-5.9 1.6-3.1 4.8-10.0 3.5-10.0 5.0-10.0
Physical-chemical characteristics

Primary  Secondary Mixed Sewage Dewatered Digested
CEC (meq/100g) 54-75 31.6
CODt (g/L) 45-120 30-110 10-50
CODs (g/L) 1-8 1-8 1-7
Alkalinity (mg/L) 9070 1316 2077 14224

(Boeglin, 2018; Bourdat-Deschamps et al., 2017b; Cao et al., 2016; Carballa et al., 2007; Costa Junior et al., 2017;
Drillia et al., 2005; Ferhi et al., 2016; P. Gao et al., 2012; Golet et al., 2003; Gonzalez-Gil et al., 2016; Harrison et
al., 2006; Hérsing et al., 2011; Huang et al., 2014; Hyland et al., 2012; Jelic et al., 2012; Khadra et al., 2019; Liu
et al., 2019; Meijas et al., 2021; Seleiman et al., 2020b; Suh and Rousseaux, 2002, Verlicchi and Zambello, 2015)

I.A.2.2. Overview and analytical quality of target pharmaceuticals

Without an official list of PhCs to monitor, studies often focus mainly on the contaminants
previously identified in wastewater and persisting in sludge. The compiled screening lists are
directed by parameters governing the occurrence of contaminants in liquid matrices without
considering parameters related to the presence of suspended solids with high OM content
leading to select target PhCs mostly restricted to soluble compounds, based on observation
such as national consumption or solubility (Beausse, 2004; Z. F. Chen et al., 2013; Ostman et
al., 2017; Patel et al., 2019b; Verlicchi et al., 2012b). The two-thirds of established PhCs lists
are mostly reduced to less than 20 compounds and sometimes approach a broad range of
PhCs until 148 molecules.

These studies are generally restricted to specific therapeutical categories and extend to others
with the increasing number of surveyed PhCs. Antibiotics are of major interest due to new
concerns about their occurrence, impacts on the environment and potential spread of antibiotic
resistance on the ecosystem after progressive contamination of the aquatic and terrestrial
ecosystem (Bondarczuk et al., 2016; Prosser and Sibley, 2015; Wu and Zhu, 2016). Previous
reviews (Ezzariai et al., 2018; Verlicchi and Zambello, 2015) and sludge PhCs studies (Ashfaq
etal., 2017; Y. Chen et al., 2013; Ostman et al., 2017; Yan et al., 2014) point out antibiotics as
the most studied category and the main source of pharmaceutical contaminants. Hormones
are generally included in these studies because of their impact on aquatic environments
affecting fish physiology and reproductive development of animals (Lapen et al., 2008; Xu et
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al.,, 2009). Regarding antifungals, anti-inflammatories and analgesics, the reason for their
research is their high toxicity potential in sludge-amended soils with WWTP matrices
(Wilkinson et al., 2017).

It is essential to assess the accuracy, reliability and quality of existing data from sampling
steps, sample preparations, extraction protocols and analytical methods (Cieélik et al., 2015;
de Oliveira et al., 2020; Jones-Lepp and Stevens, 2007; Keefer, 1947; Lariviére et al., 2017;
Martin-Pozo et al., 2019a; Pérez-Fernandez et al., 2017; Pérez-Lemus et al., 2019a). Indeed,
high OM content in sludge generates high matrix effect for mass spectrometry analysis, leading
to potentially underestimated concentrations if no labelled standards are rise in the analytical
protocol (Pérez-Lemus et al.,, 2019a). A description of the analytical method (extraction
techniques, cleaning procedures, instrumentations) used for the evaluation of PhCs
occurrence, and that associated quality control need to be included to understand analytical
limits.

The detection and quantification limits of the reviewed methods (MDL and MQL, respectively)
show significant variabilities due to a lack of a standardized method for sludge extraction and
analysis. Some papers already highlight the abundance and heterogeneity of protocols used
for the PhCs study of complex matrices as sludge (Diaz-Cruz et al., 2009; Gomes et al., 2004;
Hamid and Eskicioglu, 2012; Lariviere et al., 2017; Pérez-Fernandez et al., 2017; Vieno et al.,
2006). This review confirms that approximately 50% of the reviewed papers do not specify the
necessary information’s to assess the representativeness and comparison of the lowest
quantified levels. Consequently, a wide range of method limits are listed with values ranging
from a few pg.kg™* to several mg.kg™ (dw) for a single compound, detailed in supplementary
material (Tab.I-SM1). Therefore, the literature review takes all values as data “at face value”
and the minimum measured concentrations are associated to the lowest quantification limits
of the reviewed studies.

Based on a keyword search in SCOPUS, PubMed and MDPI (“wastewater treatment plant”,
“sewage-sludge”, “compost’, “biosolid”, “pharmaceutical’, “amendment/sludge-amended
soil”), Tab.I-2 lists the 110 reviewed papers, according to the considered type of sludge, and
the analytical methods. This document includes references from 2002 to 2021 showing the
emerging interest in studies on the occurrence and fate of pharmaceutical residues (Ahnert
and Krebs, 2021; Ezzariai et al., 2018; Fu et al., 2010; Meng et al., 2016), as well as the
improved analytical performance allowing multi-residue analysis of complex matrices (Lariviere
etal., 2017; Pérez-Fernandez et al., 2017; Pérez-Lemus et al., 2019a). This table summarizes
the supplementary material (Tab.l-SM1) to highlight the disparities of the PhCs occurrence in
sludge matrices. The literature PhCs covers over 32 therapeutical categories, which those
investigated are explained for each study. All literature figures are from the following references
showing contents among European countries (e.g., Spain, Germany, France), Asia (China)
and America (Canada, USA) within the limitations listed above.
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Tableau I-2. Reviewed studies showing the type of studied sludge, the number of investigated compounds according to the extraction protocols and analysis.

References in bold studied several types of sludges during the production and stabilization processes. Studied sludge: A. Raw sludge — B. Mixed sludge — C. Activated sludge
— D. Sewage sludge — E. Dewatered sludge — F. Digested sludge — G. Compost — H. Biosolid (Fig.I-2). Extraction protocol: PLE. Pressurized liquid extraction — SLE. Solid
liquid extraction - UAE. Ultrasonication assisted extraction — MAE. Microwave assisted extraction — QUEChERS. Quick, Easy, Cheap, Rugged and Safe extraction. (d)SPE —
(Dispersive) solid phase extraction — MSPD. Matrix solid phase dispersion. Instrumental analysis. LC. Liquid chromatography — GC. Gas chromatography — MS(?). Mass
spectrometry (tandem) — DAD. Diode array detection — Fluo. Fluorimetry.

Number of investigated PhCs Type of studied sludge Extraction Instrumental
Detail of investigated therapeutical PhCs A B C D E F G H protocol analysis | References

2 2antiarrhythmics. X X MSPD — SPE LC-MS? | (Montes et al., 2015)
3antibiotics. X UAE LC-Uv (Arun et al., 2020)
3antifunoals X X UAE - SPE LC-MS2? | (Huang et al., 2012)

3 gals. X QUEChERS - dSPE LC-MS? | (Masia et al., 2015)
3homones. X X X X UAE - SPE LC-MS2 | (Gabet-Giraud et al., 2010)
B ) X MAE - SPE GC-MS | (Dobor et al., 2010)
4anti-inflammatories. X X UAE - SPE GC-MS | (Samaras et al., 2011)
X UAE - SPE GC-MS | (Stasinakis et al., 2013)
4antifungals. X X UAE - SPE LC-MS? | (Peng et al., 2012)
X UAE - SPE LC-MS2? | (Ashfaq et al., 2018)
4 4hormones. PLE - SPE LC-MS2 | (Muller et al., 2008)
X UAE - SPE LC-MS (Nie et al., 2009)
UAE - SPE LC-MS2 | (Ternes et al., 2002)
2antihypertensives — lantibiotic — lantidepressant. X UAE - SPE LC-MS? | (Ruan et al., 2019)
2hormones - lanalgesic — lantihypertensive. X LC-MS2 | (Brown and Wong, 2018)
o X SLE - SPE LC-Uv (Kimosop et al., 2016b)
Santibiotics. X PLE - SPE LC-MS? | (Salvia et al., 2015)

5 X X UAE - SPE LC-MS? | (Tang et al., 2012)
5antifungals. X UAE - SPE LC-MS? | (Huang et al., 2010)
4hormones — lantineoplastic. X SLE - SBSE GC-MS | (Tan et al., 2008)
lantibiotic — 1anticonvulsant - 1antidepressant — 1anti-inflammatory — 1lipid regulator X | MAE-SPE LC-MS | (wang et al., 2018)

i X UAE LC-MS? | (Garcia-Valcéarcel and Tadeo, 2011)
6antifungals. X
X X X | UAE - SPE LC-MS? | (Lindberg et al., 2010)

6  6hormones. X UAE - SPME GC-MS | (Vakondios et al., 2016)
Santiconvulsants — 1stimulant. X X | PLE - SPE LC-MS2 | (Miao et al., 2005)
2anti-inflammatories - lantibiotic - lanticonvulsant - 1lipid regulator — lantibacterial. X PLE - SPE LC-MS? | (Dong et al., 2016)
7antifungals. X SLE - MSPD LC-MS2 | (Casado et al., 2015)

e X X PLE - SPE LC-MS? | (Khadra et al., 2019)
7antibiotics. i

7 X PLE - SPE LC-MS2 | (Lillenberg et al., 2009)
7hormones. X PLE LC-MS? | (Nieto et al., 2008)
3lipid regulators — 4anti-inflammatories. X UAE LC-MS? | (Luque-Mufioz et al., 2017)
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Detail of investigated therapeutical PhCs A B CDE F G H protocol analysis | References
X MAE - SPE GC-MS | (Huang et al., 2014)
8hormones.
X MAE - SPE LC-MS2 | (Vega-Morales et al., 2013)
o X UAE-SPE LC-MS2 | (An et al., 2015)

8  Bantibiotics. X PLE - SPE LC-MS? | (Pamreddy et al., 2013)
7hypnotics — lanticonvulsant. X PLE LC-MS2 | (Arbeldez et al., 2014b)
4antibiotics — 3anti-inflammatories — 1lipid regulator. X X | UAE LC-MS2? | (Garcia-Rodriguez et al., 2014)
Santibiotics — 3antivirals X UAE LC-MS2 | (Muriuki et al., 2020)
8illicit drugs — 1stimulant. X PLE LC-MS2 | (Arbelaez et al., 2014a)

9 4 hormones — 3lipid regulators — 2anti-inflammatories. X UAE - SPE GC-MS | (Zhang et al., 2016)

5 anti-inflammatories — 3lipid regulators — lantibiotic. X UAE - dSPE LC-MS2 | (Tavazzi et al., 2013)
3anti-inflammatories — 2antibiotics — 1lanalgesic — lanticonvulsant — lantidepressant — 1lipid regulator. X PLE - SPE LC-MS2 | (Petrie et al., 2014b)

9 antihypertensives — 1 bronchodilator. X X PLE - SPE LC-MS2 | (Scheurer et al., 2010)
8antibiotics — lantihistamine — 1 antiulcer. X PLE LC-DAD | (Nieto et al., 2007)

10 | 5hormones — 3antihypertenives — 2anticonvulsants. X UAE - SPE Lc-Ms2 | (Yuetal, 2011)
5anti-inflammatories — 2lipid regulators — 1analgesic — lanticonvulsant — 1hormone. X UAE - SPE GC-MS | (Yuand Wu, 2012)
3antidepressants — 2antibiotics — 2antihypertensives — lanti-inflammatory — lantifungals — lantipsychotic. X SLE LC-MS2? | (Iranzo et al., 2018a)
11antibiotics. X PLE - SPE LC-MS? | (Diaz-Cruz et al., 2006)

11 10antibiotics — 1lantinfungal. UAE LC-MS? | (Lindberg et al., 2005)
izg:;ergr?Fmatorles — 3hormones — lantibiotic — lanticonvulsant — lantihypertensive — 1llipid regulator X X X UAE - SPE LC-DAD | (Julia Martin et al., 2012)

12 11antibitoics — lantifungal. X SLE - SPE LC-MS2? | (Bajkacz et al., 2020)
4anticonvulsants — 4anti-inflammatories — 2antibiotics — 2stimulants X X SPE-dSPE LC-MS2 | (Martin et al., 2021)
13anti-inflammatories. X QUEChERS - SPE  LC-MS | (Rossini et al., 2016)

13  13illicit drugs. X PLE - SPE LC-MS2? | (Sentaet al., 2013)

N . . . . " X X X UAE - SPE LC-MS2 | (Ferhi et al., 2016)
8antibiotics — 2anti-inflamamtories — 1anticonvulsant — lantidperessant — 1lipid regulator.
X X UAE - dSPE LC-MS2 | (Bourdat-Deschamps et al., 2017a)

1 4antibiotics - 3anti-inflamamtories - 3hormones — 2hypnotics - lanticonvulsant — lantidepressants. X X X X X X UAE - SPE GC-MS? | (Gonzalez-Gil et al., 2016)
6anti-inflammatories — 4anticonvulsants — 2antibiotics — 2stimulants X XiX X X X | UAE-dSPE LC-MS2 | (Luis Malvar et al., 2020)
11hormones — 3anti-inflammatories — lantineoplsatic. X MAE LC-MS2? | (Guedes-Alonso et al., 2016)

o . . ) X | PLE - SPE LC-MS? | (Ding et al., 2011)

15 | 12antibiotics - lanalgesic — lanticonvulsant — 1stimulant.

X X X PLE - SPE LC-MS2 | (P. Gao et al., 2012)
7ant!biotics - 2anti—inf_|ammatories — lanticovnulsant — 1antihypertensive — 1bronchodilator — 1lipid regulator XX UAE - SPE LC-MS? | (Okuda et al., 2009)
- 1stimulant — 1vasodilator.
14antidepressants — 2anticonvulsants. X X X | UAE - SPE LC-MS2? | (Lajeunesse et al., 2012)

16 | Banti-inflammatories — 4hormones — 2antibiotics — 2lipid regulators - lanticonvulsant — Lantihypertensive | X X X UAE - SPE LC-DAD | (J Martin et al., 2012)
1stimulant. X X UAE - SPE LC-DAD | (Martin et al., 2010)
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Detail of investigated therapeutical PhCs protocol analysis | References
7anti-inflammatories — 3lipid regulators — 1analgesic — lanticonvulsant — lantidepressant — 1antigout a2
16 lantihypertensive — 1stimulant. SLE — MSPD GC-MS2 | (Albero et al., 2014)
5illicit drugs — 2antibiotics - 2antidepressants -2anti-inflammatories —1anticonvulsant — 1 antihistamine a2
lantihypertesnive — 1hormone — 1lipid regulator. PLE LC-MS (Langford et al,, 2011)
o MAE -dSPE LC-MS2? | (Dorival-Garcia et al., 2015)
17 | 17antibiotics.
UAE - SPE LC-MS2? | (Huang et al., 2013)
18 ?:tril;:ﬁg:tessants — Santihypertensives — 4hormones — lanalgesic — lantihistamine — 1bronchodilator MAE - SPE LC-MS? | (Evans et al., 2015)
19antibiotics. UAE - SPE LC-MS2 | (Jiaetal., 2012)
19 3antihistamines — 3stimulants — 2antibiotics — 2antifunglas — 1anticoagulant — 1analgesic — 1anticonvulsant .
— lantidepressant — lantihypertensive — 1hormone 1lipid regulator — 1lillicit drug — 1vasodilator. PLE - SPE GC-MS | (Kinney et al., 2006)
17illicit drugs — 2hypnotics — 1stimulant. PLE - SPE LC-MS2? | (Mastroianni et al., 2013)
1lantibiotics — 2anti-inflammatories — 2lipid regulators — 2stimulants — lanticonvulsant — lantihistamine UAE - SPE LC-MS? | (Spongberg and Witter, 2008a)
20  1antihypertensive. pongberg '
4anti-inflammatories — 3antifunglas — 2antihelminthics — 2antihypertensives — 2lipid regulators - 1vasodilator SLE e .
lantiarrhtyhmic — lanticonvulsant — lantidepressant — lantibiabetic — lantipsychotic — 1hypnotic LC-MS? | (Cerqueira et al., 2018a)
9ant!-|nﬂammatones - 3hormones - _Zamlbactenals — 2antihypertensives — lanalgesic — lantibiotic — MAE - SPE GC-MS | (Azzouz and Ballesteros, 2012)
21 . lanticonvulsant — lantirpotozoal — 1lipid regulator.
10antibiotics — 5lipid regulators — 2antihypertensives — 2anti-inflammatories — 1analgesic - lanticonvulsant. UAE - SPE LC-MS2 | (Yanetal.,, 2014)
UAE - SPE LC-MS2 | (L. Gao et al., 2012)
22antibiotics. PLE - SPE LC-MS2? | (Garcia-Galan et al., 2013)
PLE - SPE LC-MS2 | (Lietal., 2013)
22 Gantibiotics - 5anti-inflammatories — 4hormones — 3lipid regulators — 2antihypertensives — lanalgesic — 5 .
lanticonvulsant — 1stimulant. UAE - SPE LC-MS? | (Martin et al., 2015)
Santibiotics — 5hormones — 2analgesics — 2antihypertensives — lantiarrhythmic — lantibacterial — R ™ .
lanticonvulsant — lantidepressant — lantidiabetic — lantiemetic — lantifungal — lantihistamine. QUECKERS -dSPE LC-MS? | (Mailler et al., 2017)
23  Santihypertensives — 4hormones - 3antidepressants — 3anti-inflammatories — 2antibiotics — lanticoagulant N <
— lanticonvulsant — lantifungal — 1diuretic — 1hypnotic — 1stimulant. UAE LC-MS? | (Malmborg and Magnér, 2015)
4anti-inflammatories — 3anticonvulsants — 3antihypertensives — 3antipsychotics — 2antibiotics
24  lantidepressants -lanalgesic — lantianxiety — lantihitamine — lantiucler — ldiuretic — lhypnotic — 1lipid UAE - SPE GC-M$? | (Yang et al., 2016)
regulator - 1stimulant.
18antibiotics — 3antihypertensives — lantibacterial — lanticonvulsant — 1lipid regulator — 1stimulant. UAE - SPE LC-MS2 | (Yuanetal., 2014)
25 gantibiotics — 3anti-inflammatories - 2antihypertensives - 1analgesic — lanticonvulsant — lantihistamine — QUEChERS LC-MS? (Park et al., 2020)
1stimulant — 1vasodilator
o7 | l0antidepressants — Ghypnotics - Santihypertensives — 2antiplatelets - 1anticonvulsant — Lantihistamine — UAE - SPE LC-Ms? | (Subedi and Kannan, 2015)
lantineoplastic — 1stimulant. UAE - SPE LC-MS? | (Subedi et al., 2013)
igﬁgqtﬁla%t;cs — Banti-inflammatories — 2lipid regulators — lanalgesic — lanticonvulsant — lantihyptensive — PLE - SPE LC-MS? | (Z. F. Chen et al., 2013)
30 : - : : R : - - -
8antldepressants - 6ar_1t|hypertt_er!S|ves_ - 4ant! b_lo_tlcs— Zantlf_ungals — 2anti-inflammatories — 2antiplatelets — UAE - SPE LC-MS? | (Subedi et al., 2017)
2stimulants - 1analgesic — lantihistamine — lillicit drug — 1lipid regulator.
7anti-inflammatories - 5antibiotics - 5antihypertensives — 5lipid regulators -3antihistamines - } a2 . Lo
81 2antidepressants - lanalgesic — lanticonvulsant — lantidiabetic — lantiulcer. PLE - SPE LC-MS? | (Radjenovi¢ et al., 2009)
32 7antihypertensives — 6lipid regulators - 5anti-inflammatories - 4antibiotics — 4antihistamines — 2hypnotics - PLE - SPE LC-MsS? | (Jelic et al., 2011)

lanticonvulsant — lantidiabteic — 1antifungal — 1diuretic.
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I.A.3. Occurrence of pharmaceutical compounds in sludge

I.A.3.1. Overview of the investigated PhCs

Among the 455 investigated PhCs, a panel of compounds frequently appears in the established
list of target PhCs PhCs (e.g., carbamazepine, sulfamethoxazole, ibuprofen, ketoprofen,
diclofenac, ciprofloxacin, norfloxacin, ofloxacin, tetracycline, trimethoprim, naproxen,
gemfibrozil, bezafibrate caffeine, acetaminophen, fluoxetine, atenolol, propanolol) (Tab.I-
SM1). PhCs categories are presented among the most studied therapeutical categories
regrouping PhCs referenced from more than 15 % of papers and concentrate in all studies.
The most studied categories include 252 detected compounds among 345 investigated
through 12 main studied categories as antibiotics (53 % of articles; 102 investigated
compounds), anti-inflammatories (42 %; 35), anticonvulsants (42%; 17), antihypertensives (41
%; 32), lipid regulators (36 %; 11), stimulants (31 %; 8), hormones (27 %; 29), antidepressants
(26 %; 30), analgesics (26 %,; 7), antihistamines (23 %; 12), antifungals (23 %; 10), and illicit
drugs (16 %; 52). Novel categories as the 20 remaining categories issued from less than 10 %
of papers are emerging through the improvement of analytical techniques and the expansion
of the list of target compounds. These categories are considered as the relatively less studied
categories with 53 detected compounds among 110 investigated, including bronchodilators
(11 %; 6), antidiabetics (11 %; 3), antineoplastics (9 %; 11), vasodilators (9 %; 5), antibacterials
(8 %; 8), antiarrhythmics (8 %,; 6), antiulcers (8 %; 3), antipsychotics (7 %; 14), diuretics (7 %;
7), anticoagulants (5 %; 2), antiplatelets (4 %; 2), antihelminthics (3 %; 4), contrast media (3
%; 4), antianxieties (2 %; 21), antiprotozoals (2 %; 2), antivirals (1 %; 4), antigout (1 %; 1), and
antiemetic (1 %; 1). The categories anticholinergics (1 %; 1), and antiparkinsons (1 %; 2) were
not detected in sludge matrices.

Fig.I-3 shows the proportion of each PhCs category throughout the total number of
investigated compounds. The labels describe, for each category, the number of detected
compounds relative to the total search for. The relatively less studied categories include 3
times less compounds than the most studied categories.

[252/345 MOST STUDIED CATEGORIES|
with number of detected/investigated compounds

37152 lllicit drugs

/11 Lipid regulators
912 Antihistamines

23/35 Anti-inflammatories|

531110 LESS STUDIED CATEGORIES
63/102 Antibiotics Details of the less studied categeries

o 202 Antiplatelets
/2 Antiprotozoals

10/21 Antianxieties

272 Anticoagulants
Details of antibiotics 273 Antidiabetics
17130 Suffonamides 10113 Macrolides
273 Antiul
3714 Anfipsy chofics —
214 Antinelminthics
8/15 Tetracyclines nes
3032 Anthypertensives 577 Dioratics

2650 = 3/5 Vasodilators
21/23 Quinolones
Figure I-3. Overview of detected therapeutical categories in sludge detailing the ratio between the
number of detected PhCs and the total number of investigated pharmaceuticals.
The represented distribution of detected compounds in each category is given detailing the antibiotics and the
relatively less studied categories. See references and data (Tab.I-2, Tab.I-SM1).
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I.A.3.2. Main processes affecting the occurrence in sludge

I.A.3.2.1. Sorption mechanisms in sludge production processes

The mass balance studies investigated in this review highlight that a PhC fraction in the solid
phase (%Psoiq) above 20% denotes a strong affinity to the sludge solid phase compared to
liquid phase (Ferhi et al., 2016; Petrie et al., 2014b; Phan et al., 2018; Yang et al., 2016; Zhang
and Li, 2018). Sludge characteristics (e.g., pH of the solution, the oxidation reduction potential,
organic matter content, cation exchange capacity) are identified as factors affecting the
partitioning of PhCs (Y. Chen et al., 2013; Horsing et al., 2011; Meijas et al., 2021). These
variables can impact on their occurrence in the solid phase, through a similar type of sludge
(%Psoia =20% - 95%), and also correspond to concentrations of a few pg.kg? (Jia et al., 2012;
Lindberg et al., 2010; Ostman et al., 2017).

Absorption and adsorption are considered as major interactions governing the PhCs partition
between the aqueous and the solid phase of the wastewater (Verlicchi et al., 2012b).
Electrostatic interactions are more significant than hydrophobic interactions due to their high
protein content of extracellular substances of organic matter (e.g, biomass implying lipophilic
cellular membrane). This predominance is notable in sludge resulting from biological
treatments than for high lipidic matrices as raw and primary sludge. In addition, other
interactions occur, such as ion exchange, surface complexation with inorganic particles,
metallic trace elements and divalent cations, and are considered as negligible (Golet et al.,
2003; Schaffer and Licha, 2015; Tran et al., 2016).

The variable lipidic phase and biomass content of sludge may explain the variable PhCs
partition on the solid phase in the different types of sludge, related to the implemented
production and stabilization processes (J Martin et al., 2012; Ostman et al., 2018; Phan et al.,
2018; Verlicchi and Zambello, 2015). Fig.I-4 schematically describes, how the physical-
chemical properties of both sludge and compounds, can control the interactions between
compounds and solid matrices:

- The lipidic phase contributes to the affinity of hydrophobic compounds by absorption
processes.

- The organic matter plays a significant role, with protein content and associated aromaticity,
increasing the adsorption of ionic PhCs on sludge and dissolved particles through major
electrostatic interactions.

Biomass is known to be degradable with a residual fraction considered as refractory to
biological processes. The availability of organic matter to change into stable humus under
aerobic and anaerobic processes is schematically describe by coloring from green to red.
Then, the increasing of fermentable character of sludge biomass implies modifications of the
prevailing sludge properties and physical-chemical properties, which involve changes in
sorption interactions. The modification of the fermentable sludge characteristics. Residual
particulates, which are considered as the most refractory matter, always result from
treatments, and constitute also the non-extractable fraction of sludge.
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Figure I-4. Schematic sorption mechanisms explained through sludge composition.

The concentricity presented is qualitative giving an order of magnitude on the evolution of the OM degradability
and describing schematically the components in the primary and secondary sludge.

.LA.3.2.1.1. Absorption

Hydrophobic interactions on suspended particles spontaneous occurs generally with non-polar
or neutral PhCs (neutral aliphatic and aromatic groups) (Hyland et al., 2012), or with specific
functional groups (e.g., halogens, heterocyclic aromatic groups with nitrogen, aromatic amines
and amides) (Fernandez-Fontaina et al., 2016; Yan et al., 2014) (Fig.I-4).

* Sludge properties

Sludge composition can modify the sorption proportion of PhCs because of the hydrophobic
interactions between PhCs and non-charged organic matter (lipophilic cell membrane of
microorganisms, bacterial lipid structure) and the fatty fraction of the sludge (McClellan and
Halden, 2010; Ostman et al., 2018). The lipid content of the primary sludge is quite comparable
to that observed in the raw wastewater, whereas the lipid fraction decreases considerably in
the secondary sludge. Therefore, PhCs absorption tends to decrease in secondary sludge with
respect to primary sludge (Jelic et al., 2012; Ternes et al., 2005; Verlicchi and Zambello, 2015).
Phan et al. 2018 confirm a strong positive correlation between the hydrophobicity of the
compounds and their sorption onto primary sludge (Phan et al., 2018).

* PhCs properties

The absorption capacity of non-ionic hydrophobic PhCs in sludge can be assessed based on
the PhCs hydrophobicity through the octanol/water partition coefficient (log Kow). Sorption
affinity can be estimated and classified in three categories according to the Kow:

- Compounds with a high log Kew = 4.0 would tend to have a high sorption potential on
suspended solids, such as most antifungals (e.g., miconazole, clotrimazole, econazole,) and
antidepressants (Gago-Ferrero et al., 2015; Malmborg and Magnér, 2015).

- Compounds with a log Kow = 2.5 - 4 show moderate affinity to sludge such as estrogens type
hormones (Nie et al., 2009; Nieto et al., 2008). Anti-inflammatories, showing such log Kow

variability, tend to kind heavily partition onto the particulate phase, explaining their levels higher
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in primary sludge than in other types of sludge (Martin et al., 2015).

- Compounds with a log Kow < 2.5 would often show a low or negligible sorption potential, as
in the case of antihypertensives as beta-blockers, and analgesics (Vieno et al., 2007). A low
log Kow would explain the low concentrations of illicit drugs observed in sludge.

I.LA.3.2.1.2. Adsorption

Electrostatic and Van Der Waals interactions with biomass increase the compounds affinity
with the solid phase (Gobel et al., 2007; Jia et al., 2012; Verlicchi et al., 2012b) (Fig.I-3), mostly
through their ionic state linked to pH-dependent functional groups (Horsing et al., 2011;
KodeSova et al., 2016a). Also, the dissociation constant of functional groups (acidity constants
as pKai, pKa2 etc) express the fraction of ionizable compounds in the considered sludge
phases, whatever the variations of the WWTP conditions (Section 1.2.1, pH=6.0 - 8.0).

* Sludge properties

The extend of electrostatic interactions are linked to the composition of organic matter, which
define the nature of functional groups present on the sludge surface. Each functional surface
group show a range of pKa value independent on the type of biological sludge studied and its
biomass composition (Lachassagne, 2015). The carboxyl groups (R-COOH) are found on
protein compounds (proteins and amino acids), humic substances (humic and fulvic acids) and
uronic acid. Their pKa values remain within the same orders of magnitude (pKa1 = 2.5 - 4.6,
pKa2 = 4.7 - 5.6). Phosphoric groups (R-POOH), generally associated with bacterial
membranes, show higher pKa values (pKaz = 6.3 - 7.28). The bacterial proteins and
polysaccharide structures, which compose the organic fraction of sludge, present the
respective functional amine groups R-NH; and hydroxyls groups R-OH with pKas in the range
of 8.0 to 11.8 (Lachassagne, 2015; Seleiman et al., 2020b; Ternes et al., 2005). Also, the
isoelectric point pHzpc (pH for which the positive and negative charges linked to the proteins
are equivalent and the sum of electric charge is zero) is evaluated from 2.4 to 4.7 (Wang et
al., 2015). Then, the high proportion of carboxyl and phosphoric groups involve a sludge
surface negatively charged at sludge pH. Itis important to note that predominance of negatively
charged surface does not exclude positively charged surface associated with amine and
hydroxyl groups.

* PhCs properties

Studies also highlight the impact of the functional chemical groups of PhCs that play a major
role in adsorption, regardless of their lipophilicity absorption capacity. Indeed, many PhCs can
adsorb onto organic matter via electrostatic interactions though their several ionic state
depending on their pKa and the sludge pH (Schaffer and Licha, 2015). Therefore, positively
charged PhCs (e.g., tetracyclines, quinolones, beta-blockers and macrolides — basic
compounds) are highly adsorbed on the negatively charged surface of sludge (lvanova et al.,
2018a; Martin et al., 2015; Soulier et al., 2011; Wang et al., 2017). Moreover, PhCs mainly
present in zwitterionic compounds (e.g., quinolones) or several forms tend to be strongly
adsorbed by multiplying the interactions with functional groups of sludge matrices (Diaz-Cruz
et al., 2003; Jia et al., 2012; Stevens-garmon et al., 2011). Negatively charged PhCs (e.g.,
sulfonamides, anti-inflammatories, lipid regulators, antihypertensives — acidic compounds)
present fewer adsorption capacity due to possible electrostatic repulsions with the mostly
negative charge surface of sludge (Yan et al., 2014).
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I.A.3.2.2. Biodegradation efficiency of sludge stabilization processes

In general, the observed PhCs concentrations in remaining sludge suggest their low
degradability according to the biodegradation process capacity. Indeed, PhCs which present
refractory degradable characteristics tend to be relatively low degradable through biomass
activity and persist in matrices (Meijas et al., 2021). Although the main objective is to reduce
the organic contaminant contents by mineralization, these stabilization processes generally
allow to minimise the PhCs contents and then increase the treatments efficiencies.

The rates of PhCs biodegradation from the literature differ from the type of biomass and the
physical-chemicals properties of target PhCs, modifying the concentrations into the liquid and
the solid phases (Fernandez-Fontaina et al., 2016; Horsing et al., 2011; Hyland et al., 2012;
Jia et al., 2012; Stasinakis et al., 2013). Interestingly, sorption onto sludge of hydrophobic
compounds (log Dow > 1.5) tends to inhibit biodegradation processes (Phan et al., 2018). The
biodegradation effectiveness of hydrophobic compounds is varying from no efficiency, 0% to
80% while it exceeds 80% for hydrophilic compounds (log Dow < 1.5). This difference could be
explained by the implication of sulfur or nitrogen in functional groups of the chemical structure,
which tend to moderate their susceptibility to biodegradation.

Antibiotics are poorly degraded under sludge stabilization treatments due to their bactericide
activity; nevertheless, antibiotics subcategories, such as sulfonamides (sulfamerazine,
sulfamethazine, sulfamethizole, sulfamethoxazole) and macrolides (clindamycin,
erythromycin) are more susceptible to the biodegradation pathways, as illicit drugs, hypnotics,
anticoagulants, analgesics (P. Gao et al., 2012; Ivanova et al., 2018a; Yang et al., 2019).
Moreover, the presence of metabolites quantified in sludge and their progressive apparition
during the monitoring of stabilization processes verified their susceptibility to degradation
processes. Indeed, it appears for instance that antidepressants metabolites are more
detectable in stabilized sludge (> 60 %) than in sewage sludge (6 — 75 %) (Tab.I-SM1).

Meijas et al. 2021 resumes that specific microbial communities are responsible for compound
degradation depending on PhCs functional groups, which can be more susceptible to
degradation processes than other groups that are considered as recalcitrant (Meijas et al.,
2021). Depending on the sludge treatment process, and associated prevailing conditions,
biodegradation would be more of less efficient. This process is described below.

I.LA.3.2.2.1. Digestion stabilization

Thickening and dewatering stabilization methods seem not to significantly affect the PhCs
content in sludge (Semblante et al., 2015a), even if they would provide aerobic conditions
favorable to the degradation of the compounds (Garcia-Rodriguez et al., 2014). Contrasting
with thickening and dewatering processes, stabilization by digestion reduce PhCs
concentrations for most compounds (Ashfaq et al.,, 2017; Garcia-Rodriguez et al., 2014;
lvanova et al., 2018a; J Martin et al., 2012; Martin et al., 2015; Radjenovi¢ et al., 2009; Verlicchi
and Zambello, 2015). The process of stabilization by digestion contributes to the reduction of
particle size, allowing a better PhCs biodegradation from the microorganisms communities
(Golet et al., 2003). The biodegradation efficiencies of sludge treatment by digestion differ
depending on the aerobic or anaerobic conditions (Falas et al., 2016; lvanova et al., 2018a;
Joss et al., 2005; Venegas et al., 2021). Literature suggests that treatment processes under
aerobic conditions (aeration tank, aerobic digestion and composting) promote the PhCs
removal by biological degradation (Julia Martin et al., 2012; Semblante et al., 2015a).
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Nevertheless, some antibiotics such as fluoroquinolones-type (e.g., ciprofloxacin, norfloxacin,
ofloxacin) appears to remain resistant to stabilization processes (Chenxi et al., 2008; Ezzariai
et al., 2018; Iranzo et al., 2018b; Verlicchi and Zambello, 2015). Under anaerobic conditions,
Gonzalez-Gil et al. 2016 showed biotransformation efficiency higher than 50 % for fluoxetine,
citalopram, and antibiotics as roxithromycin, sulfamethazine, trimethoprim (Gonzalez-Gil et al.,
2016). However, literature considered biodegradation as reduced process under anaerobic
conditions leading to increase sorption processes (Boix et al., 2016; J Martin et al., 2012;
Semblante et al., 2015a).

[.A.3.2.2.2. Composting

Placed among the most promising treatments, sludge composting allows further biological
hygienization by the action of microorganisms on organic matter and permit amendment on
agricultural soil (Apedaile, 2001; Suh and Rousseaux, 2002). The contaminant removal are
based on the differences in concentrations measured in the initial and final compost mixtures
and express the removal due to the composting process only (Ezzariai et al., 2018; LU et al.,
2021a; Martin et al., 2015), but effectiveness could also be compared to WWTP sludge output.
In that last case, the contribution of carbonaceous structures needs to be considered in the
material balances to correctly consider the effectiveness of the process by the dilution effect
of organic waste addition. Though effectiveness depends on target compounds variation in
composting materials and method used, most of the PhCs would remain present in the matrix
with residual concentrations ranging hundreds of pg.kg™ (dw) (Julia Martin et al., 2012; Sheng
etal., 2021; Verlicchi and Zambello, 2015). The storage time, or maturation, would be the most
significant factor to reduce PhCs contents and allowing mineralization through microbial
activity (Arun et al., 2020; Camotti Bastos et al., 2020; Chenxi et al., 2008). The total PhCs
degradation would take place over both (i) short timescales, over 0 — 15 days for 43 % removal,
for clarithromycin for instance, and (ii) longer time scale, over 35 - 120days for 36 % and 75 %
removal for lincomycin and tetracycline, respectively (Khadra et al.,, 2019). Moreover,
concentrated compounds in sludge such as antibiotics present degradation effectiveness up
to 98 % for fluoroquinolones, ranging from 70 % to 99 % for tetracyclines and a lesser extend
for sulfonamides and macrolides, with highly variable rates of 45 — 95 % and 25 — 48 %,
respectively (Ezzariai et al., 2018; Malmborg and Magnér, 2015; Semblante etal., 2015a; Yang
etal., 2016).

To summarize, PhCs removal from sludge may be carried out by different techniques with
variable degree of efficiency depending on the physical-chemical properties of target
compounds, time, and treatment method. Partial removal can be achieved through suspended
solids stabilization processes that promote biodegradation of compounds. A microbial activity
inhibition was observed due to the PhCs persistence, at low concentrations or long term
(Meijas et al., 2021), which could lead to residual concentrations of many therapeutical PhCs
(e.g., antibiotics, antidepressants, anti-inflammatories, antihypertensives) in the order of
mg.kg? (P. Gao et al., 2012; Petrie et al., 2014b; Pomies, 2013; Verlicchi et al., 2012b). Also,
sequestration, release or stabilization by organic fractions of PhCs over the long term is porrly
discussed in the literature (Aemig et al., 2019; LU et al., 2021a), as the formation of non-
extractable residues is briefly identified or raised by questions about the bioavailability limit of
compounds.
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1.A.3.3. Variability of PhCs concentrations in sludge

The multiple socio-economic factors can influence the PhCs concentrations, and important
contrast can be observed at a different scale. Indeed, the use of pharmaceuticals differs among
countries according to the health care practices and the economic level. Moreover, seasonal
variations in the PhCs use may occur, specifically for antibiotics; the consumption impacts the
subsequent concentration levels in wastewater and thus the presence in the solid phase (P.
Gao et al., 2012; J Martin et al., 2012). Finally, the PhCs concentrations also depend on the
compound’s metabolization and excretion rates varying between individuals (e.g., age,
lifestyle). Hence, the origin of the influents and the different applied treatment processes
(wastewater treatments, sludge production and stabilization processes) constrain PhCs
concentrations in sludge, ranging from analytical method limits to several mg.kg? (dw).

This section is based on a treatment of all the collected data and presents the information in
several ways to first provide an overview of all data, integrated in therapeutical categories and
showing their overall detection frequencies and concentration medians observed in sludge.
Hence, this section provides a solid foundation for identifying the compounds most likely to
persist in sludge by detailing the variability of concentrations ranges for all quantified
compounds, based on the number of matrices studied. In addition, an in-depth analysis of the
characteristics of the compounds that may explain their affinity in sludge and their residual
occurrence in those environmental matrices is presented.

I.A.3.3.1. Overall occurrence of pharmaceuticals

Fig.l-5 gives a synthetic global appreciation of the 32 detected categories in the reviewed
studies according to the overall PhCs detection frequencies. These detection frequencies in
sludge matrices, for each therapeutical category, are calculated by the ratio of the overall
number of detections by the number of investigations given across all studies. Each category
is represented in a specific color for the most studied categories and in grey for the overall
relatively less studied categories. The size of the category name gives an idea on prevalence
occurrence of some categories by their size corresponding to a range of the overall median
concentrations in pg.kg? (dw). This assessment gives the current state of knowledge
considering the potential bias due to the representativeness of over-investigated PhCs in
sludge. Then, all the detected categories present detection frequencies over 60 % in sludge.

This representation highlights that the categories which are more studied do not present the
highest detection frequency nor the highest median concentrations. Indeed, by this figure it
can be noted that antidepressants need more attention with detection frequencies above 90 %
with median around ~ 43 pg.kg?, or antifungals and stimulants at 88 %, with respectively ~ 47
pg.kg?, and ~ 37 pg.kg? (dw). Antihistamines, although less detected, would have median
levels (69%, ~ 50 ug.kg™) higher than other categories such as analgesics (90 %, ~ 24 pg.kg
1), anti-inflammatories (78 %, ~ 24 ug.kg?), antihypertensives (77 %, ~ 20 pg.kg?') or
anticonvulsants (86 %, ~ 12 pg.kg™?). On the other hand, lipid regulators and hormones have
similar median levels to anticonvulsants (~ 13 pg.kg?) with lower detection frequencies of 70
% and 77 %, respectively. lllicit drugs represent the least detected and least concentrated
category (65 %, ~ 6 pug.kg™?). In general, the relatively less studied categories are at the same
level of detection as the generally most studied categories. Their median content is equivalent
to around 15 pg.kg*. In this way, Fig.l-5 makes explicit the lack of data related to the relatively
less studied pharmaceutical categories, represented on the left side of the figure with less than
20 references, for which the detection frequencies are close to 100 % due to their detection in
the limited studies that address them.
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Figure I-5. Overview of detection frequencies of therapeutic categories and subcategories in sludge
matrices, according to the number of studies and depending on the detected pharmaceuticals from

the literature collected data.

This assessment describes the sludge detection frequencies of each detected therapeutic category with
placement depending on the number of studies referring them, and size corresponding of their estimated

medians from pharmaceuticals search for.

Fig.I-5 provides, on the grounds of current knowledge, a grading of each therapeutic category
based on the frequencies of detection and the number of associated studies. This highlights

the compounds that may require further attention by experts.
I.A.3.3.2. Reviewed concentrations ranges

The following sections provide summaries of the concentration range of the quantified
pharmaceuticals in sludge, with completion of detection frequencies from the studies, when
literature values are available. Tab.I-SM1 summarizes findings for each compound throughout
the reviewed papers. PhCs are detailed by their concentration ranges through their minimum,
maximum, and median concentrations in all studied sludge, according to Fig.l-6 to Fig.l-9.
These reviewed concentrations are shown by a vertical line between the lowest MQL and the
highest observed concentrations, for each compound classified by their therapeutical category.
High concentrations values can be due either to layouts or exceptional concentrations
quantified during specific pollution peak or specific sampling site. To minimize the weight of
outliers, medians are compiled and shown by a horizontal line. Also, descriptions of reviewed
PhCs are completed by specified detection frequencies for each type of sludge, if applicable

(references from Tab.I-2, Tab.I-SM1).

Among the 305 quantified PhCs, 84 pharmaceuticals were not mentioned in previous literature
reviews. They are identified on Fig.I-6 to Fig.l-9 by an asterisk (*) in front of their acronyms.
These PhCs with concentrations that range from close to the detection limits up to several
mg.kg? (dw) include 12antibiotics (Fig.I-6), 2 antifungals, 1 antidepressant, 9 anti-
inflammatories, 2 antihistamines (Fig.I-7), 6antihypertensives, 10 hormones, 1 lipid regulator,
1 anticonvulsant (Fig.I-8), 19 illicit drugs and 19 relatively less studied pharmaceuticals as 4
antianxieties — 2 antiarrhythmic — 1 antibacterial — 1 anticoagulant — 1 antigout — 2
antihelminthics — 2 antineoplastics — 1 antiprotozoal — 1 antipsychotic — 1 antiulcer — 2 diuretics

— 1 vasodilator (Fig.I-9).
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[.LA.3.3.2.1. Antibiotics

Fig.l-6 represents concentration ranges of quantified antibiotics, the most studied category,
which show the highest concentrations in sludge matrices varying widely from 3 to over 5
orders of magnitude. Antibiotic concentrations range generally from the MQLs of a few pg.kg-
! to tens of mg.kg? (dw). Quinolones show the highest observed concentrations reaching
occasionally hundreds of mg.kg?. Tetracyclines and macrolides present concentration varying
over 4 orders of magnitude, with the highest concentrations reaching a few mg.kg™.
Sulfonamides and other antibiotics show concentrations one order of magnitude lower with the
highest concentrations in the range of hundreds of ug.kg?* (dw). Given the large number of
compounds identified in the sludge, a detailed description of antibiotics, the omnipresent
therapeutic category is given (Fig.I-6, Tab.l-SM1). The concentrations of the other PhCs
widely vary from MDLs and MQLs of a few pg.kg™? to a maximum of tens mg.kg*, depending
on compounds. However, the PhCs concentration ranges do not exceed 3 orders of magnitude
except for the most concentrated PhCs, which can reach 4 orders of magnitude.
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Figure I-6. Sludge concentrations of 62 quantified antibiotics among 21 quinolones, 8 tetracyclines,
9 macrolides, 17 sulfonamides and 7 other antibiotics.

Variability of PhCs concentrations is presented from the least to the highest quantified concentration (|), showing
the calculated median concentrations (-) from the overall literature studies. In addition, the number of sludge
matrices studied over the studies is specified (n=x). See references and data (Tab.I-2, Tab.I-SM1). The asterisk
(*) indicates PhCs identified for the first time in a litterature review.

Regarding the quinolones, ofloxacin (OFLO), ciprofloxacin (CIPRO), and norfloxacin (NOR)
show the highest concentrations (dw) up to 232 mg.kg?, 82 mg.kg?, and 50 mg.kg?
respectively with medians of 1 to 3 mg.kg™. These compounds are the most studied and show
non-negligible concentrations through more than 35 matrices and detection occurrence of 75
% in studied matrices. High differences between raw sludge and sewage sludge appears for
CIPRO, NOR and OFLO, for which concentrations tend to increase of at least 2 orders of
magnitude (Jia et al., 2012; Okuda et al., 2009). Stabilization processes greatly impact CIPRO
with reduced concentrations from 2 to 7 times the initial levels (Ferhi et al., 2016; Jia et al.,
2012; Tang et al., 2012) while other studies suspect no impact with concentrations above the
hundreds of ug.kg™ to tens of mg.kg? (dw) (Mailler et al., 2017; Martin et al., 2015). NOR and
OFLO are quantified as constant whatever the involved stabilization process, also presenting
concentrations in the same orders of magnitude. The concentrations of fleroxacin (FLERO),
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gatifloxacin (GATI), levofloxacin (LEVO), lomefloxacin (LOME) reach up to a few mg.kg™ (dw).
Their median concentrations are in the order of a few hundreds of ug.kg* considerably lower
than for OFLO, CIPRO, and NOR. These compounds are studied in less than 10 matrices.
LEVO present a much lower concentration variability compared to the other 4 compounds as
it was searched in only 2 sewage sludge matrices. The 13 other quinolones, which are studied
in less than 10 sludge matrices, are usually observed in concentration below 1 mg.kg? (dw).
The 6 newly identified quinolones in sludge were quantified at levels reaching a hundred of
ug.kg? for enoxacin (ENO) and a few to a twenty pg.kg? (dw), for danofloxacin (DANO),
nalidixic acid (NALI), marbofloxacin (MARB), cinoxacin (CINO), and priomidic acid (PIRO-
COOH). The most concentrated quinolones are the most detected (67 — 100 %) in sewage
sludge, while those showing lower concentrations, below 1 mg.kg?, are poorly detected (9 —
44 %), in sewage sludge, but for enrofloxacin (ENRO) which still show a high detection
frequency of 27 — 100 % (Fig.I-6 brown, Tab.I-SM1). Quinolones with concentrations in the
range of mg.kg? (dw) present decreasing sensibility to stabilization processes from high
(ENRO, FLERO, GATI) to low (SARA, SPAR), including PhCs contents with no difference in
the matrices from the same processes (LOME, MOXI, PIPE) (Jia et al., 2012).
Tetracyclines show significant concentrations in sludge reaching a few mg.kg?. The highest
observed concentrations for oxytetracycline (OTC), tetracycline (TC), doxycycline (DOXY)
epitetracycline (EpiTC) and chlortetracycline (CTC) ranging from 7 to 4 mg.kg? (dw), with
significantly high medians of 450 pg.kg?, 280 pg.kg?, 180 ug.kg?, 2000 pg.kg?, 60 pg.kg?
respectively. Minocycline (MINO) was quantified only once in sewage sludge but with a non-
negligible average value of 1.9 mg.kg? (dw) (Fig.I-6 beige, Tab.l-SM1). The two newly
tetracyclines demeclocycline (DMC) and methacycline (MC) were quantified at relatively lower
contents as 131 pg.kg™ and 21 pg.kg? (dw).
Regarding macrolides, only 3 of the 9 detected compounds show concentrations up to a few
mg.kg?. The most concentrated macrolides by decreasing concentrations are azithromycin
(AZl), tylosin (TYLO), roxithromycin (ROXI), erythromycin (ERY), and clarithromycin (CLARI),
which show maximum concentrations (dw) at respectively 6 mg.kg?, 4 mg.kg?, 1.3 mg.kg?,
0.7 mg.kg?, and 0.5 mg.kg?. The median of AZI is significantly higher, around 400 pug.kg?,
than the other compounds reaching 30 ug.kg™ in average. Tetracyclines as ERY, AZI, LINCO
and ROXI show 2 times lower concentrations until undetectable values comparing digested
sludge to raw sludge (P. Gao et al., 2012; Gonzalez-Gil et al., 2016; Mailler et al., 2017;
Radjenovic et al., 2009). Macrolides are detected in more than 50% of studied sludge with a
tendency of decreasing concentrations along with sludge stabilization processes. Contrarily to
other macrolides, TYLO was only detected in 4SS and never detected in stabilized sludge even
if 11 matrices were studied (Fig.l-6 blue, Tab.l-SM1).
Concentrations of sulfonamides are overall lower than that of the previous subcategories, and
never exceed 1 mg.kgregardless. Their detection frequencies are quite variable ranging from
5 % to 100 % for sewage sludge and below 80 % for stabilized sludge, generally closer to 25
%. Sulfamethoxazole (SFMX) show the highest recorded concentration for this category,
reaching 3347 pg.kg?. Also, other concentrated sulfonamides (sulfamerazine SFMRZ,
sulfamethazine SFMTZ, sulfadiazine SFDZ) were quantified lower than 668 ug.kg* and
medians remain relatively low. Indeed, sulfonamides medians are mostly ranging from a few
ug.kg? to 30 pg.kg* (Fig.I-6 pink, Tab.l-SM1). SFMX concentrations seems to be consistently
reduced by digestion until detection limits (Gonzalez-Gil et al., 2016; J Martin et al., 2012),
while SFDZ presents no variability in stabilization processes (P. Gao et al., 2012).
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Other antibiotics such as trimethoprim (TMP) have been widely studied; however, it presents
low concentrations below 845 pg.kg™? , with higher contents in sewage sludge compared to raw
sludge (Gonzalez-Gil et al., 2016) and no differences after digestion processes (Radjenovic et
al., 2009). Chloramphenicol (CHLOR) also show a range of concentrations up to hundreds
ug.kgtbut is relatively less frequently detected and rarely in stabilized sludge (1 %). It appears
that no antibiotics of the penicillin-type were detected in sludge matrices excepted for ampicillin
(AMPI), newly detected, and amoxicillin (AMOX) presenting maximum concentrations in
sewage sludge at 231 pg.kg?t and 79 ug.kg? (dw) respectively. Florfenicol (FLOR), recently
detected, was quantified at levels close to ampicillin or macrolides, around 30 pg.kg? (dw).
Similarly, cefradine (CEF) and cefoperazone (CFPRZ) as cefalosporin-type antibiotics were
detected in sewage and stabilized sludge but at concentrations reaching 1.1mg.kg* or near
the MQLs, respectively (Fig.I-6 red, Tab.I-SM1).

The antifungals, antidepressants, anti-inflammatories, analgesics, and antihistamines present
the highest concentrated categories after antibiotics, with medians ranging mostly between ten
to hundreds of pg.kg' (Fig.I-7, Tab.-SM1). Some compounds have been quantified at
concentrations above 1 mg.kg? (dw) (e.g., antifungals miconazole MICO, thiabendazole THIA,
ketoconazole KETO, antidepressants sertraline SER, venlafaxine VEN, escitalopram ESCI,
citalopram CTLP, anti-inflammatories acetyl- salicylic acid SAL-CHsCO, ibuprofen IBU,
ketoprofen KTP, diclofenac DCF, antihistamines cimetidine CIME, diphenhydramine DIPH,
loratadine LORA, fexofenadine FEXO, and analgesics tramadol TRAM, acetaminophen ACE),
but their medians are mostly between ten to hundreds of pug.kg™ as the other PhCs in the same
categories.
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Figure 1-7. Sludge concentrations of 10 antifungals, 26 antidepressants, 23 anti-inflammatories, 9

antihistamines and 4 analgesics.

Variability of PhCs concentrations is presented from the least to the highest quantified concentration (| ), showing
the calculated median concentrations (-) from the overall literature studies. In addition, the number of sludge
matrices studied over the studies is specified (n=x). See references and data (Tab.I-2, Tab.I-SM1). The asterisk
(*) indicates PhCs identified for the first time in a litterature review.
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I.A.3.3.2.2. Antifungals

Antifungal’s interest increases in research, appearing, for some of them, at orders of magnitude
higher than macrolides and antidepressants with maxima of several mg.kg™. Miconazole
(MICO), thiabendazole (THIA), ketoconazole (KETO), clotrimazole (CLOTRI), and econazole
(ECO) represent concentrations (dw) from 1 up to 10 mg.kg* with medians varying between a
few pg.kgt to 250 pg.kg? (250 pg.kg?, 7 pg.kg?, 250 pg.kg?, 240 pg.kg?, 70 pg.kg?
respectively). Metronidazole (MTNDZ) and tebuconazole (TEBU), two recently identified
antifungals, were quantified at levels up to ten pg.kg® (dw). The antifungal’s detection
frequency is usually over 50 % and 60 % in sewage sludge and stabilized sludge, respectively
(Fig.l-7blue, Tab.l-SM1).

I.A.3.3.2.3. Antidepressants

Antidepressants are highly detected in sludge matrices, showing concentrations from MQLs
up to 11.4 mg.kg, which is achieved by venlafaxine (VEN), with a median around 40 ug.kg™*.
The mostly studied compounds exceed 1 mg.kg? (dw): sertraline (STL), escitalopram (ESCI),
citalopram (CTLP), fluoxetine (FLX), and amitriptyline (AMI) showing variable median of tens
to hundreds of ug.kg™? (e.g., 220 pg.kg?, 440 ug.kg?, 110 pg.kg?, 70 ug.kg?, and 250 pg.kg?
respectively). Regardless of the treatment processes applied, detection frequencies are mostly
of 100 %, except for the lowest concentrated compounds such as paroxetine (PARO),
bupropion (BPP), fluvoxamine (FLUV), mianserin (MIAN), which shows detection frequencies
lower than 25 % (Ait-Aissa et al., 2014; lvanova et al., 2018a; Subedi et al., 2017). These
compounds show relatively low concentrations below 91 pg.kg? (dw) (Fig.I-7skyblue, Tab.I-
SM1).

[.A.3.3.2.4. Anti-inflammatories

Anti-inflammatory compounds are among the most studied categories according to the number
of reviewed papers that include this category (Fig.I-4, Tab.l-2, Tab.l-SM1). It also appears that
they are more studied in stabilized sludge with detection frequencies highly variable from 51
to 100 %. Their maximum concentrations can reach several mg.kg™ (dw) (e.g., ibuprofen IBP,
diclofenac DCF, ketoprofen KTP, acetylsalicylic acid SAL-CH3CO). This most concentrated
anti-inflammatories are researched in more than 20 matrices. SAL-CHzCO was researched in
just 6 sludge matrices but showed highest concentrations than IBP, which have a median
around 180 pg.kg? (dw). Metabolites show concentrations highly negligible compared to their
parent compounds around MQLs up to 15 pg.kg? (dw). KTP and DCF are quantified at
maximums in the same orders around 5 mg.kg?, but their medians differ with 70 pg.kg™ and
20 ug.kg™. Salicylic acid (SAL) and naproxen (NPX) present maximums concentrations 4 times
lower reaching 1 mg.kg? (dw), but medians in the same order of magnitude going from 25
ug.kg? to 50 pg.kg? (dw). Anti-inflammatories with maximum concentrations below 1 mg.kg*
(dw) are relatively less studied (N<10). This review, showing high observed concentrations,
leads to quite high medians for recently observed anti-inflammatories, fenoprofen (FNPF),
flufenamic acid (FLU-COOH), and flunixin (FNX) ranging from 250 pg.kg? to 370 pg.kg?
compared to mefenamic acid (MEF-COOH), niflumic acid (NIF-COOH), azathioprine (ATP),
also recently identified, and indomethacin (INDO) with medians below 50 pg.kg? (Fig.I-
7darkblue, Tab.l-SM1).
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I.A.3.3.2.5. Antihistamines

Antihistamines show high concentrations reaching a few mg.kg? (dw). Cimetidine (CIME),
diphenhydramine (DIPH), and loratadine (LORA) are the most concentrated compounds with
maximums concentrations (dw) up to 8.7 and 1 mg.kg* and medians of 50 pg.kg?, 180 ug.kg"
1, and 40 pg.kg?, respectively. Other antihistamines show concentrations close to the detection
and quantification method limits (Fig.l-7petroleum, Tab.l-SM1). Fluoxetine (FLUO) mean to
have sensibility to stabilization processes or composting because of it significantly reduced
contents between processes until 6 times reduced contents (Bourdat-Deschamps et al.,
2017a; Ferhi et al., 2016; Gonzalez-Gil et al., 2018).

I.,A.3.3.2.6. Analgesics

Analgesics were quantified in most of the studies that investigated them occasionally reaching
concentrations up to 1.7 mg.kg?, even if a wide variable detection frequency is noted (3 — 100
%). Tramadol (TRAM) and acetaminophen (ACE) are quantified in more than 10 matrices, with
medians around 30 pg.kg! and 100 pg.kg?, respectively (Fig.l-7wine, Tab.I-SM1).

Fig.l-8 shows that concentrations of antihypertensives, hormones, stimulants, lipid regulators
and anticonvulsants do not exceed 1mg.kg™, with some of exceptions (e.g., verapamil VERA,
hydrochlorothiazide HYDRO, telmisartan TEL, propranolol PROP, paraxanthine PARA,
caffeine CAFE, gemfibrozil GEM, and carbamazepine CBZ) (Fig.I-8, Tab.l-SM1).
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Figure 1-8. Sludge concentrations of 30 antihypertensives including 12 beta-blockers, 22 hormones,
7 stimulants, 8 lipid regulators, and 12 anticonvulsants.

Variability of PhCs concentrations is presented from the least to the highest quantified concentration (|), showing
the calculated median concentrations (-) from the overall literature studies. In addition, the number of sludge
matrices studied over the studies is specified (n=x). See references and data (Tab.I-2, Tab.I-SM1). The asterisk
(*) indicates PhCs identified for the first time in a litterature review.

[.LA.3.3.2.7. Antihypertensives
Eleven antihypertensives are studied, but only 3 compounds (verapamil VERA,
hydrochlorothiazide HYDRO, and telmisartan TEL) exceed 1 mg.kg™* reaching no more than 2
mg.kg?!. TEL and VERA are quantified with higher medians than HYDRO respectively 530
ug.kg?, 220 pg.kg? and 40 pg.kg'. These compounds show relatively high detection
frequencies ranging from 57 % to 100 %, regardless of the type of sludge. Similar variable
detection frequencies from studies are observed among the beta- blockers, which are mostly
quantified close to the MQLs. Medians range from a few pg.kg? to 20 pg.kg? (dw) even if beta-
blockers are mostly researched in more than 20 studies (e.g., propranolol PROP, metoprolol
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METO, atenolol ATEN) (Fig.I-8 pink, Tab.l-SM1). No differences are distinguished during
stabilization processes on antihypertensives beta-blockers as ATEN, METO, PROP, SOTA or
also bisoprolol BISO and celiprolol CELI, for concentrations lower than 100 pg.kg (dw) (Martin
et al., 2015; Scheurer et al., 2010).

I.LA.3.3.2.8. Hormones

Hormones are among the most studied and quantified category with 22 quantified compounds
out of 27 investigated in almost all the sludge matrices with 10 recently identified compounds
(e.g., estrone E1, 17-beta-estradiol E2, 17-alpha-ethinylestradiol EE2, estrone E3) (Fig.I-8
orange, Tab.I-SM1). This category present concentrations extremely variables, but lower than
previous described remaining to a few tens to hundred pg.kg™ (dw).

I.A.3.3.2.9. Stimulants

Caffeine presents the most referenced stimulant, constantly detected and reaching up to 2.3
mg.kg? (dw). Paraxanthine (PARA) presents concentrations higher than CAFE reaching 6.2
mg.kg!. However, it appears in only 4 studies at detection frequencies around 5 %. Excepting
these two stimulants, the category presents relatively low concentrations not exceeding
hundreds of pg.kg* (dw) (Fig.l-8 blue, Tab.I-SM1).

[.A.3.3.2.10. Lipid regulators

Lipid regulators present concentrations in the order of a few mg.kg™ (dw), orders similar to the
previous mentioned categories. Gemfibrozil (GEM) is the most concentrated and studied lipid
regulator presenting maximum concentrations of 2 mg.kg™® and a median of 80 pg.kg?. The
other lipid regulators were quantified around hundreds of pg.kg™? (dw) (e.g., fenbufen FNBF,
bezafibrate BEZA, clofibric acid CFB-COOH, and atorvastatin ATOR) except for rosuvastatin
with a very low quantification at 6 pug.kg™. Their medians are relatively low compared to GEM
reaching up to 60 pg.kg?. Clofibrate (CFBT), a recently identified compound, was also
quantified in similar levels of 70 pg.kg?® (dw). Lipid regulators present variable detection
frequencies ranging from 25 to 100 % in sewage sludge and 42 to 100 % in stabilized
sludge. This observation is also approved for stimulants (Fig.I-8 magenta, Tab.l-SM1).

[.A.3.3.2.11. Anticonvulsants

Among the 17 investigated anticonvulsants, this category figures as the most studied category
(Fig.l-5), including 12 quantified compounds among carbamazepine (CBZ), which is
considered as a tracer in WWTP studies because of its persistence through treatment
processes (Tab.I-2, Tab.l-SM1) (Martin et al., 2015, 2010). It reaches concentrations around
11 mg.kg* and a median of 30 ug.kg™ in sludge matrices with detection frequencies above 40
%. Its metabolites (e.g., epoxycarbamazapine ECBZ, oxcarbamazepine OCBZ, licarbama-
zepine LCBZ) present a lower occurrence in sludge, with detection frequencies around 20 %
and 60 % in sewage and stabilized sludge, respectively. The maximum concentrations of
metabolites present 3 to 4 orders of magnitude lower with quantification limits at 20 ug.kg?.
The other anticonvulsants, valproic acid (VPC-COOH), lamotrigine (LAMO), primidone (PRIM),
a recently identified compound, are relatively less concentrated than CBZ, with concentrations
varying from the quantification method limits to a few hundreds of ug.kg™? (dw) (Fig.I-8 brown,
Tab.I-SM1).
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The relatively less studied categories, represented by a grey color in Fig.|l-5, are quantified at
levels as the most studied PhCs of a few mg.kg™* (dw) (Fig.I-9). Their concentration variabilities
do not exceed 2 orders of magnitude. In contrast, hormones and illicit drugs are quantified at
concentrations lower than 1 mg.kg™ (dw), generally close to tens of pug.kg*. Some categories
could lead to further attention due to high PhCs concentrations (e.g., the antidiabetic
glibenclamide GLI, the antiemetic domperidone DOM).
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Figure 1-9. Sludge concentration of 34 illicit drugs and 51 other PhCs considered as less studied (3
antivirals, 4 antiarrhythmics, 2 anticoagulants, 2 antidiabetics, 1 antiemetic, 1 antigout, 2
anthelminthics, 5 antineoplastics, 2 antiplatelets, 1 antiprotozoal, 3 antipsychotics, 2 antiulcers, 3
bronchodilators, 5 diuretics, 11 antianxieties, 3 vasodilators, 1 antibacterial).

Variability of PhCs concentrations is presented from the least to the highest quantified concentration (]), showing
the calculated median concentrations (-) from the overall literature studies. In addition, the number of sludge
matrices studied over the studies is specified (n=x). See references and data (Tab.I-2, Tab.I-SM1). The asterisk
(*) indicates PhCs identified for the first time in a litterature review.

I.A.3.3.2.12. lllicit drugs
lllicit drugs, and their metabolites are also significantly detected in sludge as hormones, with
34 quantified compounds on 39 also take an important part of the research even if the median
concentrations are much lower than most of categories ranging under tens ug.kg* (Fig.l-9
kaki, Tab.l-SM1). Quite a number of new compounds, 14, were search and quantified showing
the interest in that matter.

I.A.3.3.2.13. Other PhCs categories including the least investigated PhCs

The other categories, which referred to the relatively less studied categories, seems to be also
significantly less quantified than the most referenced categories, potentially explained by the
low number of associated studies (N < 5). By their concentration ranges, these categories
could represent similar interest to the previously mentioned.

It is important to note that compounds which are referenced by a unique study need to be
deepening to better understand their affinity with the solid phase of sludge matrices and allow
comparison with the most referenced PhCs (Fig.I-9, Tab.l-SM1). Seventeen newly quantified
compounds were referenced in that category.

Antivirals appear as an emerging category with concentration ranges reaching up to 5.8 mg.kg
1 (dw) and medians from a hundred of ug.kg to several mg.kg* (lamivudine LAMV, nevirapine
NEV, zidovudine ZIDO). Antiarrhythmics such as amiodarone (AMIO) and its metabolite
desmethylamiodarone (NorAMIO) were quantified up to 360 pg.kg?, while lidocaine was
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measured above 160 pg.kg™. Antihelminthics, even if they were not mostly investigated,
present levels quite like antianxieties as for mebendazole (MBDZ) and albendazole (ABDZ),
with medians around 65 pg.kg' and 15 pg.kg?, respectively. Half of the investigated
antianxieties were quantified in sludge such as oxazepam (OXZP), aripiprazole (APZL),
lorazepam (LZP) and some metabolites. Diazepam (DZP) is the most concentrated antianxiety
quantified up to 131 pg.kg?*. Other compounds show lower concentrations up to 50 ug.kg™
(dw). Antineoplastics and antipsychotics were currently investigated, but only 5 and 3
compounds were quantified at levels up to hundreds pg.kg™ among 11 and 14 investigated
compounds, respectively. High concentrations were also observed for the antidiabetic
glibenclamide (GLlI), the antiemetic domperidone (DOM), and the antiprotozoal pyrimethamine
(PRMTM) up to 7 mg.kg?, 4 mg.kg?, and 2 mg.kg?, respectively. Except the tiamulin (TML),
the 7 envisaged antibacterials showed concentrations lower than the MQLs.

It is interesting to note that the presence of PhCs metabolites in sludge matrices, always in
lower concentrations than the parent molecules, highlights degradation mechanisms during
stabilization processes under microbial activity, principally if they are not identified in
wastewater inputs (Fig.l-6 to Fig.l-9, Tab.I-SM1).

I.A.3.3.3. Evaluation of PhCs properties on their sludge occurrence

The current models, that simulate the fate of PhCs in the WWTP, predict concentrations in
sludge through model partitioning restricted to sorption processes. Many studies estimate the
degree of a PhC sorption onto the sludge based on experimental distribution coefficients Kd
(L.kg'* solid dw). This coefficient is derived from the linear regression of an equilibrium partition
between the liquid and the solid phase (Ternes et al., 2005). The resulting Kd value is empirical
and may vary by several orders of magnitudes depending on sludge properties and the
operating conditions (e.g. intrinsic physical-chemical properties of the type of sludge tested as
pH, temperature, oxygen level, residence time, organic carbon content), the surveyed
compounds, and their single or combination concentrations at the beginning of the experiment
(Horsing et al., 2011; Hyland et al., 2012; Jelic et al., 2012; Lajeunesse et al., 2012; Liu et al.,
2019; Stevens-garmon et al., 2011; Ternes et al., 2005; Yan et al., 2014).

Hence due to the many parameters involved, simulations based on literature Kd values can
create significant disparities between the quantified and simulated concentrations (Khan and
Ongerth, 2002; Yan et al., 2014). Indeed, the studies observed that predicting concentrations
based on estimated Kd from other studies would often lead to overestimation for hydrophobic
compounds and underestimation for ionic and polar compounds (Citulski and Farahbakhsh,
2010; Stevens-garmon et al., 2011; Yan et al., 2014). These differences could be explained by
the modifying operating parameters leading to greater sorption of ionized than neutral PhCs.
The presence of hydrophilic compounds would be induced by both adsorption and absorption
mechanisms; the latter involve competitive effects by electrostatic interactions depending on
the operating conditions, modifications of the functional groups of the sludge surface and
ionization states of the target species. These observations result from the complexity of
sorption mechanisms due to the nature of the target compounds and all conditions involved
during the sludge treatment.
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Tendencies are emerging to estimate the sorption behavior of target PhCs on sludge based
on their physical-chemical properties, especially their availability to ionization in the considered
matrice. The interactions of charged PhCs with particles is thus estimated using a fitted
partition coefficient log Dow (Mmeasure of the pH-adjusted hydrophobicity of an ionizable
compound in a particular environment) using the log Kow Of the target compound and their
acidic constants (pKa, pKy) (Carballa et al., 2008; Stevens-garmon et al., 2011). In general
terms, the partition coefficient of the neutral species is typically more than two orders of
magnitude larger than the distribution ratio of the ionic species. Thus, at pH < pKa+2 (acid
PhCs) and pH > pKa,-2 (basic PhCs), the neutral species are the dominant species determining
Dow. The affinity to sludge was correlated with basic compounds suggesting that hydrophobic
sorption interactions are still important for these positively charged compounds, although
electrostatic interactions are involved and, in some cases, maybe dominant (Stevens-garmon
et al., 2011). For neutral and negative charged compounds, the increase in log Do indicates
an increase of sorption potential. Thus, PhCs with a log Dow > 1.5 would generally exhibit
sorption greater than 50% in sludge, averaging 67% in the solid phase (Phan et al., 2018).
Thus, it was noted that compounds with log Dow>3 exhibit high sorption instead of log Dow< 1
(Verlicchi and Zambello, 2015).

By the existing gaps on the physical-chemical properties of sludge (section 1.2.1.) and knowing
that pH modifications conduct to variable log Dow by changing the ratio of neutral and charged
species, the relationship between the median concentrations of PhCs and their corresponding
log Kow value was investigated (Fig.l-6). The ionic state of some compounds is considered at
neutral pH, according to the variability of the sludge pH range from literature (section 1.2.1.).
Fig.l-10 globally, supports that PhCs sludge concentration is related to hydrophobic properties
among trends as:

- Tendency at increasing concentrations with the increase of the hydrophobicity (e.g.,
antihistamines, antifungals).

- Whatever the species, positive or negative PhCs (antihypertensives, antidepressants or anti-
inflammatories, respectively) show median concentration around to hundreds of pg.kgwith a
hydrophobic property (log Kow > 2, Fig.l-10, Tab.l-SM1).

- Antifungals, hormones, or other PhCs categories demonstrate differences in the electrostatic
interactions between sludge and several ionic species. Indeed, positively charged compounds
show higher medians than neutral compounds. Although specific charged species represent
some categories, global tendency highlights those positive compounds are more concentrated
than negative. The positive antidepressant species tend to be clustered at high median
concentrations (~ 43 pg.kg!- Fig.I-5, Tab.l-SM1) compared to negative anti-inflammatory
species, which are more dispersed and less concentrated (~ 24 pg.kg- Fig.l-5, Tab.I-SM1).
- Compounds presenting several charged functional groups support the domination of
electrostatic interactions against hydrophobic mechanisms, by their highest concentrations. In
fact, quinolone’s antibiotics-type with positive and negative charge species are quantified at
highest medians (~ 170 pg.kg? with log Kow < 1 - Fig.I-5, Fig.I-10, Tab.I-SM1) compared to
sulfonamides (~ 8 pg.kgtwith log Kow ~ 0.5) or macrolides (~ 30 pg.kgtwith 1< log Kow < 4,
respectively).
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Figure I-10. Representation of median concentrations according to the pharmaceutical properties.
Figure is classified through investigated therapeutical categories, as presented in Fig.I-5, presenting the median
from reviewed studies according to hydrophobicity characteristics (log) and specification of the major ionic state
at sludge pH as negative, positive, or neutral species. The undefined states are also noted by a point.

This review notes strong disparities of PhCs contents for similar physical-chemical properties.
These differences support that partition on solid phase and resulting concentrations in sludge
depend on wastewater and sludge characteristics (pH, organic matter, surface functional
groups) as target compounds properties. Indeed, their affinity to the lipidic phase (log Kow) and
their ionization state (pKa) in the studied matrices tend to lead them having variable partition
though the influent properties and the operating conditions. Hence, estimations based on the
physical-chemical properties of PhCs are complex and may not precisely evaluate their
partitioning but provide good indications and trend on sorption processes. The predicting
models of the PhCs contents could also integrate the susceptibility of compounds to biological
degradation, but it implies to know their tendency to be degrade by the associated biomass.

I.A.3.3.4. Evaluation of the qualitative distribution

To our knowledge, this review is the first study showing a global evaluation of the current
relative proportions of the 305 pharmaceuticals identified among the therapeutical categories
searched in sludge matrices. Regarding the PhCs occurrence in sludge, their cumulative
contents can reach several hundreds of mg.kg*. These contents are, moreover, noted by the
studies restricted by the number of investigated PhCs (e.g., 22 PhCs 383.3 mg.kg* (Mailler et
al., 2017), 5 PhCs 45.2mg.kg* (Tang et al., 2012), 19 PhCs 32. 9mg.kg* (Jia et al., 2012), 22
PhCs 31.5mg.kg* (L. Gao et al., 2012), 40 PhCs 28.4 mg.kg*(Ben et al., 2018), 19 PhCs 24.9
mg.kg? (Kinney et al., 2006), 25 PhCs 23.7 mg.kg* (Yuan et al., 2014), 40 PhCs 21.9 mg.kg
!(Ashfaq et al., 2017), 68 PhCs 21.4 mg.kg* (McClellan and Halden, 2010), 127 PhCs 20.3
mg.kg* (Peysson and Vulliet, 2013), 8 PhCs 16.9 mg.kg* (Huang et al., 2014), 6 PhCs 15.4
mg.kg* (Dong et al., 2016), 5 PhCs 13.8 mg.kg* (Salvia et al., 2015), 44 PhCs 12.3 mg.kg™*
(Narumiya et al., 2013), 11 PhCs 12.1 mg.kg* (Lindberg et al., 2005), 13 PhCs 10.8 mg.kg™*
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(Ferhi et al., 2016)). This observation supports the limitations of selecting lists of target
compounds in assessing the contamination of study matrices.

This study provides a valuable contribution to assess the contamination of sludge on all the
detected compounds identified, knowing that their analysis depends on their investigation.
Also, the overall medians of the quantified compounds were determined for all the studied
sludges reported by the literature to comprehensively evaluate the relative PhCs
concentrations. A ratio of the sum of PhCs medians from therapeutical categories and the
summed medians of all quantified PhCs allow to evaluate the relative global proportion of each
category in a representative sludge sample. Fig.I-11 presents the qualitative visualization of
the relative distribution of PhCs categories in sludge, targets the most important categories.
The use of medians from the literature allows limiting the bias due to outliers, where an
excessive concentration would bias the PhCs distribution. Moreover, this study notices to keep
in mind the bias that occurred by the number of compounds searched and identified their
balance among investigated therapeutical categories and sludge matrices.

Antibiotics, especially quinolones, mostly contribute to the overall mass load of PhCs in sludge
with a representation of 44 % of the amount of PhCs contamination. Stimulants also present a
big part of the therapeutical PhCs in sludge with 15 % of the total content. The other main
studied categories would only represent negligible quantities (e.g., 5 % antidepressants, anti-
inflammatories; 4 % antihistamines, antifungals; 3% antihypertensives, illicit drugs; < 2 %
hormones, anticonvulsants; < 1 % lipid regulators, analgesics), although they are supported
by several studies with a relatively high number of investigated compounds. The relatively less
studied categories represent 15 % of the PhCs mass load, with higher amount of some
categories as antiemetics, antineoplastics, antiprotozoals, antipsychotics, antiarrhythmics, and
bronchodilators.

‘ 85%. MOST STUDIED CATEGORIES

PR - 5%. Antidepressants
[~ 3%. licit drugs {< 1%. Analgesics|

[< 2%. Hormons ~ 5%. Antiinflammatories
= 4%. Anthistamines — [~ 3%. Antihypertensives |

44%. Antibictics =~ 4% Antifungals Details of less studied categories
 {=4% Vesodigwos [<2%. Antianxieties
9%_Antiarthythmics
0%. Bronohoditalors y/ < 1%. Anlicoaguiants|
Details of antibiotics 15%. LESS STUDIED CATEGORIES =
- 3% Macroiides ) <1% Anfilcers {2%. Antidjabetics|
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Figure I-11. Representative relative proportions of the therapeutical categories in sludge from the
median concentrations of quantified PhCs in the literature.

The qualitative assessment to relative distribution of therapeutical categories is given detailing the antibiotics
and the less studied categories distributions. See references and data (Tab.l-2, Tab.I-SM1).
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[.LA.4. Conclusions and perspectives

This review provides a synthesis on a wide panel of 32 therapeutical categories detected in
sludge matrices by providing a representative visualization of the 305 quantified PhCs among
455 investigated. It investigates the synergistic and complex action of several sorption
mechanisms depending on properties such as the characteristics of sludge composition and
the physical and chemical parameters of target PhCs.

The heterogeneity of PhCs properties and the diversity of sludge composition imply complex
PhCs behaviors in sludge matrices. Reduction of pharmaceuticals contents by degradation or
mineralization processes are also investigated. Moreover, the appreciation of the compiled
current knowledge highlights the co-existence of many hydrophobic PhCs (log Kew > 2.5),
mainly charged (positive or negative) at sludge pH.

The comprehensive review of the 455 PhCs occurrence assess the main relevant categories
as follows: antibiotics (relative proportion of 44% among quantified PhCs in sludge, literature
calculated median at 30 pg.kg* dw, 63 quantified compounds), stimulants (15 %, 37 ug.kg™
dw, 8), antidepressants (5 %, 42 ug.kg™' dw, 26), antihistamines (4 %, 44 pg.kg*dw, 9), anti-
inflammatories (5 %, 24 ug.kg™? dw, 23), antifungals (4 %, 48 ug.kg*dw, 10), antihypertensives
(3 %, 21 pg.kgtdw, 30). This review also highlights the relatively less studied categories (15
%, 15 pg.kg!dw, 53) as antiemetics, antineoplastics, or antipsychotics, at higher levels than
categories as hormones (< 2 %, 13 pg.kg* dw, 19) or illicit drugs (~ 3 %, 6 pg.kg? dw, 37).
Also, this paper review considers some therapeutical categories, as antiprotozoals, antivirals,
antiarrhythmics, and vasodilators, potentially requiring more studies.

The main mechanisms that control the occurrence of pharmaceuticals in sludge according to
their physical and chemical properties:

1 — The distribution of non-ionic compounds (neutral PhCs) in sludge is achieved through
hydrophobic interactions and can be estimated through models using the Kow values.

2 - lonic compounds are adsorbed onto the sludge under the effect of electrostatic attractions.
3 — Electrostatic bonds can interfere with hydrophobic interactions. Sludges from biological
treatments present a predominance of electrostatic interactions due to their high protein
content compared to primary sludges where the lipid fraction is dominant.

4 - Aerobic sludge stabilization processes allow a considerable effectiveness of reducing PhCs
levels through degradation and mineralization, even if their elimination is not complete or inhibit
by the sorption mechanisms reducing their bio accessibility.

Throughout these tendencies, slight differences of the sludge composition (e.g., lipidic fraction,
biomass type), at WWTP scales, induces higher concentrations of PhCs in sewage sludge
than raw sludge due to the sorption mechanisms, and slight content reductions with
stabilization processes. However, at larger scale, current state of knowledge describes
significant residual levels of concentrations ranging from several pug.kg™ to hundreds of mg.kg-
1 of dry weight, whatever the sludge matrices. Although research needs to monitor antibiotics
by their persistence and environmental risk through amendment practices, specific categories
also require a continue monitoring as antidepressants, antifungals, and antihistamines. These
recommendations are based on their properties depending on sludge processing conditions,
especially on positively charged compounds with high hydrophobicity coefficient, which are
identified as the major factors inducing residual contents of several pug.kg™ (dw). At the same
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time, because of their variable properties and low number of investigations on studies,
relatively less studied categories need further research. Antivirals, vasodilators,
antiarrhythmics deserve more attention due to their high medians around 100 pg.kg?, as for
antiprotozoals, antiemetics, antineoplastics, or antipsychotics due to their relative high
proportions in sludge.

* k k k%

Points a retenir

v Analyse documentaire approfondie et actualisée a 110 références entre 2002 et 2021.
- Cette revue fournit une approche holistique sur 305 résidus pharmaceutiques
guantifiés dans les matrices résiduaires organiques : les boues d’épuration.
- Contrairement aux 8 revues existantes, qui se concentrent sur les efficacités de
traitement des filieres, cette revue met en évidence la persistance de composés dans
les boues, apportant des données pour 84 composés supplémentaires.

v" Une variabilité significative des teneurs en résidus pharmaceutiques dans ces matrices a
été mise en évidence, selon les performances des techniques analytiques.

X La plupart des études n'identifient pas clairement la nature de la matrice boue analysée,
ce qui rend la comparaison des données difficile.

v’ Les processus de stabilisation contribuent a l'atténuation des contenus en résidus
pharmaceutiques, mais des niveaux résiduels significatifs persistent en sortie de la filiere.

v’ La sorption des produits pharmaceutiques dans les boues est contrdlée par l'action
synergique de mécanismes physiques et chimiques :

- Interactions électrostatiques

- Interactions hydrophobes
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I.B — Sélection des contaminants d’intérét

Dans le contexte de valorisation des boues, il est nécessaire d’établir une liste des
contaminants cibles les plus résistants a la filiere de production et de stabilisation des boues.
La sélection des contaminants cibles a été réalisée la plus large possible de fagon a ne pas
écarter certaines catégories de résidus pharmaceutiques et pesticides. Pour favoriser les
chances de détection et de quantification d’'une contamination dans les sols amendés riches
en matiere organique, les contaminants sélectionnés font partis des plus détectés par la
littérature (Sellier et al., 2022). Comme il a été relevé dans la majorité des études, I'observation
des antibiotiques est nécessaire étant donné le risque qu’ils impliquent a I'écosystemes di
aux effets toxiques sur la communauté microbienne (Kimmerer, 2009; Julia Martin et al.,
2012).

Les projets antérieurs JPI (Projet européen-JPI Joint) et Expovis (Projet national - Anses) ont
servis de base a la sélection des contaminants suivant leur identification dans les
compartiments environnementaux du sud de la France.

Cette premiere liste regroupe 39 contaminants dont 28 résidus pharmaceutiques, couvrant :
- les résidus pharmaceutiques les plus consommés en France,

- les contaminants les plus étudiés de la littérature dans I'écosystéme terrestre et aquatiques
(Gros et al., 2017; Lesueur et al., 2019),

- les composés les plus détectés et quantifiés dans les sols, les eaux de surfaces et les eaux
souterraines de la nappe de la Vistrenque, bassin versant soumis a une forte pression

anthropique (Khaska et al., 2017; Le Gal La Salle et al., 2018).

En raison de I'importance des substances répertoriées dans les boues d’épuration (Partie A),
la sélection s’est élargie sur les composés résistants aux systemes épuratoires, selon :

- leur occurrence globale dans les boues d’épuration et les produits résiduaires organiques,
- leur fréquence de détection dans les études (Sellier er al. 2022).

Pour conforter et apporter des données supplémentaires sur le devenir des contaminants au
travers la valorisation agricole des boues d’épuration, la sélection est composée (Fig.I-12):
a - des contaminants récurrents a la littérature (e.g., carbamazépine, sulfaméthoxazole, ibuproféne,
diclofénac, kétoproféne, ciprofloxacine, norfloxacine, ofloxacine, fluoxétine, triméthoprime, acétaminophéne,
gemfibrozil, sulfapyridine, sulfadiazine, diazépam, roxithromycine, azithromycine, érythromycine,
clarithromycine, diphénhydramine, doxycycline, tétracycline),

b — des contaminants moins étudiés, mais dont la présence est avérée dans les boues
d’épuration (e.g., acebutolol, amitriptyline, atorvastatin, cetirizine, cyclophosphamide, domperidone,
econazole, fluconazole, metronidazole, acide fénofibrique, furosemide, glibenclamide, hydrochlorothiazide,

irbesartan, telmisartan, valsartan, lamotrigine, lidocaine, oxazepam, tramadol, venlafaxine, verapamil).

La Fig.I-12 présente la variabilité des teneurs d’'une partie des contaminants cibles distinguant
les matrices issues des filieres de production et de stabilisation : les boues d’épuration (Fig |-
12.A - boues brutes, boues activées, boues d’épuration), et les boues stabilisées (Fig I-12.A
— boues déshydratées et digérées, composts, biosolides), respectivement (Sellier er al. 2022).

Les données des boues déshydratées, considérées comme des boues stabilisées,
apparaissent dans chaque figures comme repére étant donné les différences d’échelles.
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Figure 1-12. Variabilité des concentrations des contaminants d’intérét dans les différents types de
boues relevées dans la littérature (Sellier et al. 2022).

Fig.I-12.A. Représentation graphique sous forme de boxplots des teneurs retrouvées dans les boues d’épuration,
issues de la filiere de production des boues (bleue), et les boues stabilisées, issues de la filiere de stabilisation
des boues (gris), selon la Fig.l-2. Le nombre de matrices de boues dans lesquelles ont été détectés chacun des
contaminants est précisé par rapport au nombre de matrices étudiées (détecté/étudié).

Les acronymes de chaque résidu pharmaceutique est indiqué dans la liste des sigles en fin de manuscrit.
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Fig.I-12.B. Représentation graphique sous forme de boxplots des teneurs retrouvées dans les boues d’épuration,
soit les boues brutes (jaune), les boues activées (vert), les boues d’épuration (bleu), selon la Fig.I-2. Le nombre
de détection dans ce type de matrice est précisé (n=x).

Les acronymes de chaque résidu pharmaceutique est indiqué dans la liste des sigles en fin de manuscrit.
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Produits résiduaires organiques issus de la filiére de stabilisation des boues
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Fig.I-12.C. Représentation graphique sous forme de boxplots des teneurs retrouvées dans les boues stabilisées,
soit les biosolides (or), les boues digérées (rouge), les boues compostées (bleu), selon la Fig.I-2. Le nombre de
détection dans ce type de matrice est précisé (n=x).

Les acronymes de chaque résidu pharmaceutique est indiqué dans la liste des sigles en fin de manuscrit.

Ainsi 62 pharmaceutiques et 15 pesticides ont été choisis pour représenter un large panel de
propriétés physico-chimiques, a travers le coefficient de partage octanol-eau caractérisant
leurs hydrophobicités variées, des gammes de polarité variables menant a différents états
d’ionisation par leurs constantes d’acidité au pH des boues (pHboues)-

La volonté d’intégrer des pesticides et les métabolites dans les contaminants s’explique par :
- leur utilisation dans le traitement phytosanitaires des sols durant les cultures, justifiant d’'une
intervention (traitement et protection des cultures) sur la parcelle agricole considérée,

- les fréquences de quantification élevées dans les compartiments environnementaux de la
nappe de la Vistrenque, (Khaska et al., 2017; Le Gal La Salle et al., 2018),

- leur présence confirmée dans les boues valorisées en agriculture, justifiant également leur
présence dans les sols en absence de traitement (Ghanem, 2006).

Les produits phytosanitaires, communément nommés pesticides (insecticides, herbicides,
fongicides, etc), peuvent étre retrouvés dans les réseaux de collecte par :

(i) leur utilisation en milieu urbain, représentant 1 % a 7 % des pesticides commercialisés en
France (“Les pesticides des villes polluent aussi,” 2001),

(ii) un déversement accidentel ou non dans les systemes de collecte des usages agricoles,
(iii) leur présence par ruissellement dans les eaux de pluie, tout usage confondu.
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Chapitre |

I.B.1. Caractéristiques physico-chimiques des contaminants d’intérét

Les contaminants sélectionnés couvrent une large gamme de caractéristiques
d’hydrophobicité et de constantes d’acidité sur des composés acides, basiques ou neutres
permettant de symboliser de multiples états d’ionisation dans les boues (Fig.I-10, Fig.I-13).

Contaminants basiques (+) Contaminants acides (-) Contaminants neutres (+)

1000
100
107
1_
10000 T
10004 X x 5 o o
100 1 % x % +

— 10000 = -
10001 & f + g

100 “ x % s
’f x 5 X% o+ ¥ s e

10000 1
10001 % +
100 X% + + 4_5;
107 % +

10000 o
1000 +

100 P W o Tt

leneurs médianes - ugikg (ms
x
put

a

10000 1
1000
1007
107

1000 A
100 4 x
10 w + 5 o

14 +

6 -2 0 2 : 6 2 0

Coefficient de partition octanol/eau - logP

[EE
'
en 4

]
3
=
[

Figure I-13. Représentation des concentrations médianes selon les propriétés physico-chimiques des
résidus pharmaceutiques sélectionnés pour I'étude.

Les médianes des données de la littérature propres a chaque type de boues (Fig.I-2, Fig.l-12) sont présentées en
fonction de leur hydrophobicité (log P) et selon la spécification de I'état ionique majeur sur les gammes de pH
des boues (espéces négatives, positives ou neutres).

Les caractéristiques physico-chimiques des 62 résidus pharmaceutiques répartis en 18
classes thérapeutiques, 15 pesticides, 2 édulcorants et 1 stimulant peuvent conditionner leur
devenir dans I'environnement (masse molaire, Mw — g.mol? ; solubilité, Sol. - g.L"? ; constante
de pression de vapeur, Vp — mm Hg a 25°C ; constante de Henry, kH — atm.m3.mol* a 25°C ;
constante de dissociation, DIS ; constantes d’acidité pKai, pKaz; coefficient de partage
octanol/eau, logKow suivant les base de données Chemicalize ou Pubchem), et sont listées en
Tab.l-5 et Annexes.
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Chapitre |

|.B.2. Analyse instrumentale

L’étude des protocoles employés pour I'analyse des contaminants d’intérét sélectionnés a
orienté la mise en place d’'une méthode analytique adaptée. Les étapes mises en place, pour
permettre 'analyse multi-résidus de composés aux propriétés variées sont décrites ci-apres.

1.B.2.1. Configuration analytique

Un systéme chromatographique Shimadzu?® équipé d’une colonne phase inverse Kinetex Polar
C15 (100 A ; 100 x 2.1 mm - 2.6 pm) a été utilisé pour déterminer la concentration des résidus
pharmaceutiques et pesticides. Une pré-colonne de méme caractéristiqgue Polar C1s (2.1 mm)
a été ajoutée pour limiter la contamination de la colonne et 'augmentation de pression dans
le systeme. Le passeur d’échantillons a été maintenu a 5°C lors des analyses, effectuées dans
les 24 heures suivant I'extraction, & un débit de 0.3 mL.min* a 'aide d’'une pompe binaire. Le
volume d’injection est de 10 pL.

L’optimisation de la procédure instrumentale, détaillée ci-dessous, a orienté la sélection des
éluants les plus appropriés a la séparation par analyse chromatographique a I'utilisation de
phases mobiles tamponnées a 0.1 % d’acide formique chacune (éluant aqueux A : EUP —
éluant organique B : méthanol). L’acquisition des données, et donc la séparation des analytes
par gradient analytique des phases mobiles, s’effectue sur 20 minutes ou la séquence
chromatographique s’effectue sur 30 minutes (Fig.I-14).
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Figure I-14. Représentation de I’évolution du gradient chromatographique avec positionnement des
analytes d’intérét, standards analytiques et composés deutérés.

L’évolution du gradient de séparation chromatographique a été sectionné (droites verticales pointillées) en 4
gradients suivi d’un retour aux conditions initiales. Chaque standard externe (point bleu ¢) a été spécifié sur la
courbe de gradient en fonction de son temps de rétention (tr, Tab.I-4), analysé en mode de surveillance des
réactions multiples (MRM). 11 plages d’acquisition pour la quantification par étalonnage interne sont détaillées,
précisant les standards internes (point rouge ¢) et les surrogates (point gris ¢) associés et respectivement placés
suivant leur temps de rétention (Tab.I-4).

! Le développement a été effectué, dans un premier temps, sur un systéme Waters couplé & un spectrométre de
masse tandem a triple quadripdle Quattro Premier (Micromass), équipé d’une source d’ionisation par
électrospray. A la suite d’un disfonctionnement technique irréversible, le méthode a été réimplantée sur un
nouvel équipement Shimadzu (Shimadzu LCMS-8040).
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Tableau I-3. Paramétres optimisés d’acquisition pour I'identification et la quantification des composés par analyse LC-MS?2.
tr — temps de rétention (minutes)

[M-H]* - Transition de I'ion pseudomoléculaire permettant I'initiation & I'identification de I'analyte cible et la quantification si le composé est confirmé

lonl et lon2 - Transitions de fragmentation permettant la confirmation de I'analyte cible et déclenchant le processus de quantification

Q1 et Q3 - Tensions de cone (volt) appliquées aux premiers et troisieme quadripdles, respectivement (paramétres d'ionisation).

CE — Energie de collision (volt) (paramétres d’ionisation).

r2 — Expression de la linéarité par la corrélation des droites de calibration

%RSD - Ecart-type relatif obtenu de la linéarité des croites de calibration

Isotopic-labelled standards tR Quantification Confirmationl Confirmation2 Linearity
Analytical standards ~ Acronyms | ESI min [M-H]+ Q1 CE Q3 lonl Q1L CE Q3 lon2 Q1 CE Q3 2 %RSD
Acetaminophen d4 + 2,6 |156.20>114.15 -11 -23  -23  156.20>69.20 -1 27 -27  156.20>43.20 <11 -16 -16

Acesulfame K ACEK - 1,6 | 162.05>78.00 30 26 26 162.05>82.00 30 29 29 0,998 3,0
Acetaminophen ACE + 2,6 |152.10>110.15 -30 -22 -19 152.10>65.25 -30 26 22 152.10>93.20 -1 -19 26 | 0,995 3,7
Cafeine CAFE + 4,3 | 195.10>138.20 -14 -27 -27  195.10>42.20 -3 -17 -17 0,998 2,7
Hydrochlorothiazide HYDRO - 2,6 | 295.85>205.00 20 20 20 295.85>269.10 20 28 28 295.85>77.95 20 27 27 | 0,994 48
Metformin MET 0,9 | 130.20>71.25 -30  -14  -14  130.20>60.15 -30 25 -25  130.20>43.20 30 <17 <17 | 0,994 a3
Saccharine SAC 2,7 | 182.05>105.90 12 17 14 182.05>42.10 19 14 17 0,993 47
Atenolol d; 2,6 | 274.30>190.20 -13  -14  -14 274.30>14515 -11 -16 -16 2743012325 -13 -14 14

surrogate Metoprolol d; 52 |275.10>123.20 -30 20 -25 275.10>79.20 -14 23 -16 275.10>10520 -14 21 -22

Acebutolol ACEB 5,6 | 337.25>116.20 -13 -23 -23  337.25>72.20 -3 (14 -14  337.25>56.20 -13 -23 -23 | 0,997 26
Atenolol ATEN 2,6 | 267.25>145.15 -11 -28 -28  267.25>190.20 -11  -14 -14  267.25>74.20 -10 -15 -15 | 0,998 2,6
Metoprolol METO 5,3 | 268.10>56.15 -30 -29 -24  268.10>116.10 -14 -20 -23  268.10>74.15 -14 -23 -15 | 0,997 2,9
Propanolol PROP 8,8 | 260.25>56.20 -18 -23 -23  260.25>116.30 -10 -23 -23  260.25>183.10 -18 -14 -14 | 0,996 3,4
Sotalol SOTA 2,4 | 273.15>13320 -11 26 -26 273.15>25520 -19 -19 -19 273.15>21320 -10 -16 -16 (0997 33

Sulfamethoxazole 13Cg
surrogate Sulfadoxine ds

4,5 | 260.15>162.10 -18 -18 -18 260.15>98.15 -0 -19  -19  260.15>114.15 -18 -23  -23
54 |314.15>156.15 -15 -17  -17 314.15>92.20 <12 -18  -18 314.15>108.15 -15 -21  -21

Sulfadiazine SFDZ 2,8 | 251.10>156.15  -17 -18 -18  251.10>92.15 -0 -18 -18  251.10>65.20 -17 -13 -13 | 0,997 29
Sulfamethazine SFMZ 4,0 | 279.15>186.15 11 -21 21  279.15>92.15 -1 19 19 279.15>124.30 11 -14 14 0,997 29
Sulfamethoxazole SFMX 4,5 | 254.10>92.15 -18 -19 -19  254.10>156.05 -16 -30 -30  254.10>65.20 -17 -26 -26 | 0,997 32
Sulfapyridine SFP 3,0 | 250.10156.10 -16  -17 -17 250.1092.15 -16 -19 -19 250.10»65.20 -17 -13  -13 | 0997 29

Ofloxacine dj
surrogate Trimethoprim dg

4,6 | 365.20>321.25 -14 24 -24 365.20>261.15 -14 -19 -19 365.20>347.20 -13 -25 -25
3,5 |300.20>234.15 -11  -26 -26 300.20>123.10 -10 -24 -24 300.20>264.10 -11 -30 -30

Ciprofloxacin CIPRO 5,0 |332.15>314.15 -12 24 -24 33215>231.10 -12 -25 -25 332.15>288.20 -13 -21 21 | (0997 31
Enoxacin ENO 4,5 |321.15>303.15 12 -23 23 321.15>232.05 -12 -26 -26 321.15>204.15 -21 23 -23 | 0995 43
Enrofloxacin ENRO 56 |360.20>316.20 -13 -24 -24 360.20>342.20 -13 -26 26 360.20>245.15 -13 -18 -18 | (0998 3.
Norfloxacin NOR 4,7 |320.15>302.15 -12 -23 -23 320.15>231.10 -12 -25 25 320.15>276.25 -12 -21 21 | (0993 49
Ofloxacin OFLO 4,7 | 362.20>318.20 -24  -24 24 362.20>261.05 -13 -19  -19 362.20>34420 -24 25 25 | 0996 35
Tetracycline TETRA 4,1 | 445.25>410.10 -11  -30 -30 445.25>427.15 -11 23 23 445.25>15420 -11 17  -17 | 0981 74
Trimethoprim TRIM 3,5 | 291.15>261.05 -11  -20 20 291.15>230.15 -11 -17  -17 291.156>12320 -11 -14 -14 | 0989 62
Xylazine dg 4,4 | 227.10>90.15 -5 -24  -19  227.10>170.15 -15 -27  -19 227.10>41.25 -5 36 -16

surrogate Ronidazole d;
Cyclophosphamide cycLo

26 |20410>14325 14 -16 -16 204.10558.20 -14 -24 -24 20410>4520 -4 -18  -18
72 | 2631014205 18 28 28 263.10>14410 -10 -20 29 263151201 -1 24 24 | 0996 33

R T T T T S I R S S S I R S ST o I S S S

Diphenhydramine DIPH 9,3 | 256.25>167.25  -10 -19 -19  256.25>152.20 -10 -17 -17  256.25>165.10 -18  -30 -30 | 0,996 3,9
Domperidone Dpom 9,2 |428.20>147.20 30 -29 29 428.20>17520 -30 -13  -13 428.20>119.25 ~-16 -25 -25 | 0998 26
Fluconazole FLUCO 6,0 | 307.20>238.05 -12 -18 -18 307.20>220.05 -12 -25 -25 307.20>169.15 -12 -19 -19 (0996 34
Lamotrigine LAMO 4,8 | 258.00>147.00  -18 -30  -30 258.00>43.20 <10 17 -17  258.00>213.00 -19 -16 -16 | 0,997 3,4
Lidocaine LIDO 3,3 | 235.25>86.25 -7 -7 17 235.25>58.20 -16 -12  -12 23525>30.25 16 -12  -12 | 0996 31
Metronidazole METRO 2,4 |172.15>82.15 -12 -16 -6 172.15>128.10 -12 -25 -25 172.15>42.20 -12 -16 -16 | 0,996 32
Theophylline THEO - 3,3 | 179.15>122.05 12 19 19 179.15>164.20 12 30 30 179.15>135.10 12 21 21 | 0,996 3,8
Thiabendazole THIA + 3,9 | 202.15>175.10 -14 -19 -19 202.15>131.15 -14 -26 -26 202.15>65.20 -4 -13 13 10,998 26
Tramadol TRAMA + 4,7 | 265.00>58.15 -30 -17 -23  265.00>59.15 -30  -22 -12 0,997 2,9
Xylazine XYLA + 4,5 | 221.15>90.20 -15 -18 -8 221.15>164.05 -15 -12 -12 221.15>41.15 -6 -17 -17 | 0,998 2,2
Venlafaxine dg + 8,0 | 284.25>64.25 -11 -13 -13  284.25>266.40 -11 -14 -14  284.25>121.15 -11 -24 -24

Escitalopram ESCI + 9,7 | 325.20>109.15  -12 -22 -22 325.20>262.15 -12 -20 -20  325.20>234.10 -13  -26 -26 | 0,998 23
Furosemide FURO - 10,3 | 329.15>204.95 22 21 21 329.15>285.10 22 30 30 0,996 34
Venlafaxine VEN + 8,0 | 278.30>58.25 -3 -23 23 278.30>260.25 -11 20 20 278.30>121.25 -11  -24  -24 | (0998 23
Diazepam ds + 14,5/290.30>198.15 -14 -22 -22 290.30>154.15 -14 -18 -18 290.30>227.20 -14 -17 17

surrogate Oxazepam ds + 12,8 | 292.25>246.10 -14 -18 <18 292.25>274.15 -20 -21 -21

Diazepam DzP + 145 28525>154.10 -12 -30  -30 285.25>193.15 -13 -22 -22  285.25>222.15 -11 -24 -24 0,997 2,9
Oxazepam OxzpP + 12,9|287.25>241.05 -14 -18 -18 287.25>269.10 -12 -11  -11 287.25>104.20 -14 -22 -22 0,993 44
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Isotopic-labelled standards Quantification Confirmationl Confirmation2 Linearity
Analytical standards Acronyms | ESI tR [M-H]+ Q1 CE Q3 lonl Q1 CE Q3 lon2 Q1 CE Q3 2 %RSD
Erythromycine 13C, + 13,2 | 736.60>160.20 -26  -18 -18 736.60>578.35 -26 -32 -32 736.60>118.20 -26 -24 -24

surrogate Sulfadimethoxine dg + 7,8 | 317.20>162.25 -15 -12 -12 317.20>92.15 -12 -19  -19 317.20>156.15 -12 -17 17

Azithromycin AZI + 9,6 | 749.60>591.35 -28 -30 -30 749.60>116.20 -28 -23  -23  749.60>158.25 -28  -18 18 0997 31
Clarithromycin CLARI + 14,8 | 748.55>158.20 -26  -18 -18 748.55>83.20 -28 -7 -17 748.55>116.25 -28 13 -13 | 0,997 29
Erythromycine ERY + 132|73455>576.30 -26 -30 -30 734.55>158.20 26 -12 -12 734.55>83.20 26 17 <17 | 0996 39
Flumequine FLUME + 11,3 | 262.15>244.10 -18 -18 -18 262.15>202.05 -17 -22 -22 262.15>126.05 -18 25 25 | (0,997 30
Nalidixic acid NALI + 11,0 | 233.15>215.20 -16 -16 -16 233.15>187.05 -16 -21 21 233.15>104.15 -6 -21 21 | 0,996 35
Roxithromycin ROXI + 15,3 | 837.65>679.35 -20 -26 -26 837.65>158.20 -20 -18  -18 837.65>116.25 20 23 23 (0,994 36
Spiramycin SPIRA + 9,8 | 843.55>174.15 -24 41  -20 843.55>101.05 -24 48 -19 843.55>14220 24 40 -16 | 0,995 43
Tylosin TYLO + 13,7 | 916.60>174.20 -20 -20 -20 916.60>101.15 -20 21 21 0,994 4,0
Carbamazépine dyo + 11,6 | 247.20>204.20 -16 -23  -23 247.20>202.20 -17 -24 -24 247.20>201.25 -17 -22 -22

surrogate Phenacetin 13C + 7,2 | 181.00>110.10 -21 -21 -22 181.00>117.10 -21 -1 23

Carbamazepine CBZ + 11,8 | 237.20>194.10 -10 -22 -22 237.20>193.10 -10 -22 22 237.20>192.10 100 22 22 10,998 28
EpoxyCarbamazepine = ECBZ + 9,3 | 253.20>180.15 -10 -20 -20 253.20>236.20 -10 -18 -18 253.20>210.15 -10 -16 -16 | 0,997 31
Cetirizine CETI + 13,3 389.40>201.15 -15 -15 -15 389.40>165.20 -10 -18  -18 389.40>166.20 <15 -18  -18 | 0,996 39
Econazole ECO + 151383.10>125.10 ~-15 -26 -26 383.10>127.05 -14 -25 25 383.10>69.20 <15 14 <14 | 0992 53
Fenofibric acid FEN + 16,9 | 319.26>233.10 -13  -17 17 319.25>139.15 -13 -15 -15 319.25>111.10 -18 21 21 | 0997 30
Glibenclamide GLI + 17,0 | 495.20>370.00 -10 -19 -19 495.20>169.15 -12 -18  -18 495.20>170.05 <18 -18  -18 | 0997 29
Sildenafil SiL + 12,1 | 475.30>58.25 -18  -23 -23  475.30>100.15 -18 -19 -19 475.30>99.25 -7 20 -20 | 0997 33
Warfarin WAR + 15,3 | 309.15>163.15 -12 -12 -12 309.15>251.05 -12 -29 29 309.15>121.15 -2 -23 23 | 0,998 25
Amitriptyline ds + 12,4 | 281.10>91.10 -4  -25  -19 281.10>233.10 -14 -18 -17 281.10>105.05 -14 25 -21

Amitriptyline AMI + 12,4 | 278.20>105.20 -11  -21  -21  278.20>91.20 -18 -8 -18 278.20>117.20 11 24 24 10,998 24
Atorvastatin ATOR + 17,2 | 559.35>440.30 -20 -18  -18 559.35>250.10 -20 -19 -19 559.35>276.15 -20 -21 -21 | (0,998 27
Diclofenac DCF + 16,7 | 298.05>217.15 -21  -24  -24 298.05>252.10 -21 -19 19  298.05>214.10 21 -23 -23 10,998 24
Fluoxetine FLUO + 12,8 | 310.75>44.20 -6 -18  -18 310.75>45.25 -16 -8 -18 0,997 3,0
Gemfibrozil GEM + 18,6 | 251.25>83.25 -0 17 -17  251.25>129.20 -12 -26 -26 251.25>55.30 -8 11 -11 0,991 43
Irbesartan IRB + 14,3 | 429.35>207.20 -30 -16 -16 429.35>195.25 -16 -15 -15 429.35>180.10 -6 -20  -20 | 0,997 30
Mefenamic acid MEF + 18,3 | 242.20>224.20 -10 -25 -25 242.20>209.10 -17 -23  -23  242.20>180.20 -7 20 20 10,996 3,0
Miconazole mico + 16,3 | 417.05>161.00 -15 -18 -18 417.05>159.05 -15 -18 -18 417.05>69.20 <16 <14 -14 | 0,994 42
Telmisartan TEL + 14,7 | 515.35>497.20 20 27  -27 515.35>276.15 -20 -30  -30 515.35>289.20 20 22 22 10,997 3.1
Valsartan VAL + 16,3 | 436.25>235.20 -16 -18 -18 436.25>291.20 -16 -22 -22  436.25>207.20 <16 -23 23 10,998 26
Verapamil VERA + 12,0 | 455.30>165.25 -17 -19 19 45530>150.15 -17 -17 -17 455.30>30325 30 23 23 | 0,998 24
Atrazine ds + 12,0 | 221.20>179.20 -15 -20 -20 221.20>101.20 -16 21 21

surrogate Simazine dio + 9,5 |212.25>105.10 -14 -22 -22 212.25>137.15 -15 -15 -15 212.25>13425 -15 15 -15

surrogate Diuron dg + 12,3 | 241.05>78.20 -16 -16 -16  241.05>52.25 -16 21 21

Atrazine ATRA + 12,0 | 216.20>174.20 -16 -20 -20 216.20>96.15 -15 -20 20 216.20>68.15 <15 <14 14 | 0997 32
Desethylatrazine DEA + 59 |190.15>106.10 -13 -22 -22 190.15>148.10 -14 -29 -29 190.15>43.20 <13 -18 18 | 0,997 31
Deisopropylatrazine DIA + 4,0 | 174.10>68.15 -12 -27 -27  174.10>104.10 -12 -20 -20 174.10>96.25 -2 419 <19 | 0,996 31
Diuron DIU + 12,4 | 234.60>72.25 -30 -15  -15  234.60>46.20 -30 -9 -19 234.60>162.10 -3 18 -18 10,998 28
Flonicamide FLO + 14,6 | 230.15>174.15 -17 -21  -21  230.15>90.15 -7 30 -30 230.15>203.00 -17 23 -23 | 0997 32
Hexazinone HEXA + 10,4 | 2563.20>171.15 -17 -19 -19 253.20>71.20 -10 -4 -14  253.20>85.20 <10 17 <17 | 0,992 49
Irgarol IRG + 131 (2542019810 -17 -15 -15 2542058320 -17 -17 -17 254.20>91.15 417 18 18 | 0994 41
Isoproturon I1SO + 12,5 | 207.20>72.25 -14 15 -15  207.20>46.20 -4 19 -19 207.20>165.25 -4 19 19 10995 43
Linuron LINU + 13,8 | 251.10>162.00 -17 -18 -18 251.10>135.00 -17 -25 25 251.10>182.15 <18 -20 20 | 0,994 40
Malathion MALA + 154 | 331.05>127.20 -12 -14 -14 331.05>99.10 -12 -20  -20 331.05>285.00 12 22 22 10,995 35
Metolachlore METOL + 16,5|284.30>252.20 -20 -19 -19 284.30>176.30 -20 -13 -13 284.30>134.20 21 -15 -15 | 0996 34
Simazine SIMA + 9,6 |202.15>104.10 -14 -21 21 202.15>132.10 -14 -25  -25 202.15>124.25 <14 24 24 | 0,998 27
Terbuthryn TERT + 12,4 | 242.15>186.20 -17 -21  -21  242.15>68.20 -17 -27 27 242.15>91.15 -6 18 -18 | 0,997 30
Terbuthylazine TERB + 14,6 | 230.20>174.10 -10 -13  -13  230.20>96.25 -1 19 19 230.20>68.15 <10 27 -27 | 0,997 31
Desterbuthylazine DTERB + 10,5 | 204.15>148.10 -14 -29 -29 204.15>106.10 -14 -21  -21 204.15>43.20 -14 -17  -17 | 0,998 23
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Tableau I-4. Références analytiques et caractéristiques physico-chimiques des standards analytiques d’intérét sélectionnés.
Les standards analytiques et les standards marqués isotopiqguement sont de qualité standard analytique, ou certifiés comme matériel de référence (Merck, Sigma Aldrich, Supelco) : cerilliant -
Cerilliant reference material ; Vetranal - Vetranal, analytical standard ; Pestanal - Pestanal, analytical standard ; Cert. Ref. Material - Certified Referenced Material ; TraCERT — TraCERT reference material. na indique aucune donnée.

Contaminant N°CAS Analytical grade Formula Mw Sol. Vp kH Chem.  PubChem DIS pKai pKaz Etat de charge Indice de mobilité
Antibiotics

AZ| 83905-01-5  analytical standard C3gH72N2012 749.0 1.81E+01 2.65E-24 5.30E-29 2.44 4.02 8.7 12.43 9.57 Base (+ ou n) Peu mobile
CLARI 81103-11-9  Cert. Ref. Material C3sHeoNO13 748.0 2.83E+00 2.32E-25 na 3.24 3.20 9.0 12.46 9.00 Base (+ ou n) Mobile

ERY 114-07-8 Cert. Ref. Material C37He7NO13 733.9 3.92E+00 2.12E-25 na 2.60 2.70 8.9 12.45 9.00 Base (+oun) Peu mobile
ROXI 80214-83-1  >90% HPLC grade CaiH76N2015 837.1 3.30E+01 na na 3.00 3.10 10.8 12.45 9.08 Base (+ oun) na

SPIRA 8025-81-8 Cert. Ref. Material Ca3H7aN2014 843.1 2.59E+01 9.90E-31 9.00E-35 3.77 2.10 7.9 12.94 9.56 Base (+ oun) Trés mobile
FLUME 42835-25-6  Vetranal Ci4H12FNO3 261.3 6.82E-01 2.45E-07 2.67E-13 242 2.90 6.5 5.81 - Acide (- ou n) Immobile a peu mobile
NALI 389-08-2 analytical standard Ci2H12N,03 232.2 2.24E+00 na na 0.79 1.40 8.6 5.77 4.66 Acide (-ou nou +) na

TYLO 1401-69-0 Vetranal CagH77NO17 916.1 5.71E+01 1.98E-34 5.77E-38 2.32 1.00 7.7 12.45 8.43 Base (+ ou n) Immobile a peu mobile
CIPRO 85721-33-1  >98% HPLC grade Ci7H18FN303 331.4 1.61E+00 2.85E-13 na -0.86 -1.1 6.1 5.56 8.77 Amphotére (+) Immobile
ENO 84294-96-2  analytical standard CisH17FN4O3 3203 7.76E-01 na na -1.02 -0.20 6.9 531 8.58 Amphotére (+) na

ENRO 93106-60-6  Vetranal CigH2:FN303 359.4 1.38E+00 na na 0.51 -0.20 6.4 5.55 7.24 Amphotere () na

NOR 70458-96-7 > 98% HPLC grade Ci6H18FN303 319.3 2.61E+00 6.80E-13 na -0.97 -1.00 6.3 5.58 8.77 Amphotere () Immobile
OFLO 82419-36-1  Cert. Ref. Material CisH20FN304 361.4 2.01E+00 9.84E-13 na 0.09 -0.40 6.0 5.36 6.72 Amphotére (t) Immobile
SFMZ 57-68-1 Vetranal C12H14N4O,S 278.3 4.23E-01 6.82E-09 1.93E-10 0.65 0.30 7.6 6.99 2.00 Acide (- ou n) na

SFDZ 68-35-9 Vetranal CioH10N4O>2S 250.3 7.93E-01 na na 0.39 -0.10 6.4 6.99 2.01 Acide (- ou n) Mobile a trés mobile
SFMX 723-46-6 analytical standard CioH11N303S 253.3 1.59E+00 6.93E-08 6.42E-13 0.79 0.90 5.7 6.16 1.97 Acide (- ou n) Trés mobile
SFP 144-83-2 Vetranal C11H11N30,S 249.3 8.39E-01 na na 1.01 0.00 8.4 6.24 2.14 Acide (- ou n) na
Anticonvulsants

CBZ 298-46-4 Cert. Ref. Material CisH12N20 236.3 3.82E-02 1.84E-07 1.08E-07 2.77 2.77 139 15.96 - Neutre Mobile
ECBZ 36507-30-9  analytical standard CisH12N20, 2523 1.09€e-01 na na 2.58 1.30 159 15.96 - Neutre na

LAMO 84057-84-1  Cert. Ref. Material CoH7Cl2Ns 256.1 9.51E-03 9.40E-09 2.20E-11 1.93 1.40 5.7 14.98 5.89 Base (+oun) Peu mobile
Antidepressants

AMI 549-18-8 Cert. Ref. Material CaoH23sN 277.4 1.14E-02 3.62E-07 6.85E-08 4.81 4.92 9.8 - 9.76 Base (+ oun) Peu mobile
ESCI 219861-08-2 Cert. Ref. Material C20H21FN,O 324.4 4.57E-02 1.13e-07 2.69E-11 3.76 3.20 9.8 - 9.78 Base (+ oun) Immobile
FLUO 56296-78-7  Cert. Ref. Material Ci17H1sF3NO 309.3 2.61E-02 na na 4.17 4.00 9.8 - 9.80 Base (+ ou n) na

VEN 99300-78-4  Cert. Ref. Material Ci7H27NO2 277.4 7.28E-01 2.46E-07 2.04E-11 2.74 2.90 10.1 14.42 8.91 Base (+oun) Mobile
Antihistamines

CETI 83881-52-1  Cert. Ref. Material C1H2sCINOs 388.9 4.29E-01 2.98E-11 4.19E-17 0.87 1.70 3.6 3.59 7.42 Acide (-ounou+) Mobile
DIPH 147-24-0 Cert. Ref. Material Cy17H2NO 255.4 3.60E-01 5.80E-06 na 3.65 3.30 9.0 - 8.87 Base (+ ou n) Mobile
Antifungals

ECO 24169-02-6  analytical standard CigH1sClsN.O  381.7 1.28E-03 na na 5.35 5.30 6.5 - 6.48 Base (+ ou n) na

FLUCO 86386-73-4  Cert. Ref. Material Ci3H12F2N6O 306.3 5.12E-01 3.00E-09 1.00E-13 0.56 0.40 2.3 12.68 2.30 Neutre Immobile
METRO 443-48-1 Vetranal CeHsN30;3 171.2 5.88E+01 3.10E-07 1.70€E-11 -0.46 0.00 2.4 15.41 3.01 Amphotére (-outou+) Trés mobile
MICO 22916-47-8  Cert. Ref. Material CigH1aFClaNO  416.1 3.03E-04 na na 5.96 5.30 6.5 6.48 - Base (+ oun) na

THIA 148-79-8 Pestanal Ci0H7N3S 201.3 1.61E-01 4.00E-09 2.12E-11 233 2.50 4.6 10.28 4.08 Acide (- ou n) Peu mobile
Anti-inflammatories

DCF 15307-79-6  analytical standard C14H11CI2NO> 296.2  1.49E-02 6.14E-08 4.73E-12 4.26 4.40 4.2 4.00 - Acide (- ou n) Mobile
MEFEN 61-68-7 analytical standard CisH1sNO2 241.3  2.06E-02 na na 5.40 5.10 4.2 3.89 -1.58 Acide (- ou n) na
Hypnotics

Dzp 439-14-5 analytical standard Ci6H13CINO 284.7 5.58E-03  2.80E-08 3.60E-08 3.08 3.00 34 - 2.92 Neutre Trés mobile
OXZP 604-75-1 analytical standard Ci5H11CIN,0, 286.7 9.11E-03 4.20E-12 5.50E-10 2.92 2.20 1.6 10.61 -1.47 Neutre Mobile
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Contaminant CAS Analytical grade Formula Mw Sol. Vp kH Chem.  PubChem DIS  pKa: pKaz Etat de charge Indice de mobilité
Lipid regulators

ATOR 344423-98-9 Cert. Ref. Material C33H3sFN2Os 1117.3 4.95E-05 6.95E-25 2.41E-23 5.39 6.36 4.3 431 - Acide (- ou n) Mobile

FENO 42017-89-0  analytical standard Ci7H15Cl04 318.8  4.96E-04 na na 5.28 3.90 - - - Neutre na

GEM 25812-30-0  analytical standard CisH2203 250.3  1.23E-01 3.10E-05 1.20E-08 4.39 3.80 4.5 4.42 - Acide (- ou n) Mobile
Antihypertensives

HYDRO 58-93-5 Cert. Ref. Material C7HsCIN30.S: 297.7 4.80E+00  1.78E-10 4.39E-12 -0.58 -0.10 7.9 9.09 - Trés mobile

IRB 138402-11-6 Cert. Ref. Material CasH2sNsO 428.5 1.31E-05 1.23E-15 7.04E-15 5.39 4.10 4.2 5.85 4.12 Acide (-ounou+) Immobile

TEL 144701-48-4 Cert. Ref. Material C33H30N402 514.6 4.69E-06 9.33E-20 2.33E-16 6.13 6.90 4.7 3.62 5.86 Amphoteére (- ou £ ou +) na

VAL 137862-53-4 Cert. Ref. Material Ca4H29Ns03 4355  4.88E-05 8.18E-16 3.08E-18 5.27 4.40 4.7 4.35 0.64 Acide (- ou n) Immobile a mobile
VERA 152-11-4 Cert. Ref. Material C27H3sN204 454.6  2.88E-02 4.20E-09 8.80E-25 5.04 3.80 8.9 - 9.68 Base (+ oun) Immobile

ACEB 34381-68-5  analytical standard CigH2sN204 336.4 2.51E-01 na na 1.53 1.70 11.8 1391 9.65 Base (+ oun) na

ATEN 29122-68-7  >98% HPLC grade Ci1aH2:N203 266.3  7.13E+00 na na 0.43 0.16 9.6 14.08 9.67 Base (+ ou n) na

METO 56392-17-7  Cert. Ref. Material CisH2sNO3 534.7 5.38E+00 na na 1.76 1.90 9.7 14.09 9.67 Base (+oun) Trés mobile

PROP 318-98-9 Cert. Ref. Material Ci6H2:NO2 259.4  5.18E-02 na na 2.58 3.00 9.4 14.09 9.67 Base (+oun) na

SOTA 959-24-0 >98% HPLC grade C12H20N203S 272.4 1.27E+01 na na -0.40 0.20 9.8 10.07 9.43 Base (+ oun) na
Pharmaceuticals

TRAMA 36282-47-0  >98% HPLC grade Ci6H2sNO> 263.4  7.48E-01 4.57E-07 1.54E-11 2.45 2.60 9.4 13.80 9.23 Base (+ ou n) Peu mobile

CAFE 58-08-2 TraCERT CsH10N40> 194.2 7.09E+01  9.00E-07 1.10E-11 -0.55 -0.07 14.0 - -1.16 Neutre Immobile a trés mobile
CYCLO 6055-19-2 Cert. Ref. Material C7H1sClaN202P 261.1  1.41E+01  4.50E+05 1.40E-11 0.10 0.60 13.5 1348 - Neutre Trés mobile

DOM 57808-66-9  >98% HPLC grade C22H24CINsO> 4259  5.54E-03 na na 2.90 3.90 7.9 12.52 7.03 Base (+ oun) na

FURO 54-31-9 Cert. Ref. Material C12H10CIN20sS  330.7  2.19E-01 3.10E-11 na 1.75 2.00 3.9 4.25 -1.52 Acide (- ou n) Trés mobile

LIDO 137-58-6 Cert. Ref. Material Ci1sH22N20 2343 5.41E-01 6.76E-06 1.31E-10 2.84 2.30 7.9 13.78 7.75 Base (+ oun) Mobile

SIL 171599-83-0 >98% HPLC grade C22H30Ns04S 474.6  1.53E-01 1.85E-17 7.22E-21 1.23 1.50 6.0 7.63 5.98 Base (+ounou-) Immobile

THEO 58-55-9 Cert. Ref. Material C7HsN4O> 180.2 1.97E+01  5.12E-09 1.79E-14 -0.77 0.00 8.8 7.82 -0.78 Acide (- ou n) Trés mobile

WAR 81-81-2 Pestanal Ci19H1604 308.3 5.70E-02 1.16E-07 2.80E-10 2.74 2.70 5.0 5.56 - Acide (- oun) Peu a trés mobile
XYLA 23076-35-9  Vetranal C12H16N2S 220.3  5.90E-02 na na 3.63 2.80 6.9 - 6.94 Base (+oun) na

Sweeteners

ACEK 55589-62-3  Cert. Ref. Material CaHaKNO4S 163.2  2.70E+01 na na -0.55 no data 3.0 3.02 - Acide (- ou n) na

SAC 81-07-2 Cert. Ref. Material C7HsNOsS 183.2 3.17E+00  1.03E-07 1.23E-09 0.04 0.90 13 1.94 - Acide (-) Trés mobile
Pesticides

ATRA 1912-24-9 Pestanal CgH14CINs 215.7  3.38E-02 2.89E-07 2.60E-09 2.20 2.60 1.6 14.48 4.20 Neutre Peu a trés mobile
DIA 1007-28-9 Pestanal CsHsCINs 173.6  1.29e-01 na na 1.12 1.10 9.7 14.91 4.41 Neutre na

DEA 6190-65-4 Pestanal CeH10CINs 187.6  6.06E-02 9.30E-05 1.50E-09 1.54 1.50 9.5 14.58 4.38 Neutre Peu a trés mobile
DIU 330-54-1 Pestanal CoH10Cl2N20 233.1 1.80E-01 6.90E-08 5.04E-10 2.53 2.70 13.2  13.18 - Neutre Mobile

FLONI 158062-67-0 Pestanal CoHeF3N30 229.2  5.20E-03 7.07E-09 4.10E-13 0.30 0.80 11.6 11.60 - Neutre Trés mobile

HEXA 51235-04-2  Pestanal C12H20N402 2523 3.30E-02 2.25E-07 2.30E-12 1.85 1.30 2.2 - 2.20 Neutre Trés mobile

IRG 28159-98-0  Pestanal Ci11H1NsS 253.4  1.44E-02 6.60E-07 3.10E-08 2.99 3.90 104 14.13 6.68 Neutre Mobile

ISO 34123-59-6  Pestanal C12H1sN20 206.3  6.50E-02 2.47E-08 1.89E-09 2.87 2.90 - - - Neutre Mobile

LINU 330-55-2 Pestanal CyH10Cl2N202 249.1  7.50E-02 1.43E-06 1.97E-09 3.20 3.20 - - - Neutre Peu mobile

MALA 121-75-5 Pestanal C10H19Cl,06PS;  330.4  1.43E-01 3.37E-06 4.89E-09 2.36 2.40 - - - Neutre Immobile a peu mobile
MTLC 51218-45-2  Pestanal CisH22CINO; 283.8 5.98E-02 3.13E-05 9.00E-09 3.45 3.10 - - - Neutre Peu a trés mobile
SIMA 122-34-9 Pestanal C7H12CINs 201.7  7.20E-02 2.21E-08 9.40E-10 1.78 2.20 1.6 14.75 4.23 Neutre Peu a trés mobile
TER 886-50-0 Pestanal CioH19NsS 241.4  2.50E-02 1.69E-06 1.15E-08 3.74 3.70 4.3 - 4.30 Neutre Immobile a mobile
TERB 5915-41-3 Pestanal CoH16CINs 229.7  2.42E-02 1.12E-06 2.30E-08 2.48 3.10 2.0 14.17 4.18 Neutre Peu mobile
DESTERB 30125-63-4  Pestanal C7H12CINs 201.7 4.31E-02 na na 1.82 2.00 9.3 14.22 4.35 Neutre na
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Sous une température de four a 40°C, température permettant de réduire la pression dans le
systeme, le gradient analytique des éluants est défini de la facon suivante (Fig.l-13).:
- les conditions initiales tO A/B 5/95, suivi de 4 gradients :

(1) 1 min jusque 20/80, (2) 5 min jusque 25/75,

(3) 12 min jusque 70/30, (4) 2 min jusque 100/0,
- un palier sur 3 min suivi d’'un retour aux conditions initiales et d’'une stabilisation sur 7 minutes.
Les solvants de ringage de la boucle d’injection et des joints de piston sont respectivement
EUP/méthanol 95/5 et acétonitrile/méthanol/EUP 1/1/1.

1.B.2.2. Optimisation de paramétres de détection analytique

La source d'ionisation du spectrométre de masse quadripolaire (Shimadzu LCMS-8040) est
un électrospray (ESI) utilisé en mode positif (ESI+) et négatif (ESI-) selon la structure et la
réponse des analytes, sélectionné pour sa compatibilité avec la majorité des phases mobiles.
Pour obtenir la meilleure sensibilité, améliorer les performances de détection des analytes
dans les extraits, une optimisation des parametres et conditions de détection a été effectuée,
suivant différentes étapes successives :

1.B.2.2.1. Identification des paramétres de détection par ionisation

La sélection des parametres de détection les plus adéquats (mode d'ionisation, tensions et
énergies appliquées) a été effectuée, pour chaque composé d’intérét, en introduisant une
solution standard concentrée a 1 mg.L! (Balances de précision : 0.01mg AX205 DeltaRange,
Mettler Toledo, 0.1mg AS220-R2, Radwag). L’optimisation de cette technique par infusion de
solution unique nécessite de choisir le meilleur mode d’ionisation pour y définir les transitions
et intensités associées au composé d’intérét, ou celle possédant la plus forte intensité ou la
plus grande sélectivité est utilisée comme transition quantitative, aussi dit Iion
pseudomoléculaire ([M-H]*), et les deux transitions suivantes sont utilisées pour l'analyse
qualitative, aussi dit ion de confirmation. Ensuite, les conditions optimales ont été ajustées
autant pour 'ionisation (tensions de cone Q1 et Q3, énergie de collision CE) que la fragmentation
(ion de quantification lon1, ion de confirmation lon2 ou deux fragments de confirmation
dominants ont été sélectionnés pour la plupart des contaminants organiques de la méthode
permettant d’appuyer l'identification du composé) (Tab.l-4).

1.B.2.2.2. Détermination des solvants les plus adaptés

L’étude des solvants les plus adaptés a été effectué en commengant par différents mélanges
A/B, pour lesquels l'influence du méthanol et de I'acétonitrile, unique ou mixte, a été évaluée.
L’ajout de tampon s’est avéré nécessaire pour lidentification de quelques composés
considérés comme critiques. L’effet des tampons (acide formique, acide acétique, formate
d’ammonium, acétate d’'ammonium) a différentes proportions, a été évalué, en respectant le
domaine de travail d’'utilisation du matériel.

I.B.2.2.3. Optimisation des parameétres de I'interface ESI

Les paramétres de l'interface par électrospray ont été optimisés suivant les recommandations
du fournisseur dans I'ordre suivant :

- Température de la ligne de désolvatation

Valeur par défaut : 250°C, évaluation par diminution de la température 200°C - 150°C - 100°C.

- Débit de gaz de nébulisation

Valeur par défaut : 3 L.min’, évaluation par augmentation de débit a 5 L.mint — 10 L.mint- 15 L.min.
- Température du bloc chauffant

Valeur par défaut : 400°C, évaluation d’'une élévation de température a 500°C.

- Débit du gaz de désolvatation

Valeur par défaut : 15 L.min, évaluation par diminution du débit & 10 L.min"* et 5 L.min"%.
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Des valeurs intermédiaires ont pu étre testées afin de trouver un compromis sur les intensités
de signal obtenues a chaque analyte.

Les parameétres de fonctionnement de la source du spectrometre de masse ont été résumés
dans le Tab.I-65. Ces valeurs permettent d’accéder a une augmentation moyenne des
intensités de signal des analytes a hauteur de 50% par comparaison aux conditions initiales
(par défaut) des paramétres de linterface. La tension du capillaire dépend du mode
d’ionisation, définie & 3.0 kV (ESI+) et - 3.5 kV (ESI-).

Tableau I-5. Paramétres de I'interface électrospray (ESI)

Température de la ligne de désolvatation 150°C
Température du bloc chauffant 400°C
Débit de gaz de nébulisation 2 L.min?
Débit de gaz sec 5L.min?
Gaz de dissociation induite par collision 230 kPa

1.B.2.2.4. Amélioration du gradient d’analyse et ajustement des temps de rétention

La sélection des colonnes s’est basée sur la littérature, préférant des colonnes de phases
inverses a caractéristiques larges permettant la séparation chromatographique de composés
aux caractéristiques variées et distinctes, soit trois colonnes ont été testées :

- XSelect C15 (100 A ; 100 x 2.1 mm - 3.5 pm),

- XBridge Cig (100 A ; 100 x 2.1 mm - 3.5 ym),

- Kinetex Polar C13 (100 A ; 100 x 2.1 mm - 2.6 pm).

La sélection s’est conclue sur les résultats obtenus a partir d’'un gradient classique (5% - 100%
de phase organique sur 10 volumes de colonne + équilibrage) en se basant sur les
modifications de signal des composés, les formes de pics et aires obtenues, les parameétres
de séparation et de résolution des chromatogrammes, les rapports signal/bruit.

La Kinetex Polar Cg, la plus adaptée aux analytes cibles, a fait 'objet d’'un étude de gradient
tout en conservant un temps d’analyse raisonnable en fonction de la quantité de composés.
Différents débits ont été testées entre 0.2 mL.min? & 0.8 mL.min avec un pas de 0.1,
permettant de définir 0.3 mL.min! & I'obtention d’une séparation suffisante sur une vingtaine
de minutes. L’augmentation de la température du four de 30°C a 40°C s’est avérée étre un
bon compromis entre le temps d’analyse et le niveau de pression mesuré dans le systeme.
Les différentes combinaisons de solvants et de tampons ont été réévaluées sur la colonne
sélectionnée de facon a vérifier la bonne symétrie de pics? pour chacun des analytes. Ainsi,
I'utilisation de méthanol améliore les performances de séparation par rapport a I'acétonitrile
mais l'utilisation de solvant organique non tamponné a entrainé des trainées de pics
considérables, notamment pour les antibiotiques (e.g. fluoroquinolones) et les régulateurs
lipidiques ou le pH joue un réle majeur sur leur représentation graphique et leurs intensités.
La quantité d'acide formique (0.01 % a 0.1 %, v/v) a impacté positivement I'intensité de signal
et la résolution des composés critiques. L'ajout de formate d'ammonium (5-10 mM) a amélioré
l'intensité de signal de la plupart des composés en défaveur des antibiotiques (e.g. macrolides)
et les antifongiques. Pour assurer une bonne séparation de I'ensemble des composés
d’intérét, il a été nécessaire de préserver des solvants tamponnés a un pH acide (pH< 3.5), ou
I'ajout d'acide formique seul (0.1%, v/v) a été le meilleur compromis.

2 Un pic d’élution idéal représente graphiquement la loi Normale de distribution des erreurs aléatoires (courbe
de Gauss), soit un pic gaussien.
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Les temps de rétention des composés ont été ajustés, en fonction du gradient et des solvants
utilisés, de fagon a réduire les fenétres d’acquisition MRM associées a chaque composé.
L’ensemble des données sont représentées ont été résumés en Tab.I-4, spécifiant chacun

des composés d’intérét et standards analytiques (étalons) suivant les plages d’acquisition.

En effet, I"étalonnage interne est 'une des méthodes quantitatives les plus courantes, ou
I'utilisation d’un étalon interne marqué isotopiquement, et ayant des propriétés similaires aux
substances cibles, permet de compenser l'interférence liée a la stabilité de l'instrument et aux
effets de matrices des échantillons extraits. La méthode ainsi développée applique le principe
d’association des standards, suivant leur caractéristique de rétention, considérant qu'ils se
comportent de la méme maniére dans le systéme chromatographique.

1.B.2.3. Validation des performances chromatographiques

Le développement de protocoles analytiques nécessite la vérification d’'un minimum de
répétabilité et reproductibilité des méthodes, que ce soit par multiplication d’analyse d’'un
méme échantillon ou multiplication d’analyse par préparation d’'un méme échantillon. Il est
indispensable de disposer d’'une méthodes d’analyse dont I'exactitude, la précision et la
sensibilité sont connues pour quantifier correctement les composés d’intérét.

L’étude de sensibilité consiste a définir la linéarité des droites de calibration et les limites de la
méthode mise en place par une procédure d’assurance qualité — contréle qualité (QAQC)
basée sur la norme NF T90-210. La procédure de validation de la méthode chromatographique
a été réalisée a l'aide d'un protocole intra-laboratoire par la méthode du profil de précision,
également appelé erreur totale, ou test statistique de Fisher (F) qui vérifie les conditions de
sensibilité, de justesse et de fidélité de la méthode.

L’évaluation de la linéarité de la méthode nécessite la réalisation d'une calibration, pour
chaque séquence d’analyse, a l'aide d’'une gamme standard. La norme exige 12 niveaux de
concentrations, dont les concentrations ont été sélectionnés en lien avec les limites et
incertitudes de préparation des solutions standards étalons de 2 pg.L* a 250 pg.L?. Les
courbes d'étalonnage sont définies par régression linéaire pondérée des moindres carrés avec
les logiciels LabSolution et Insight (Shimadzu) (Fig.I-15).

Equation I-1. Détermination des limites de détection et de quantification de méthode
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Figure I-15. Figure type de linéarité d’une courbe de calibration

Représentation d’une courbe de calibration par régression linéaire pondérée des moindres carrés (n=12, s=6),
d’équation y=ax + b ou : y-intensité de signal obtenu sous la courbe (aire de pic sans unité)

X - concentration en pg.L? ; a - pente de la droite de calibration ; b - ordonnée a I’origine de la droite de calibration
r2 - coefficient de corrélation compris entre 0.976 et 0.999 ; %RSD - résidus ou écart-type relatif inférieur a 20 %

La norme spécifie la détermination de la linéarité de la méthode et ses limites sur 6 courbes
d’étalonnage, permettant de couvrir les sources de variabilité de l'instrumentation et de la
manipulation.
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CHAPITRE I - Ciblage sur les contaminants organiques d'intérét a I'étude
Points a retenir

v Etat de l'art étayé mettant en évidence l'analyse de 84 résidus pharmaceutiques
complémentaires aux revues précédentes.
= 62 résidus pharmaceutiques sélectionnés parmi 305 relevés dans la littérature

v Forte variabilité des teneurs quel que soit les matrices considérées, stabilisées ou non
=> Variabilité des teneurs larges de quelques ng.kg* a plusieurs mg.kg™.

v Laffinité des résidus pharmaceutiques pour la phase solide des boues dépend :
- Interactions électrostatiques
= Diversité des contaminants (acides, bases, neutres, amphotere)
- Interactions hydrophobes
= Gamme d’hydrophobicité tres large (-3.5 < log Kew < 6.9) des contaminants d’intérét

v' La sélection des contaminants cibles s'est focalisée sur les caractéristiques
intrinséques variées justifiant leur présence dans les matrices organiques.

v’ Evaluation des performances de la méthode analytique (NF T90-210)
= Analyse chromatographique rapide en 30 minutes pour :
- 80 standards analytiques organiques (étalons externes)
- 20 standards analytiques marqués isotopiquement (étalons internes)
v linéarité
v répétabilité
v reproductibilité
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Chapitre I

CHAPITRE |l

Développement et validation d’un protocole d’extraction
aux matrices impliquées dans la valorisation des produits résiduaires
riches en matiére organique

Ce chapitre établit un protocole d’extraction et d’analyse, généralisé aux matrices organiques
impliquées dans la valorisation des produits résiduaires en agriculture.

Le développement (Partie |1.A) et la validation (Partie 11.B) d’'une méthode élargie a un panel de
matrices diversifiées, permettra de balayer la contamination usuellement identifiée dans le
contexte de valorisation des boues d’épuration.

La connaissance de l'efficacité du protocole analytique (synergie de la méthode d’analyse et
du protocole d’extraction), sur un panel de contaminants aux propriétés physico-chimiques
variées, permettra d’avancer sereinement sur les manipulations prévues a l'identification des
processus de transfert en plein champ et laboratoire.

* k k k %k

A - La premiere partie expose le développement et la validation méthodologique d’'une
méthode d’extraction multi-résidus a des boues d’épuration et des boues compostées.

Ce protocole intégre I'extraction des composés selon leurs propriétés physico-chimiques et
leur affinité avec la phase solide pour permettre leur analyse par HPLC-MS2.

* k k k%

B - La seconde partie propose une application de cette méthode pour l'identification de
contaminants organiques dans des sols, de type sableux, limoneux et argileux, amendés par
des produits résiduaires organiques similaires.

Ce travail a pour but d’élargir la méthode développée pour un suivi continu des contaminants
organiques des matrices sources aux matrices réceptrices.
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IILA - Développement expérimental sur boues et composts

L’extraction des résidus pharmaceutiques, a partir des matrices solides telles que les boues,
représente un des enjeux analytiques majeurs de la quantification de ces composés pour
obtenir un rendement d’extraction satisfaisant. La difficulté principale réside dans leurs faibles
concentrations, de I'ordre de ng.kg! au mg.kg?, leurs réactivités trés variables et enfin leurs
propriétés physico-chimiques tres étendues (Sellier et al., 2022). Dans la littérature, les
protocoles d’extraction des résidus pharmaceutiques qui sont adoptés pour différentes classes
thérapeutiques montrent parfois des rendements tres variables, parfois pour les mémes
composés (Sellier et al., 2022). En outre, certains composés ne s’affichent pas parmi ceux
étudiés d’ou la nécessité de mettre en place une base analytique commune et homogéne pour
leur extraction et leur analyse.

Cette étude est orientée sur I'analyse de contaminants organiques émergents incluant des
résidus pharmaceutiques et des pesticides.
L’objectif de cette partie est de :

1) mettre en place un protocole d’extraction généralisé aux matrices boues couvrant un large
panel de molécules relevées dans la littérature, issues de différentes classes thérapeutiques.

2) démontrer I'applicabilité d’'une méthode d’extraction optimisée et généralisée a différentes
matrices riches en matiere organique (boues résiduaires urbaines et produits dérivés destinés
a 'amendement, le cas des boues compostées).

Un plan d’expérience est appliqué sur I'étude des protocoles existants de la littérature, afin :
- identifier les conditions d’extraction considérées comme les plus optimales a I'extraction
commune des analytes ciblés pour définir le compromis & leur extraction simultanée,

- comparer les principales conditions de purification des extraits;

dont le développement est effectué sur des échantillons composites de boues d’épuration pour
résoudre la problématique d’échantillons réels représentatifs de la filiere de traitement de
produits résiduaires.

La validation du protocole optimisé est évaluée par I'évaluation de sa répétabilité et
reproductibilité, en s’assurant de la sensibilit¢ pour chaque composés d’'intérét se trouve
inférieure aux teneurs généralement rencontrées dans la littérature, dont ’homogénéité entre
les composés permettrait ultérieurement une meilleure comparabilité des résultats.
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[l.LA1. Introduction

Depuis les années 2000, les contaminants organiques émergents tels que les résidus
pharmaceutiques (RPs) font l'objet de nombreuses études, allant de [I'occurrence
environnementale au traitement des produits des stations d’épuration, et leurs effets
toxicologiques (J Martin et al., 2012; Julia Martin et al., 2012; Patel et al., 2019b; Verlicchi et
al., 2012b; Verlicchi and Zambello, 2015). Produits issus de I'activité anthropique, les résidus
pharmaceutiques constituent une famille de contaminants organiques émergents (COES). Les
progrés importants dans le domaine analytique et instrumental ont permis d’obtenir des
niveaux de détection et de quantification relativement faibles dans des matrices
environnementales complexes de I'ordre du ng/L dans les matrices liquides et de quelques
ng/g pour les matrices solides. L’analyse a de telles teneurs permet d’améliorer les
connaissances et la compréhension du devenir des contaminants dans des matrices sources
et les écosystémes terrestres et aquatiques exposés.

Les stations d’épuration représentent une source majeure d'apport de résidus
pharmaceutiques dans l'environnement. Les matieéres en suspension (MES), présents en
concentration importante dans les eaux usées jouent un role important, souvent sous-estimé,
dans l'occurrence des résidus pharmaceutiques dans la filiere de traitement. En effet, les
composés identifiés dans les eaux usées présentent un potentiel de sorption relativement
important sur les MES, cette sorption étant fortement dépendante des propriétés physico-
chimiques des résidus pharmaceutiques, et des conditions opérationnelles de production et
de stabilisation des boues [e.g., (Gago-Ferrero et al., 2015; Liu et al., 2019; Malmborg and
Magnér, 2015)]. Les boues d'épuration présentent une large variabilité de résidus
pharmaceutiques, résultant des caractéristiques des eaux usées et des procédés présents
dans la station d’épuration associée (e.g. [(Buchberger, 2007; Diaz-Cruz et al., 2009; Hamid
and Eskicioglu, 2012; Meng et al., 2016; Verlicchi and Zambello, 2015; Zuloaga et al., 2012)].
La détection de résidus pharmaceutiques dans les boues d’épuration, a des concentrations
allant de quelques ng.kg? a plusieurs mg.kg™? de matiére séche, est une alerte sur la nécessité
de mettre en place le suivi du devenir des contaminants dans I'environnement (Sellier et al.,
2022). En effet, 32 classes thérapeutiques, comprenant 305 résidus pharmaceutiques et
métabolites, ont été identifiés dans différents types de boues. Les classes les plus étudiées
sont les antibiotiques, anti-inflammatoires, antidépresseurs, et les antihypertenseurs. Les
antifongiques, antihistaminiques et antidiabétiques ressortent comme des catégories qui font
également l'objet d’études spécifiques récentes. Malgré les progrés réalisés dans les
procédures de production, de stabilisation, et d’hygiénisation des boues, un pourcentage
important de composés sont encore quantifiés dans les boues a des concentrations
significatives. La persistance des résidus pharmaceutiques vis-a-vis des processus de
biodégradation et de sorption sur les MES pourraient étre considérés comme un processus
cumulatif, menant & une séquestration des composés dans les boues.

L'utilisation des boues d'épuration en agriculture n'étant, a l'origine, pas couverte par la
directive 75/442/CEE relative aux déchets, il a été nécessaire d'élaborer une législation
distincte a l'utilisation des boues pour un retour a la terre de 45% de celles-ci. La directive
86/278/CEE traite de I'utilisation des boues d'épuration sur les terres agricoles et du retour des
matieres organiques et des éléments nutritifs dans le sol en tant gu'amendement. Le cadre est
limité par des parametres de sécurité définis ou des exigences concernent :
(i) la qualité des boues destinées a étre utilisées en agriculture,
(i) la qualité du sol sur lequel les boues doivent étre utilisées.
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Les réglementations définies pour la valorisation des boues en agriculture conduisent a des
valeurs seuils d’apports aux sols pour les métaux lourds et quelques contaminants organiques,
et ce suivant le contexte géographique, historique des parcelles a amender et des périodes
d’applications. Cependant, le recyclage des boues d'épuration suscite des inquiétudes
croissantes par leurs teneurs en résidus pharmaceutiques. L'utilisation des boues en
agriculture permettrait I'introduction directe de ces contaminants dans les sols. Il devient ainsi
nécessaire de suivre I'apport en pharmaceutiques dans les sols amendés afin d’évaluer leur
libération progressive et mobilité ultérieure dans les couches plus profondes des sols suivant
divers processus de désorption et diffusion.

Les processus de transfert liant les différents compartiments environnementaux peuvent
favoriser la mobilité des résidus pharmaceutiques apreés introduction dans I'environnement. La
directive interdit I'utilisation de boues non traitées sur les terres agricoles, sauf si elles sont
injectées ou incorporées dans le sol afin de prévenir les effets nocifs sur le sol, la végétation,
les animaux et les humains. L'effet des pharmaceutiques a long terme dans les divers
compartiments environnementaux reste largement inconnu. Actuellement, peu d’informations
sont associées aux risques liés a la propagation des produits pharmaceutiques dans
I'environnement, par exemple le risque de développement d'une résistance aux antibiotiques
dans le sol (Kimmerer, 2009; Julia Martin et al., 2012).

Les risques éco toxicologiques actuels sont actuellement évalués a moyennement faible selon
des calculs de risque dans les sols amendés, basés sur des données obtenues par des essais
majoritairement effectués sur des populations aquatiques, étant donné la rareté des essais
éco-toxicologiques sur les organismes terrestres (Meijas et al., 2021; Verlicchi and Zambello,
2015), ce qui complique par conséquent I'évaluation des risques environnementaux pour la
plupart des résidus pharmaceutiques. Le manque de données sur I'analyse de risque milieu
terrestre est un facteur limitant pour juger de maniére adéquate les risques de I'utilisation des
boues comme engrais agricole. Aussi les directives ne se reposent pas, a ce jour, sur une
évaluation complete de I'utilisation des boues d'épuration en agriculture.

Le comportement de nombreux produits pharmaceutiques a la sorption et la dégradation, ainsi
que la nature complexe des boues d’épuration fait de I'étude de cette matrice, un véritable défi
et une étape déterminant dans la compréhension du devenir des composés pharmaceutiques
qui doivent étre pris en considération. Les boues sont considérées comme une matrice, trés
complexe, par la présence d’'une biomasse diversifiée impliquant des teneurs en matiere
organique supérieures a 25% (Boeglin, 2018; Lachassagne, 2015). L utilisation de milieux non
sélectifs pour I'analyse multi-résidus implique I'extraction conjointe des composés cibles et de
composés matriciels, ces derniers apportent un phénoméne classique d’effets de matrice lors
de l'analyse par spectrométrie de masse (Ostman et al., 2017; Pérez-Lemus et al., 2019b).

L’extraction conjointe des analytes d’intérét et de composants interférents matriciels présente
un défi, dont 'impact peut étre conséquent sur I'ensemble du processus analytique ; de la
préparation de I'échantillon a la détection instrumentale, augmentant I'incertitude de I'analyse
quantitative. Compte tenu des faibles concentrations des contaminants organiques étudiées
et de la problématique de l'interférence matricielle, la technologie de séparation la plus
appropriée est la chromatographie liquide (LC) en phase inverse. En raison de la sélectivité,
la sensibilité et la précision, la spectrométrie de masse avec triple quadripdle (MS-MS) apporte
un avantage majeur dans la détection et 'identification de I'analyte.
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De récentes revues ont fourni une description et une critique des nombreuses explorations
méthodologiques pour la détermination des contaminants émergents et résidus
pharmaceutiques dans les boues (Ciesdlik et al., 2015; Martin-Pozo et al., 2019b; Meng et al.,
2021; Omar et al., 2016; Pérez-Lemus et al., 2019b). Diverses techniques d'extraction sont
utilisées pour le traitement d’échantillons solides issus de boues d’épuration (Tab.lI-1) :

(i) L’extraction en phase liquide assistée par ultrasons (UAE) est la méthode la plus
couramment utilisée, avec 45 protocoles d’extraction recensées [e.g. (Ashfaq et al., 2017,
Gago-Ferrero et al., 2015; lvanova et al., 2018a; Li et al., 2016; Narumiya et al., 2013; Subedi
et al., 2017, 2013; U.S. EPA, 2009)], pour l'extraction solide-liquide, réduisant la
consommation d'échantillons et le temps d'extraction.

(i) L’extraction sous liquide pressurisé (PLE), comptant 24 protocoles [e.g. (Ait-Aissa et al.,
2014; Baker and Kasprzyk-Hordern, 2011; Jeli¢ et al., 2009; Mastroianni et al., 2013;
Radjenovic et al., 2009)], améliorerait I'extraction des polluants des échantillons solides a l'aide
de solvants conventionnels a température et pression élevées. Cependant, elle est susceptible
d’entrainer la coextraction d'une proportion élevée d'interférences matricielles.

De nouvelles techniques apparaissent progressivement telles que :
(iii) L'extraction en phase liquide assistée par micro-ondes (MAE) parmi 5 méthodes (Azzouz
and Ballesteros, 2012; Dobor et al., 2010; Dorival-Garcia et al., 2015; Petrie et al., 2016),

(iv) L'extraction Quick, Easy, Cheap, Efficient, Rugged and Safe (QUEChERS) utilisée dans 4
protocoles (Mailler et al., 2017; Masié et al., 2015; Peysson and Vulliet, 2013; Rossini et al.,
2016), méthode qui a gagné en attrait pour I'extraction des résidus pharmaceutiques des
échantillons de boues grace a son avantage en termes de simplicité, de flexibilité, de
robustesse et principalement de temps d’extraction.

D’autres techniques se basent sur des principes présents dans I'extraction QUEChERS en
phase liquide, le cas de :

(v) L’extraction sur phase solide dispersive (MSPD) limitée a 3 protocoles (Casado et al., 2015;
Cerqueira et al., 2018b; Li et al., 2016),

(vi) L’extraction solide-liquide par agitation (SLE) (Albero et al., 2014; Iranzo et al., 2018c;
Kimosop et al., 2016a) qui se répandent davantage par leur praticité et rapidité d’application
sans nécessité d'utilisation de matériel spécifique, avec 7 protocoles d’extraction différents
rencontrés dans la littérature (Sellier et al., 2022).

De nombreux facteurs influencent les résultats des protocoles d’extraction, comprenant la
quantité d’échantillon a extraire, les matériaux d'extraction (matériaux d'adsorption), les
solvants (volumes, ajout d’agents chélatants et tampons), les conditions d'extraction physico-
chimiques (pH), les temps d'agitation.

En raison de la faible sélectivité des procédures d’extraction, des étapes de filtration (0.45um
voir 0.22um), de purification des extraits sont nécessaires afin de minimiser les interférences
matricielles. La majorité des protocoles recensés (64 protocoles) mentionnent le passage
nécessaire a une étape de purification et concentration par extraction sur phase solide (SPE)
nécessitant une reprise par dilution des extraits a une proportion <5% de solvant organique
avec ajustement de pH (pH = 2 - 4). La purification par extraction sur phase solide dispersive
(dSPE) est moins utilisée (6 protocoles) car elle impligue une manipulation supplémentaire
des échantillons augmentant le temps de préparation, et le risque de perte des analytes. Sur
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'ensemble des protocoles mentionnés, 13 se permettent d’analyser directement les extraits
collectés sans étape de purification, suggérant des concentrations relativement importantes
dans les extraits de I'ordre du ug.L™?, limites imposées par les instruments analytiques pour la
détection des contaminants ciblés. Par ailleurs, chacun des protocoles met en place une étape
de concentration des extraits sous flux d’azote (30 - 40°C) avant reprise aux conditions
analytiques.

Un apercu des performances de méthode sus-définies sont détaillées en Chapitre |
(rendements d’extraction, limites de détection et de quantification, le cas échéant). L’extraction
UAE semble étre efficace pour I'extraction des antibiotiques, notamment la sous-catégorie des
macrolides en comparaison a I'extraction PLE, pour laquelle les rendements d’extraction
seraient en revanche améliorés pour la sous-catégorie de sulfamides (Gobel et al., 2005).
D’une maniere générale, les méthodes QUEChERS et PLE présentent des performances
d’extraction des composés cibles comparables (Salvia et al., 2014), cependant les rendements
d’extraction de certains composés seraient supérieurs avec la méthode QUEChERS pour
certains antibiotiques (trimethoprim, tylosin, roxithromycin). L’extraction QUEChERS serait
considérée comme la méthode la mieux adaptée pour une analyse multi-résidus et multi-
familles permettant de récupérer fortement toutes classes thérapeutiques (e.g., antibiotiques
51 % - 83 %, antifongiques 50% - 88 %) (Cerqueira et al., 2014). De plus, la méthode
QUECHERS limiterait les effets de matrices par des procédures simples (Guo et al., 2016).
Cependant, cette méthode semble moins efficace a I'extraction des COEs de type
pharmaceutiques avec une forte variabilité des rendements d’extraction de 15 % a plus de 100
% (Martin-Pozo et al., 2019b).

Par le large éventail de protocoles d’extraction et d’analyse ainsi que I'hétérogénéité des
performances obtenues, il est difficile de choisir la meilleure méthode pour extraire
simultanément une grande variété de RPs. De plus, les listes d’analytes cibles sont
généralement orientées sur les composés d'une méme classe thérapeutique ou
caractéristiques physico-chimiques, qui ne permettent pas l'inter-comparaison des teneurs
réelles en RPs dans les boues. Ainsi, la variabilité des protocoles appliqués et le ciblage des
composés d’intérét méne a des limites de détection et de quantification significativement
différentes d’'une étude a une autre (Sellier et al., 2022), ce qui rend la comparaison
compliquée et peut méme fournir des incertitudes quant a la présence ou l'absence de
composeés spécifiques.

La suite de cette partie développe la mise en place d'une méthode d’extraction commune a
diverses classes thérapeutiques et résidus pesticides. La méthode sera développée a travers
un plan d’expérience multi-variables, couplant divers facteurs inclus dans les conditions
d’extraction et de purification, et contribuant & regrouper et renforcer les études réalisées
jusqu’alors sur I'extraction de ces contaminants a I'échelle microscopique de matrices solides
complexes. Pour aller plus loin dans le développement analytique, I'extraction ne sera pas
uniquement ciblée sur la matrice boues, mais étendue a trois matrices sols relativement
impliquées dans la valorisation des boues, que ce soit par épandage ou compostage. Enfin,
une méthodologie de validation du protocole sera mise en place, tant sur la répétabilité que la
reproductibilité, s’assurant par ailleurs de la sensibilité sur chacun des composeés d’intérét que
ce soit par 'anayse directe des matrices ou par I'effet de mélange entre ces derniéres.
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Tableau II-1. Protocoles analytiques de la littérature pour I’analyse de RPs dans différents types de boues.
Type(s) de boue(s) étudiée(s) : A. Boues brutes ; B. Boues mixtes ; C. Boues activées ; D. Boues d’épuration ; E. Boues déshydratées ; F. Boues digérées ; G. Compost ; H. Biosolid (Fig.I-1).

Technique d’extraction : SLE. Extraction liquide-solide ; PLE. Extraction sous liquide pressurisé ; MAE. Extraction assistée par micro-ondes ; UAE. Extraction assistée par ultrasonication.
Technique de purification : (d)SPE. Extraction sur phase solide (dispersée) ; MSPD. Extraction sur phase solide par dispersion de matrice. Méthode d’analyse : DAD. Détection par réseau de
diodes ; Fluo. Détection par fluorimétrie. Descriptif des solvants et additifs dans la Liste des abréviations.

Référence pe de boues étudiées Prise | Technique d'extraction Technique de purification Méthode d'analyse
Protocole BCDETEG d’essai | [Conditions d'extraction] Matériel - [Conditions de purification] Colonne
Nombre d’analytes ciblés (9) Solvants utilisés 1.Conditionnement - 2.Elution Phases mobiles
(Arbeléez et al., 2014b) PLE [1500psi, 100°C] LC-MS/MS
PLE - LC-MS2 (a) X 1.0 29 diatomaceous earth - Kinetex Cig (100x4.6mm - 2.7um)
8 analytes MeOH EUP+FA(pH=3)/MeOH
(Nieto et al., 2007) PLE [1500psi, 80°C] LC-DAD
PLE - LC-DAD (b) X 50 Al,03 - Kromasil 100 C1g (250x4.6mm - 5um)
10 analytes EUP/MeOH (pH=3) (1/1 viV) EUP(pH=2.8)/ACN
(Langford et al., 2011) LC-MS/IMS
PLE - LC-MS2 (c) X 1.0 PLE - Acquity BEH Cg (50x2.1mm - 1.7um)
16 analytes EUP+10mm NH4Ac/MeOH
(Salvia et al., 2015) PLE [120bars, 80°C] SPE - StrataX LC-MSIMS
PLE - SPE - LC-MS? X 0.5 diatomaceous earth [1.MeOH, EUP Poroshel 120 EC-C1g (100x2.1mm - 2.7pum)
5 analytes EUP+0.2M citric acid/MeOH/ACN (L/2/2 viviv) 2.MeOH] EUP+0.1%FA/MeOH+0.1%FA
(Miao et al., 2005) .

- e PLE [1500psi, 80°C] Conei LC-MS/MS
PLE - SPE - LC-MS? X 100 EUP/acetone (7/3 viv) SPE - Oasis HLB Genesis Cg (150x2.1mm - 3ym)
6 analytes
(Dong et al., 2016) PLE SPE
PLE - SPE - LC-MS? X 01 EUP+Mclivaine buffer+EDTA/ACN (1/1 viv) [2.MeOH] LC6MS/MS
6 analytes
(Lillenberg et al., 2009) PLE [110°C] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
PLE - SPE - LC-MS? X 10.0 9g sand + 9g mixed blend [1.MeOH, EUP Phenomenex Synergi Hydro-RP (250x4.6mm - 4pm)
7 analytes 5XEUP+0.35%H3PO4+0.01M citric acid (pH=2.5)/ACN (1/1 V/v) | 2.MeOH] EUP+1mM NH4Ac+0.1%FA (pH=2.8)/MeOH
(Khadra et al., 2019) SPE -Varian SCX

PLE [1000psi, 15min, 100°C] _
PLE - SPE - LC-MS? X X 1.0 [1.MeOH, EUP+FA (pH=3) LC-MS/MS
7 analytes 2XEUP+50mM H3POL/ACN (1/1 viv) 3 MeOH+59%NH.]
(Pamreddy et al., 2013) . . LC-MS/IMS
PLE - SPE - LC-MS? X 0.2 ;’I().Es[;:gl)psu 16min] SPE - Oasis HLB Luna Cis (150x4.6mm - 5um)
8 analytes 9 EUP+1% ACOH/MeOH
-MSIMS

(Scheurer et al., 2010) PLE [50°C] SPE - Oasis MCX LC-MS
PLE - SPE - LC-MS? X X 10 sand o [1.MeOH, EUP (pH=3) (S;yefe’gg z‘l’ﬁ’l‘goi;lfgxnft“ﬂh‘)‘“m)
10 analytes EUP+2% AcOH/MeOH/acetic acid (1/1 v/v) 2.MeOH+5%NH4OH] EUP+20mM NH4 (pH=5.7) / ACN

: o . LC-MS/MS
Eieénesegéquglhjg)z « o5 ;’IO.E [1500psi, 80°C] SPE - Oasis HLB (+) Acquity HSS T3 (30x2.1 - 1.8m) +0.19FA+ NHaAC

- - - . g sand [1.MeOH, EUP
10 Wt EUP/MeOH (65/35 viv) 2.MeOH] (-) BEH Cig (100x2.1mm - 1.7um) 5mM NHAc

analytes : EUP-+additif /ACN/MeOH (4/1)

(Diaz-Cruz et al., 2006) PLE [1500psi, 75°C] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
PLE - SPE - LC-MS? X 5.0 1g NaEDTA [1.MeOH, Acetone, EUP Atlantis C1g (150x2.1mm - 3um)
11 analytes acetone/MeOH (1/1 viv) 2.MeOH] EUP+1%FA(pH2.2)/ACN 5% EUP+1%FA
(Ding et al., 2011) PLE [100bars, 100°C] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
PLE - SPE - LC-MS? 05 5g diatomaceous earth 2 EUP+EDTA/MeOH (1/1 v/ Luna C1g (150x4.6mm - 3um)
15 analytes 3xEUP/ACN (3/7 viv) 2. @) EUP+0.196FA/ACN+0.1% FA
(P. Gao et al., 2012) PLE [1500psi, 100°C] SPE - Oasis HLB tucr]';‘im(slsom 6mm - 3um)
PLE - SPE - LC-MS? X X 05 5g diatomaceous earth [1.MeOH, EUP+0.1M HCI, MeOH EUP+0.19FATACNHO 1%‘::A
15 analytes 3XEUP/ACN (3/7 viv) 2.MeOH/EUP+EDTA (3/1 v/v)] - -
(Kinney et al., 2006) PLE [10300kPa, 120-200°C] SPE - Florisil GCMS
PLE - SPE - GC-MS 1.0 5XEUP+10mM NH4F/ACN (3/7 vIv) - polar PhCs 49 NaSOs ]
19 analytes EUP/IPA (1/1 viv) - EUP/IPA (2/8 vIv) + pentane - unpolar PhCs | [2. DCM/diethyl ether (4/1 viv)] 5% polyphenyimethylsilicone (30mx0.25mm)

78
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Protocole d’essai | [Conditions d'extraction] Matériel - [Conditions de purification] Colonne
Nombre d’analytes ciblés (9) Solvants utilisés 1.Conditionnement - 2.Elution Phases mobiles
(Mastroianni et al., 2013) PLE [1250psi, 50°C] SPE LC-MS/MS
PLE - SPE - LC-MS? 0.5 59 Al,03 [1.MeOH, EUP Purospher Star RP-18 end-capped (125x2mm - 5pm)
20 analytes EUP/MeOH 2.MeOH, MeOH+1%FA] EUP+NH.F (pH=3.8)/ACN+20mM FA
Li I, 201 -
(Lietal, 2013) PLE [10MPa, 15min, 70°C] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
PLE - SPE - LC-MS? 0.1 2XMeOH [1.MeOH, EUP EUP+0.05%FA/MeOH
22 analytes 2.MeOH+5%NH4OH] .
(Garcia-Galén et al., 2013) PLE [1500psi, 3x5min, 50°C] [Slpﬁe'(f:f;f);'m A acetone LC-MSIMS
PLE - SPE - LC-MS? 2.0 1g hydromatrix '+50mM EA EUP+’5%MeOH (H=7) Atlantis C1g (150 mmx2.1 mm - 3um)
22 analytes EUP/ACN (3/1 viv) 2.MeOH+50mM FA, acetone+50mM FA] EUP+10mMFA/ACN+10mM FA
(Z. F. Chen et al., 2013) PLE LCMSIMS
- - - 2 - i -
PLE - SPE - LC-MS NA EUP+Mclivaine buffer/MeOH (L/1 viv) SPE - Oasis HLB Agilent XDB C15 and Waters Xbridge Cis
30 analytes
(Radjenovic¢ et al., 2009) PLE [100°C] SPE - Oasis HLB LC-MS/IMS
PLE - SPE - LC-MS? NA EUP/MeOH (2/1 viv) [1.MeOH, EUP Purospher Star RP-C15 end-capped (125x2 - 5pm)
31 analytes 2.MeOH] EUP/MeOH
(Jelic et al., 2011) SPE - Oasis HLB LC-MS/IMS
~ ~ . PLE [1500psi, 100°C] . Purospher Star RP-C1g endcapped (125x2.0mm - 5um)
PLE - SPE - LC-MS? NA 3xEUP/MeOH (2/1 viv) [zlaﬂeg':" EUP (pH=7) (+) EUP+0.1%FA/ACN
32 analytes -MeOH] () EUP/ACN/MeOH
(Jeli¢ et al., 2009) oo, SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
PLE - SPE - LC-MS? 1.0 :_,E’)IZEEU[S&[;’Z)S;{ %3/2 6/]\/) [1.MeOH, EUP (pH=7) Purospher Star RP-C1g endcapped (125x2.0mm - 5um)
43 analytes 2.MeOH] EUP/ACN/MeOH (L/1 viv)
(Ait-Aissa et al., 2014) S poes
it-Aissa et al., " (+) Poroschel (100x2.1mm - 2.7pm)
PLE [120bars, 80°C]
PLE - SPE - LC-MS? 05 > or _ SPE - StrataX EUP+0.1%FA/MeOH+0.1%FA
59 analytes EUP+0.2M citric acid/MeOH/ACN(pH=4.5) (-) Zorbax eclipse XDB Cig (100x2mm - 1.8um)
EUP+0.1%NH,OH/ACN
(Baker and Kasprzyk-Hordern, 2011) LC-MS/IMS
PLE [1500psi, 80°C] SPE - Oasis MCX
PLE - SPE - LC-MS? 1.0 . . Acquity BEH Cyg (150x1mm - 1.7um)
60 analytes EUP (pH=2)/MeOH [1.MeOH, EUP+2% AcOH (pH=2) - 2.MeOH+7%NH.] EUPIMeOH@/1 viv) 0 3%FAIMeOH-0.3%FA
(Cerqueira et al., 2018a) SLE LC-MS/IMS
SLE - LC-MS? 20 MeOH - Atlantis HILIC (50x4.6mm. 3um)
20 analytes Centrifugation (5min) EUP+10mM NH4F/ACN
(Kimosop et al., 2016b) i SPE - Phenomenex Cis LC-UuV
SLE - SPE - LC-UV 05 ;;%:g"am” 8H [1.MeOH, EUP Phenomenex Cys (250x4.6mm Spm)
5 analytes 2.MeOH] EUP+0.1%FA/ACN/MeOH (1/1 viv)
(Bajkacz et al., 2020) ?;Aibaa?a;w LC-MSIMS
- - | 2 . ' - -
SLE - SPE - LC-MS 02 SLE 2.MeOH-+0.1% AcOH, MeOH/acetone (1/1 viv), éﬂg% ?5 g;/(jgammxs.o mm -5 pm)
12 analytes MeOH/ACN (1/1 viv) 7
SPD 29 C
(Casado et al., 2015) M 9 Cis . LC-MSIMS
SLE - MSPD - LC-MS? 05 SLE 19 PSA + SCX Cartridge [Elution MeOH +0.5% NHg| Zorbax Eclipse XDB Cig (100x2mm - 3.5um)
MeOH SPE - Oasis HLB EUP+5mM NH/ACMeOH+5mM NHiAC
7 analytes 1.EUP/MeOH (9/1 v/v) - 2.MeOH * :
Albero et al. SLE Agitation 1H " . g
( al.,, 2014) 1. Acetone/EUP+106FA (2/1 viv) MSPD absorption 5min GC-MS/MS
SLE - MSPD - GC-MS$? 0.5 2. SuperatantEUP+1%FA (1/1 viv) [2.2xAcOEY/MeOH (9/1 viv)] ZB-5MS 5% phenyl polysiloxane
16 analytes Centrifugation (4000rpm, 4min) Derivatization : MTBSTFA+1%tBDMCS (1H, 70°C) (30mx0.25mmx0.25um)
(Lietal., 2016) SLE LC-MS/MS
SLE - MSPD - LC-MS? 0.1 \ T MSPD 0.4g Cig Kinetex Cis (100x4.6mm - 2.6pum)
34 analytes MeOH, ACN+5% oxalic acid (4/1 v) (+) EUP+0.1%FA/MeOH - (-) EUP+5mM NH/AC/MeOH
(Masia et al., 2015) QUEChERS citrate buffer dSPE LC-MS/MS
QUEChERS - dSPE - LC-MS? 1.0 EUP/ACN + 1.5g NaCl +6g MgSO4 Luna Cis (15x0.21cm - 3pum)
3 analytes Centrifugation (3000rpm, 5min) 150mg MgSOs + 100mg PSA+C1e EUP+10mM NH,F/MeOH+10mM NH.F
gﬁ?;”g:g;asl ﬁ%]gé _LC-MS? 20 QUEChERS acetate buffer dSPE LC-MS/MS
. EDTA - Heptane PSA Poroshel 120 EC-C1g

22 analytes
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Référence Type de boues étudiées | Prise Technique d'extraction Technique de purification Méthode d'analyse
Protocole ABCDEF GH d’essai | [Conditions d'extraction] Matériel - [Conditions de purification] Colonne
Nombre d’analytes ciblés (9) Solvants utilisés 1.Conditionnement - 2.Elution Phases mobiles
(Peysson and Vulliet, 2013) QUEChERS acetate buffer - 10metal balls dSPE LC-MS/MS
QUEChERS - dSPE - LC-MS? 2.0 EUP+0.1M EDTA+1% ACOH/ACN (1/1 v/v) - Heptane 900mg MgSO4 + 150mg PSA Poroshell 120 EC-Cis (100x2.1mm - 2.7um)
127 analytes Centrifugation (10000rpm, 5min) Centrifugation (1000rpm, 5 min) EUP+0.01%FA/ACN
(Rossini et al., 2016) QUEChERS 2g NaCl + 2g MgSOs SPE - StrataX LC-MS
QUEChERS - SPE - LC-MS 1.0 acidic EUP/ACN [1.acidic EUP/MeOH (4/1 viv) PFP
13 analytes Centrifugation (1200rpm, 4min) 2.ACN, acidic EUP/MeOH (4/1 viv)] EUP/ACN
(Dorival-Garcia et al., 2015) MAE [1000W, 5min, 120°C] dSPE LC-MS/MS
MAE - dSPE - LC-MS2 1.0 ACN+1%H3POy4 600mg MgSO, + 300mg PSA BEH Cis (100x2.1mm - 1.7pum)
17 analytes 3g NaCl +60%perchloric acid - Centrifugation (2600rpm, 3min) Centrifugation (2600rpm 1min) EUP+25mM NH4F/MeOH
(Dobor et al., 2010) MAE [700W, 30min, 100°C] SPE - Oasis HLB GeMs
MAE - SPE - GC-MS 0.5 0.5g alumina + 0.25g aluminium sulphate Derivatization with hexamethyldisilazane + trifluoroacetic acid | gt (30mx0.25mm - 0.25um)
4 analytes 2XEUP - Centrifugation (5000rpm, 10min + 10min) + hydroxylamine-HClI in pyridine : -25M
(Evans etal., 2015) MAE [1200W, 30min, 120°C] SPE - Oasis MCX LC-MS/MS
MAE - SPE - LC-MS? 1.0 EUP/MeOH (1/1 viv) — EUP 1.MeOH, EUP CBH (100x2mm - 5um) - EUP/IPA+1mM NH.AC
19 Iyt Centrifugation (4800rpm, 15min) 2.MeOH Chirabiotic (250x2.1mm - 5um)
analytes ' : EUP/MeOH+0,005%AcOH+4mM NHaAC
(Azzouz and Ballesteros, 2012) . SPE - Oasis HLB
MAE - SPE - GC-MS 10 g@;r{fggmgg'{l‘}v) [2.ACOE] Ge-Ms
21 analytes Derivatization with BSTFA + 1% TMCS (20min, 70°C)
(Petrie et al., 2016) o " SPE - Oasis MCX LC-MS/MS
MAE - SPE - LC-MS? 05 ’\E"S;&elch( 3:;"2';‘](1/1 w) 1.MeOH, EUP (pH=2) Cus (+) EUP+5mM AcOH/MeOH
80 analytes P 2.MeOH+0.6% ACOH, MeOH+7%NH,OH Cis (-) EUP+NH4AC+3mM AcOH/MeOH
(Huang et al., 2012) LC-MS/IMS
UAE - LC-MS? NA UAE - HSA & AGP
3 analytes EUP+10mM NH,Ac(pH=8)/ACN
(Arun et al., 2020) UAE [15min] LC-uv
UAE - LC-MS2 05 EUP+Mcllvaine buffer (pH=3)/MeOH (1/1 v/v) Phenomenex C18 RP (250x4.6 mm - 5 pm)
3 analytes Centrifugation (5000rpm, 30 min) N EUP+0.1%FA/MeOH
(Garcia-Valcércel and Tadeo, 2011) UAE [15 LC-MS/IMS
UAE - LC-MS? 10 MeO}-[I min] - Zorbax Eclipse XDB-Cig (150x4.6mm - 5pm)
6 analytes EUP+0.1%FA/ACN
(Luque-Mufioz et al., 2017) UAE [10min] LC-MS/MS
UAE - LC-MS? 2XACN/ACOE (1/1 vIv) + 10%ACOH - EUP : - Acquity BEH Cyg (50x2.1mm - 1.7pm)
05 0.5g NaCl + 2g MgSO. - Centrifugation (3000rpm, 3min) EUP+13mM NH4F+FA(pH=9.2)/MeOH

7 analytes Organic phase + 0.5g MgSO, - Centrifugation (3500rpm, 1min) (pH=9.2)
(Garcia-Rodriguez et al., 2014) UAE [15min] LC-MS/MS
UAE - LC-MS? 0.2 EUP/MeOH (1/1 viv) - Synergi Fusion-RP100A (50x2mm - 2.5um)
8 analytes Centrifugation (4000rpm, 10min) EUP+10mM NHsAc/MeOH
(Lindberg et al., 2005) UAE [10min] LC-MS/MS
UAE - LC-MS$? 0.2 1. EUP+phosphate buffer(pH=6)/MeOH (3/1 v/v) + 5% TEA - Hydrosphere Cis (150x4.6mm - 5pm)
11 analytes 2. EUP/MeOH (5/8 viv) - Centrifugation (4800rpm, 10min) EUP+0.1%FA/ACN+0.1%FA
(Malmborg and Magnér, 2015) UAE [5min] LC-MS/IMS
UAE - LC-MS$? 05 ACN+2M MgNO3/DCM (1/1 v/v) Centri. (3000rpm, 5min) - Xbridge Cis (50x3mm - 5um)
23 analytes EUP+0.1% Na;EDTA/MeOH — Centri. (10000rpm, 10min) EUP+10mM AcOH/MeOH
(lvanova et al., 2018a) UAE [15min] LC-MS/MS
UAE - LC-MS? 20 1. EUP+0.1%FA/ACN (1/1 viv) - Fivmereil gold aQ (50x2.1mm- 5um)
94 analytes ! 2. EUP+0.1%FA/ACN/IPA (4/3/3 Viviv) ypersi g - M

_ UAE [15min, 50°C] LC-MS/MS
(l(iggo Fle;'e'o etal, 2015) 0.1 3XEUP+0.5%FA+0.1% EDTA (pH=2.5)/MeOH (1/1 viv) Atlantis T3 C1s (100x2.1mm - 3um)

analytes Centrifugation (4000rpm, 10min) (+) +0.1% FA/MeOH - (-)+1mM NH4F/MeOH+5%ACN
(Tavazzi et al., 2013) dSPE
UAE - dSPE - LC-MS? 1.0 SAE [Lomin] 25mg ENVI-CARB LC-MSIMS
xMeOH - " .

9 analytes Centrifugation (6720rpm, 30min)
(Bourdat-Deschamps et al., 2017a) UAE LC-MS/MS
UAE - dSPE - LC-MS? NA 1. EUP+Mcllvaine buffer (pH=9)/ACN (7/3 vlv) dSPE BEH Cg
13 analytes 2. EUP+Mcllvaine buffer+0.41M EDTA (pH=2)/ACN (7/3 viv) EUP+0.1% AcOH/ACN+0.1%AcOH
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Protocole H d’essai | [Conditions d'extraction] Matériel - [Conditions de purification] Colonne
Nombre d’analytes ciblés (9) Solvants utilisés 1.Conditionnement - 2.Elution Phases mobiles
(Samaras et al., 2011) UAE [30min, 50°C] SPE - Cis GC-MS
UAE - SPE - GC-MS 0.04 EUP/MeOH (3/5 viv) [2.ACOE] DB-5MS (60x0.32mm - 0.25,m)
4 analytes Centrifugation (4000rpm) Derivatization BSTFA + 1% TMCS + pyridine ) e
(Peng et al., 2012)

UAE ) LC-MS/MS

- - - 2 -
UAE - SPE - LC-MS NA MeOH-+0.1%FA SPE - Oasis HLB EUP+5mM NH.AC/ACN
4 analytes
(Stasinakis et al., 2013) GC-MS
UAE - SPE - GC-MS NA UAE SPE DB-5MS (60mx0.32mm - 0.25um)
4 analytes
(Ruan et al., 2019) UAE [20min] SPE - Oasis MCX LC-MS/IMS
UAE - SPE - LC-MS? 05 EUP/MeOH (1/1 viv) - EUPIMeOH (1/3 viv) - MeOH L. MeOH, EUP, EDP+0.02%FA - 2.MeOH, MeOH+2%NHI] | GHIRALPAK at-acid glycoprotein (150x3mm - 5um)
4 analytes Centrifugation (4500rpm, 10min) [1.MeOH, EUP, EUP+0.1%NH, - 2.MeOH] EUP+10mM NH4Ac / IPA/EUP (15/85)+10mM NH4Ac
(Tang et al., 2012) UAE [10min] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS? 0.2 2xACN/EUP (1/1 viv) + 1ImM EDTA (pH=2) [1.MeOH, EUP(pH=4.2) Zorbax Eclipse XRD C18 (150x3mm - 3.5um)
5 analytes Centrifugation (4000rpm, 5min) 2.MeOH] EUP+0.2%FA+5mM NHJAc(pH=2.6)/MeOH
(Huang et al., 2010) UAE [15min] SPE - Oasis HLB LC-MSIMS
UAE - SPE - LC-MS2 0.1 3xMeOH+0.1%FA (pH=3.2) [1.MeOH, EUP(pH=3.2) Zorbax Eclipse XDB-Cig (50x2.1mm - 1.8um)
5 analytes Centrifugation (4000rpm 4°C 5min) 2.MeOH] EUP+5mM NH4F+0.1%FA/ACN
(Lindberg et al., 2010) UAE [10min] SPE - Evolute ABN LC-MSIMS
UAE - SPE - LC-MS2 20 2xMeOH [1.MeOH, EUP (pH=3) Hydrosphere Cig (150x4.6mm - 5pm)
6 analytes Centrifugation (4800rpm, 10min) 2.MeOH+0.5%FA] EUP+0.1%FA/ACN+0.1%FA
SPE - CNW HLB

(Zhang et al., 2016) UAE [20min] _
UAE - SPE - GC-MS 05 EUP+phosphate buffer (pH=2)/ACN [1.EtOAc/acetone (1/1 viv), MeOH, EUP(pH=2) GC-MS

Centrifugation (10000rpm, 5min) 2.AcOEt/acetone (1/1 viv)] Elite-5 (30x0.25mm - 0.25um)
9 analytes 9 pm, Derivatization DMF + BSTFA (2H, 40°C)
(Yuetal., 2011) UAE [15 min] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS? 0.1 3XEUP/ACN (3/5 viv) [LACOEL+MeOH+EUP - 2 MeOH] Zorbax Eclipse XDB-Cys (50x2.1mm - 1.8ym)
10 analytes Centrifugation (3000rpm, 5min, 4°C) ) ) EUP+0.2%FA/ACN
(Yu and Wu, 2012) UAE SPE - Oasis HLB GC-MS
UAE - SPE - GC-MS 1.0 3xMeOH+1%FA [1.MeOH, EUP - 2.MeOH]
10 analytes Centrifugation (3000rpm 10min) Derivatization with MTSBSTFA (1H, 70°C) HP-5MS (30x0.2mm - 0.25um)
(Julia Martin et al., 2012) UAE [15min] LC-DAD/Fluo
UAE - SPE - LC-DAD/Fluo 2.0 MeOH, acetone SPE - Oasis HLB Zorbax eclipse XDB-Cisg (150x4.6mm - 5um)
11 analytes Centrifugation (4000rpm, 20min) EUP+5mM KH2PO4J/ACN

i UAE [10min] / EUP(pH=3.5)/ACN (1/1 V/v)

(Ferhietal, 2016) EUP+Mcllvaine buffer(pH=9)/ACN (1/1 viv) LC-MS/IMS
UAE - SPE - LC-MS? 1.0 o SPE - Oasis HLB BEH Cs

EUP+Mcllvaine buffer+EDTA(pH=2)/ACN (1/1 viv) EUP+0.1%AcOH/ACN+0.1%AcOH
13 analytes Na;SO4 + AcOH + Na,EDTA - Centrifugation (2x10min) -LYbAC -LYAC
(Okuda et al., 2009) UAE [15min] LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS? NA _ SPE - Oasis HLB Aquity BEH Cig (100x2.1mm - 1.7um)
15 analytes L1XEUP/MeOH (9/1 vIV) (pH=11) Zorbax Eclipse XDB-C18 (150x2.1mm - 5um)
(Martin et al., 2010) UAE [15min] LC-DAD/Fluo
UAE - SPE - LC-DAD/Fluo 2.0 MeOH, acetone SPE - Oasis HLB Zorbax eclipse XDB-Cig (150x4.6mm - 5pm)
16 analytes Centrifugation (4000rpm, 20min) EUP+5mM KH,PO4/ACN
(J Martin et al., 2012) LC-DAD/Fluo
UAE - SPE - LC-DAD/Fluo? NA UAE SPE Zorbax eclipse XDB-Cig (150x4.6mm - 5um)
16 analytes EUP+25mM KH,PO/ACN
(Lajeunesse et al., 2012) UAE [15min] SPE - StrataX LC-MS/IMS
UAE - SPE - LC-MS? 0.2 EUP+0.1M AcOH (pH=4)/MeOH y . Kinetex XB-C1s (100x2.1mm - 1.7ym)
16 analytes Centrifugation (5min) [1.MeOH, EUP - 2. ACOEL, MeOH + 5% NH4OH] EUP+5mM NH,HCO(pH=7 8)/ACN
(Huang et al., 2013) UAE [15min] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS? 0.2 2XEDTA+ACN/Mg(NO3)2-NHz.H20 (3/1 viv) [1.MeOH, EUP Kromasil Cig(250x4.6mm - 5um)
17 analytes Centrifugation (5000rpm, 10min] 2.MeOH + 0.1% FA] EUP+0.1%FA/MeOH
(Jia et al., 2012) UAE [20min] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS? 0.5 2xTriethylamine/MeOH/EUP (5/25/75 viviv) [1.methylene chloride, MeOH, EUP+0.5%Na,EDTA (pH=3) | BEH Cys (100x2.1mm 1.7ym)

19 analytes

Centrifugation (3000rpm, 10min)

2.MeOH+0.1%FA]

EUP+0.1%FA/MeOH
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Protocole ABCDETFEGH d’essai | [Conditions d'extraction] Matériel - [Conditions de purification] Colonne
Nombre d’analytes ciblés ()] Solvants utilisés 1.Conditionnement - 2.Elution Phases mobiles
(Spongberg and Witter, 2008a) UAE [5min] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS? X| 0.5 2% MeOH. acetone [1.acetone, MeOH, EUP+50mM Na;EDTA Lichrosphere RP-18 (150x3mm - 5pm)
20 analytes ' 2.MeOH] EUP+0.1%FA/ACN+0.1%FA
(Gonzalez-Gil et al., 2016) UAE [15min]
UAE - SPE - LC-MS? X iX X iXiX X 0.5 MeOH, 2xacetone SPE GC-MS/MS
20 analytes Centrifugation (3000rpm, 5min - 1500rpm 5min)
(Yan et al., 2014) UAE [15min, <40°C] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS? X 20 ?;'_I}A:Z()JHIOJM citric acid/EUP+10mM Na EDTA (2/1/1 vivlv) [1.MeOH,EUP,EUP+10mM NazEDTA (pH=2.5) Zorbax (150%4.6 - 3.5um)
21 analytes Centrifugation (10000rpm, 15min) 2MeOH] EUP+0.1%FA+5mM NH4AC/MeOH
(L. Gao et al., 2012) UAE [4min] SPE - Oasis HLB ;i:e}'rv‘aS»/AAgsc (100x2.1mm - 3.5um)
UAE - SPE - LC-MS? X 0.1 3XEUP+EDTA+Mcllvaine buffer(pH=4)/ACN [1.MeOH, EUP 18 : -~
22 analytes Centrifugation (10000rpm, 10min) 2.MeOH + 5% NH40H] \I::ll;/J)P+0.3%FA+U.1%NHAF(pH—Z.Q)/MeOH/ACN an
(Martin et al., 2015) UAE [15min] LC-MS/IMS
UAE - SPE - LC-MS2 X X X NA MeOH, acetone SPE - Oasis HLB Zorbax Eclipse XDB-Cig (50x4.6mm - 1.8um)
22 analytes Centrifugation (4000rpm, 20min) EUP+15mM NHJF/ACN+0.1%FA
(Yang et al., 2016) UAE [10min, 40°C]
y SPE - Oasis HLB
UAE - SPE - GC-MS? X 05 MeOH - DCM/MeOH (1/1 viv) GC-MS/MS
24 analytes Centrifugation (3720rpm, 10min) [1.methyl terbutylether, MeOH, EUP]
(Yuan et al., 2014) UAE [10min] SPE - Oasis HLB LC-MS/IMS
UAE - SPE - LC-MS2 X 0.5 3xMeOH+0.2M citric acid (pH=4.4) [1. MeOH, 0.5M HCI, EUP Zorbax SB-Cig (100x2.1mm - 1.8um)
25 analytes Centrifugation (5000rpm, 10min) 2.MeOH] EUP+0.2%FA/ACN
(Subedi et al., 2013) UAE [30min] SPE - Oasis HLB LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS2 X 0.1 EUP/MeOH (3/5 v/v) - MeOH [1.MeOH, EUP Hypersil Gold (150x2.1mm - 3pm)
27 analytes Centrifugation (4000rpm, 5min) 2.MeOH] EUP+0.1%FA/MeOH
(Subedi and Kannan, 2015) UAE [30min] SPE - Oasis HLB LC-MS/IMS
UAE - SPE - LC-MS2 X 0.1 EUP/MeOH (3/5 viv) - MeOH [1.MeOH, EUP Hypersil Gold (150x2.1mm - 3pm)
27 analytes Centrifugation (4000rpm, 5min) 2.MeOH, acetone/MeOH/ACOEt 2/2/1, MeOH+5%NH.] EUP+0.1%FA/MeOH
(Subedi et al., 2017) UAE [30min] SPE - Oasis HLB LC-MSIMS
R ~ _MQ2 ~ [1.MeOH, EUP Ultra Biphenyl (100x2.1mm - 5um)
UAE - SPE - LC-MS X 01 Eg:{r ';;'fz;‘o(:/a(‘)’g’gr meg:in) 2.MeOH, acetone/MeOH/ACOE (2/2/1 viviv), EUP+0.1%FA/MeOH
30 analytes 9 pm, MeOH+596NHx] EUP+25mM NH;OH/MeOH
Ashf l.. 2017 UAE [30min] _ LC-MS/MS
EJ :E f"qsg:; LC?MS)Z « o1 1. ACN/EUP+phosphate buffer (pH=2) + Na;EDTA aphﬁeé’:sézgfup (oH=2) Kinetex C1s (100x4.6mm - 2.6im)
. 2. ACN/EUP+NaOH (pH=10) 2 MeOH] ! pH= EUP+5mM NH.Ac/MeOH
40 analytes Centrifugation (3000rpm, 5min) i EUP+0.1% FA/MeOH
(Ben etal., 2018) UAE [10min] LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS2 X 0.5 3xMeOH+0.2 M citric acid(pH=4.4) SPE Zorbax SB-C18 (100 mmx2.1 mm - 1.8um)
40 analytes Centrifugation (5000rpm, 2x10min) EUP+0.2% FA/ACN
(Narumiya et al., 2013) UAE LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS? X X 1.0 2x (pH=7, pH=2, pH=10) SPE - Oasis HLB Acquity BEH Cg (100x2.1mm - 1.7pm)
44 analytes PH=7, pH=2. P! EUP+0.1%FA/MeOH
(Zhou et al., 2012) UAE [15min] SPE - Strata SAX + Oasis HLB LC-MS/MS
UAE - SPE - LC-MS2 X 0.5 2xACN + citric acid (pH=3) [1.MeOH, EUP - SAX removed Eclipse Plus-Cig (100x2.1mm - 1.8pm)
42 analytes? Centrifugation (1370rpm, 10min) 2.MeOH] EUP+0.2%FA+2mM NHsAc/MeOH
(Subedi et al., 2015) UAE [30min] SPE - Oasis HLB LC-MS/IMS
UAE - SPE - LC-MS2 X 0.1 EUP/MeOH (3/5 viv) - MeOH [1.MeOH, EUP Hypersil Gold (150x2.1mm - 3pm)
47 analytes Centrifugation (4000rpm, 5min) 2.MeOH, acetone/MeOH/AcOEt 2/2/1, MeOH+5%NH,] EUP+0.1%FA/MeOH
(McClellan and Halden, 2010) UAE SPE-O s
UAE - SPE - LC-MS? X 10 3xEUP+phosphate buffer+Na;EDTA JACN S MoOh o RO+ 2%6EA LC-MS/MS
68 analytes 3XEUP+NH.OH/ACN 2. oFA]
(U.S. EPA, 2009) UAE [30min] _ LC-MSMS
UAE - SPE - LC-MS? x| 1.0 by EBE:N:Z%E‘TA"”_“OSPM‘E buffer (pH=2)/ACN (1/1 viv) SPE - Oasis HLB Xtera C1s (100x2.1mm - 3.5ym)
. 40H (pH=10)/ACN (1/1 viv) EUP+5mM NH.AC/MeOH
69 analytes Centrifugation (3000rpm, 5min) m c/Me
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[I.LA.2. Matériels et méthodes

IlLA.2.1. Réactifs et matériels

Les solvants chromatographiques et SPE, I'acétonitrile (ACN), le méthanol (MeOH) et I'acide
formique ont été achetés aupres de VWR (qualité LC-MS). De I'eau ultra-pure (EUP), générée
par un systéme de purification d’eau Milli-Q Purelab Classic a résistivité de 18.2 MQ.cm™ a
été utilisée. Le méthanol et 'acétonitrile de qualité LC-MS (VWR) ont été utilisés en association
avec de I'eau ultrapure avec ou sans acide formique a 0.1 %. La préparation des solutions
tampons Mcllvaine a été effectuée par association des poudres de hydrogénophosphate de
sodium et acide citrique. De l'acide acétique 100 % (AcOH), hydroxyde de sodium (NaOH),
acide chlorhydrique (HCI), et EDTA 0.1 M ont été utilisés pour la préparation des solutions
d’extraction, le cas échéant. Les éléments pour I'extraction en phase solide dispersive (dASPE)
(sels MgSO4/NaCl 4g/1g, préparations 900 mg MgSO4 + 150 mg PSA, 150 mg MgSO4 + 25
mg PSA et 150 mg MgSO. + 25 mg PSA + 25 mg GCB + 25 mg C1s - Phenomenex), la poudre
silice PSA (Supelco), et les cartouches Oasis HLB PRIME (2 cc, 150 mg - Waters), Strata SAX
(500 mg, 3 mL, 55 um - Phenomenex) ont été utilisés pour I'évaluation des méthodes de
purification sur les contaminants sélectionnés.

IILA.2.2. Echantillonnage et préparation des échantillons

Un défiimportant dans I'analyse des résidus pharmaceutiques est d’assurer la représentativité
de l'analyse pour les matrices étudiées (e.g., boues d’épuration, boues déshydratées,
composts de boues normés, biosolides). Une représentativité adéquate nécessite la collecte
d’un certain nombre de sous-échantillons aléatoires qui peuvent ensuite étre regroupés pour
obtenir un échantillon composite représentatif.

II.LA.2.2.1. Echantillonnage

L’échantillonnage a été réalisé par une méme personne sur une méme station d'épuration des
eaux usées municipales (STEP) (230 000 équivalent habitant, France), a différents points de
préléevement le long de la filiere de traitement, en Fig.lI-1 par des points bleus et gris pour des
matrices liquides et solides, respectivement. Le mode de prélévement et quantité nécessaire
ont été effectué selon les bonnes pratiques d’échantillonnage (NF EN ISO 5667-13, NF EN
12579) en fonction de la nature de I'échantillon (2L de boues secondaires liquides, 1kg de
boues déshydratées, 1kg de compost de boues normé a maturité). Les prélevements de boues
d’épuration et composts de boues ont été effectués sur 5 campagnes a différentes périodes
hivernales (janvier-février, novembre-décembre), et estivales (juin-juillet). L’'ensemble des
échantillons a été préalablement lyophilisé avant d'étre stocké a -20°C en accord avec les
recommandations (NF EN ISO 5667-15, NF EN ISO 16179), afin de limiter les pertes des
composeés initialement présents et conserver au mieux les propriétés de la matrice.

Des échantillons composites homogenes secs dopés de boues secondaires et de boues
déshydratées et, un échantillon composite de composts normés (NF 44-095, label Qualicert)
ont été caractérisés (Tab.ll-2) et utilisés pour 'optimisation et la validation du protocole
d’extraction et d’analyse chromatographique. L’échantillon de référence a subi un
reconditionnement & température ambiante pendant une nuit avant application du protocole
d’extraction.
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Figure 11-1. Visualisation des points d’échantillonnage dans la filiere de traitement des eaux usées,
par complémentarité a la filiere de production et stabilisation des boues par compostage.

Les flux liquides et solides sont représentés par des fleches de couleurs bleues et grises respectivement. Les
points de prélévements sont indiqués par des cercles de couleur associé au type de la matrice prélevée, et
numérotés :

1. Echantillon liquide de boues activées

2. Echantillon liquide d’eaux usées traitées en sortie de clarification par filtre a sable

3. Echantillon semi-solide de boues activées

4. Echantillon solide de boues déshydratées en sortie de déshydratation mécanique par centrifugation
5. Echantillon solide de boues compostées a des déchets verts

Tableau 11-2. Caractéristiques physico-chimiques des boues prélevées sur la station d’épuration de
Nimes — évaluation des échantillons composites pour le développement de méthode.

Les teneurs en éléments chimiques, dénomination rappelées en fin de manuscrit, sont exprimées en g.kg* de
masse seche, et par rapport a la masse brute entre parenthéses. TS — Teneurs en solides en suspension.

Matrice pH TS Siccité | OM Corg | N N-NHs | N-NOs | P20s | K20 | CaO MgO
[range] | (g/L) | (%)

Boues 6.9+03 | 298 23 701 360 73.0 5.6 <0.01 85.9 5.0 56.8 10.8

déshydratées | [6.5-7.4] | (£51) | (¢3) (144) | (74) | (15.0) | (1.2) (<0.01) | (17.7) | 1.0) | A1.7) | 22

Composts 6.8+04 | 1142 72 552 276 209 |20 <0.01 11.4 13.0 | 1044 | 15.6

normés [6.2-7.7] | (x151) | (x5) (403) | (201) | (15.3) | (1.4) (<0.01) | (8.5) 9.7) | (77.6) | (11.8)

IILA.2.2.2. Schéma général du protocole d’extraction

Une prise d’essai de 500 mg d'échantillon composite de boues a été pesée dans un tube en
polypropylene de 50 mL et, dopée en surrogates et standards externes a une concentration
équivalente a 50 ug.kg? (ms), en triplicatas, afin de pouvoir évaluer les rendements
d’extraction sur I'ensemble du protocole. L’échantillon a été humidifié dans un volume suffisant
de solvant organique. Les tubes ont été agités par vortex pendant 2 min a 2500 rpm, puis
laissés a équilibration pendant 1 heure avant de soumettre les échantillons a I'évaporation
sous sorbonne durant la nuit. Une fois les échantillons sec, des billes de verre ont été ajoutées
pour favoriser la dispersion et 'hnomogénéisation des échantillons durant I'extraction.

Le développement de méthode d’extraction multi-composés a partir des échantillons solides
(boues, sols, sédiments,) dans le cadre de cette thése se basera sur les méthodes d’extraction
couramment utilisées dans la littérature comprenant trois étapes :

1) une étape d’extraction solide-liquide (SLE) combinée a la méthode par ultrasons (UAE),
2) une étape de purification sur phase solide (ASPE ou SPE) et,

3) une étape de préconcentration préalable a I'analyse par chromatographie liquide (LC-MS?).
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Les échantillons secs de boues dopés ont été préalablement hydratés avec 5mL de milieu
d’extraction aqueux. Les tubes ont ensuite été agités par vortex 2 x 1 min a 2500 rpm
permettant une réhydratation suffisante des boues dopées. Un nouvel ajout de 5 mL du milieu
d’extraction organique a été effectué, afin d’atteindre le volume final de 10 mL établi dans la
méthode originale QUEChERS (Anastassiades et al., 2003). Les échantillons de boues dopées
ont ensuite subi une nouvelle étape d’agitation par vortex (2 x 1 min, 2500 rpm). Différentes
extraction ont été testés pour définir les milieux d’extraction les plus appropriées permettant le
meilleur compromis dans la récupération des contaminants cibles. A la suite des ajouts des
solvants d’extraction, les échantillons sont placés dans un bain a ultrasons pour une durée de
20 min & 30°C, puis centrifugés a 10 000 rpm durant 5 min & 20°C. Les surnageants ont été
transférés dans des tubes a essai et conservés au congélateur une nuit pour favoriser la
séparation de la phase lipidique co-extraite, le cas échéant. Différentes étapes de
concentration des extraits par purification des surnageants ont été évaluées pour définir les
conditions les plus appropriées a l'obtention d’interférences matricielles réduites et de
rendements d’extraction améliorés. Les échantillons purifiés ont été transféré dans un flacon
en verre Pyrex et évaporé a sec sous un léger courant d’azote et finalement reconstitué dans
un volume de 100 pL d’une solution EUP/MeOH (95/5 vl/v), en respectant les conditions
initiales d’analyse. La solution de reprise a été dopée par 11 standards internes marqués
isotopiquement permettant la correction des effets matriciels.

Dans cette méthode d’extraction les différents parameétres identifiés comme influents, d’aprés
la littérature, seront évalués pour une extraction optimale d’analytes présentant une grande
diversité de caractéristiques physico-chimiques. Les analytes sont ainsi extraits de la matrice
par un mélange de solvants organique et aqueux, ou I'action physique des ultrasons permet
d’accroitre les rendements par homogéneisation du milieu d’extraction. La complexité de la
matrice boue implique une étape de purification supplémentaire pour limiter la présence de
substances interférentes.

II.LA.2.2.3. Plan d’expérience des protocoles testés

En se référant a la liste de contaminants ciblés dans cette étude, les protocoles existants ainsi
que le matériel disponible, ce développement de méthode s’est basé sur la simplicité et
I'efficacité de I'extraction assistée par ultrasons (UAE) (Fig.ll-2.A). Ce développement de
méthode évaluera I'impact de parameétres opérationnels considérés prépondérants par la
littérature, comme le montre I'organigramme simplifié (Fig.2.B). Par ailleurs, étant donné la
multiplicité des procédures de purification, il a été convenu d’évaluer I'impact de la purification
par la procédure QUEChERS face a I'utilisation de phase solide, de fagon dispersive ou sur
cartouche. Par ailleurs, les critiques sur les performances des protocoles expérimentaux sur
des matrices organiques comme les boues a orienté ce développement de méthode a évaluer
I'utilisation de cartouche, fabriquée dans 'objectif d’éliminer les phases lipidiques pour réduire
la manipulation des échantillons.
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Figure 1I-2. Plan d’expérience schématisé du développement de méthode pour I’extraction
d’échantillon composite de boues dopées.

Fig.Il-2.A. Schéma vulgarisé du protocole d’extraction considéré, de d’étape d’extraction a la purification.
Fig.ll-2.B. Organigramme simplifié du plan d’expérience et des variables influentes considérées pas la littérature

La Fig.ll-3 integre 'ensemble des parametres opérationnels en les détaillant suivant la
procédure, ou le plus petit nombre d’expérimentation garantissant des résultats suffisants pour
'appréhension des parametres optimisés a été mise en place.

Prise d’essai

L’augmentation de la quantité de la prise d’essai pour 'analyse ne semble pas aboutir a de
meilleurs rendements d’extraction, ni a des limites de détection et de quantification plus faibles.
Bien au contraire, elle menerait a 'amplification de la coextraction d’interférents matriciels
affectant négativement la sensibilité de la méthode et les rendements d’extraction (Gago-
Ferrero et al., 2015). Ainsi, les protocoles de la littérature se distinguent par des prises d’essai
majoritairement inférieures a 1.0 g (20 protocoles — m < 0.2 g, 22 protocole — m = 0.5 g, 19
protocoles —m = 1.0 g, 13 protocoles —m = 2.0 - 10.0 g ; Tab.ll-1). En conséquence, la prise
d’essai de I'échantillon a été fixée a 500 mg d’échantillon en accord avec la plupart des
méthode d’extraction de la littérature, préférant favoriser les performances de la méthode face
aux difficultés analytiques lors du développement méthodologique.

Etape d’extraction

Dans un premier temps, les parameétres influengant I'extraction des composés sont étudiés :
a. la nature du tampon aqueux :

L’utilisation d’'une solution tampon, améliorant les rendements d’extraction de la majorité des
résidus pharmaceutiques, est trés contrebalancée par la littérature lors des développements
de méthode (Tab.ll-1). Quant au type de tampon utilisé, il existe 2 méthodes :

1- la norme américaine AOAC, qui implique l'utilisation d'un tampon acétate,

2-la norme européenne de normalisation EN 15662, impliquant I'utilisation d'un tampon citrate.
Bien que divers tampons soient recommandés dans les procédures de normalisation, le
tampon acétate améliorerait les récupérations de la plupart des antibiotiques ciblés (e.g.,
sulfamides, macrolides) d’un facteur au moins 1.5 a 2.5 fois équivalent aux récupérations avec
le tampon citrate (Ferhi et al., 2016; Peysson and Vulliet, 2013; Salvia et al., 2012). Le tampon
Mcllvaine® (tampon phosphate/citrate) a été trouvé comme demi-mesure permettant de
concilier I'utilisation de tampons variés ; les essais ont été effectués en présence de ce tampon
Mcllvaine. Il a été mentionné que I'absence de tampon pouvait étre favorable a I'extraction de

3 Le tampon Mcllvaine, est une solution tampon composée d'acide citrique et d'hydrogénophosphate disodique,
connue sous le nom de tampon citrate-phosphate, dont lagamme de pH varie de 2 a 9. Cette solution est obtenue
par mélange de phosphate disodique 0.2M et d’acide citrique 0.1M pour atteindre les conditions pH requises.
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la plupart des contaminants organiques (Bourdat-Deschamps et al., 2014; Peysson and
Vulliet, 2013), ou l'alternative des additifs acidifiants serait confortée pour améliorer la
manipulation des échantillons, bien que les performances de méthode soient lIégérement
détériorées. L’acidification des milieux d’extraction (e.g., acide phosphorique, acide acétique)
permettrait de meilleurs rendements d’extraction des antibiotiques de types fluoroquinolones,
ou l'ajout d’acide acétique permettrait d’améliorer I'extraction de la majorité des composés
cibles face aux tampons commerciaux précédemment cités (Ferhi et al., 2016; Li et al., 2016;
Pavlovic et al., 2012). Par ailleurs, il est important de noter que I'acidification du milieu
d’extraction a un pH inférieur a 2.5 est également utilisée pour extraire les composés neutres,
ayant pour contrepartie, de faibles rendements d’extractions associés aux composés
cationiques (Anastassiades et al., 2003; Ferhi et al., 2016; Golet et al., 2002; Salvia et al.,
2012; Seifrtové et al., 2009).

Des essais en I'absence de tampon ont été effectués, avec un ajustement de pH aprés ajout
du milieu d’extraction (acidification avec acide acétique AcOH 50 % v/v et alcalinisation avec
hydroxyde de sodium NaOH 1 M), pour lesquels les volumes ont été préalablement évalué a
=~ 250 uL. Les essais en présence de tampon ont été effectué avec celui-ci directement inclue
en solution dans le milieu d’extraction, contrairement aux essais en I'absence de tampon ou
les additifs ont été ajoutés aprés I'ajout du milieu d’extraction a I'échantillon a extraire,
impliquant la vérification du pH avant et aprés mélange.

b. la nature et proportion du solvant organique dans le milieu d'extraction aqueux :

L’étude de la phase organique la plus adaptée pour I'extraction des composés ciblés ainsi que
les proportions avec le solvant aqueux (EUP) ont été évaluées, incluant la diversité des
conditions des milieux d’extraction. La présence d’acétonitrile (ACN) et de méthanol (MeOH)
ont ainsi été testés a proportions variables avec le milieu aqueux, en mélange simple
(aqueux/organique 1/1 a 4/1 v/v) ou binaire (aqueux/ACN/MeOH 2/1/1 a 2/7/1 viviv).

c. la force ionique du milieu d’extraction par :

- le pH du milieu d’extraction, ou chaque extraction a été effectuée selon des conditions acides
(pH = 3), neutres (pH = 7), et alcalines (pH = 9).

- I'influence d’'un agent chélatant, ou respectant le schéma du protocole général (Fig.lI-3),
chaque expérimentation a été réalisée avec et sans I'ajout d’'un agent chélatant (EDTA 0.1M).

Le temps de mise en ultrasons n'a pas été optimisé et a été fixé a la valeur par défaut de 20
minutes, car il a été rapporté une augmentation des rendements de récupération avec le temps
d’extraction, augmentation qui ne seraient plus significative au-dela de 20 minutes (Darwano,
2013), expliquant qu’aucun protocole ne propose de temps de mise en ultrasons
supérieur (Tab.ll-1). Les températures ont été fixées a 30°C car il a été signalé qu'au-dela
elles diminuaient la sélectivitt de [Iextraction, et impacteraient les contaminants
potentiellement thermosensibles et sujets a la dégradation (Martin-Pozo et al., 2019b).

Etape de purification

Dans un second temps, différentes techniques de purification, aprés optimisation des
paramétres d’extraction, sur I'élimination des interférents matriciels co-extraits sont évaluées :
a. la purification par la méthode QUEChERS : un aliquot de 6 mL de surnageant issus des
étapes d’extraction préalable a été transféré dans un tube en polypropyléne de 15 mL afin de
subir une étape d’extraction liquide-liquide par « salting-out » consistant, par I'ajout de sels, a
saturer la phase aqueuse en diminuant la solubilité des analytes pour leur imposer une
migration vers la phase organique. L’influence de I'ajout de sels MgSOs et Na,SOs en
combinaison avec le NaCl (4/1) a été testée. Les tubes de purification ont été agités d’abord
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vigoureusement manuellement, puis au vortex pendant 1 min a 2500 rpm. Par la suite, ils ont
été laissés au repos pendant 1 heure afin de favoriser I'action de cette étape pour enfin étre
centrifugés a 10 000 rpm pendant 5 min a 20°C.

b. la purification par extraction sur phase solide dispersive (dSPE) : un aliquot de 2 mL de
surnageant d’extraction a été transféré dans un tube rempli des phases sorbantes
dispersives adéquates (PSA+MgSO4, PSA+Ci1s+MgS0Os, et PSA+Cis+GCB+MgSOs4) pour
évaluer leur impact sur la purification des extraits. Les tubes en présence de phase sorbante
et du milieu d’extraction ont été agités manuellement pendant 1 min, passés au vortex 1 min,
et centrifugés a 10 000 rpm durant 5 min & 20°C.

c. la purification par extraction sur phase solide (SPE) :

les cartouches Strata SAX et Oasis

PRIME HLB ont été préalablement conditionnées, chargées par les surnageants obtenus
aprés extraction, puis éluées par un solvant organique approprié. L'utilisation des cartouches
Oasis PRIME HLB ont permis le chargement et la récupération paralléle des surnageants
(mode « pass-though ») par les fortes teneurs en solvant organique (> 80 %).

Echantillon lyophilisé
Prise d’essai = 500 mg

Dopage en surrogates “';p

Dopage en standards externes "

Homogénéisation
Evaporation sous sorbonne durant la nuit

Billes de verre 0 —‘l

Procédure d’extraction

Milieu d'extroction: aquewxorganique 11
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v b $ 1 i
: |
v i
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Reprise pour analyse LC-MS2,

Description du protocole par :

- les différentes étapes de dopage
- surrogates
« standards externes
« standards internes

- les conditions d’extraction impliquant différents milieux
d’extraction :

1. tampon Mcllvaine - pH=3 / solvant orga.

2. tampon Mcllvaine - pH=3 + EDTA 0.1 M / solvant orga.

3. EUP + AcOH - pH=3 / solvant orga.

4. EUP + AcOH - pH=3 + EDTA 0.1 M / solvant orga.

5. tampon Mcllvaine - pH=7 / solvant orga.

6. tampon Mcllvaine - pH=7 + EDTA 0.1 M / solvant orga.
7. EUP - pH=7 / solvant organique

8. EUP - pH=7 + EDTA 0.1 M / solvant orga.

9. tampon Mcllvaine - pH=9 / solvant orga.

10. tampon Mcllvaine - pH=9 + EDTA 0.1 M / solvant orga.
11. EUP + NaOH 1 M - pH=9 / solvant orga.

12. EUP + NaOH 1 M - pH=9 + EDTA 0.1 M / solvant orga.

- les procédure de purification

1 a 2 - purification QUEChERS,

3 a 6 - purifications dSPE,

7 &8 - purifications SPE sans dilution (« pass-through »)

Figure II-3. Procédure du plan d’expérience au développement de méthode des paramétres.

L’implication des standards analytiques est primordiale dans I'évaluation des parameétres a
'amélioration ou la réduction des rendements d’extraction (Fig.ll-3 et Fig.ll-4). L’étape de
dopage par ajout des standards externes (contaminants) et des standards marqués de
contréle (surrogates), est effectué avant la réhydratation de la matrice. L'ajout de ces
standards permet d’évaluer l'impact des procédures d’extraction et de purification.
L’implication des standards marqués internes a I'étape de reprise des extraits secs permet de
définir les effets de matrice engagés par la procédure, et de parer la variabilit¢ machine lors

de la procédure analytique.
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II.A.2.2.4. Protocole sélectionné

Une prise d’essai de 500mg d’échantillons lyophilisés est effectuée dans un tube en
polypropylene de 50mL. Les échantillons sont dopés, humidifiés et mis en solution dans 2 mL
de solvant organique de fagon a submerger la prise d’essai, puis vigoureusement agités (5
min, 2500 rpm) afin de permettre un interaction suffisante solvant-matrice. Des billes de verre
sont introduites pour améliorer la dispersion des échantillons dopés lors de I'extraction.
L’extraction est réalisée par deux cycles successifs de solvant d’extraction mixte acétonitrile
et méthanol (ACN/MeOH/EUP 7/1/2) (Fig.lI-4).

Echantillon lyophilisé
Prise d’essai = 500 mg

‘ Dopage en surrogates |_'

‘ Dopage en standards externes '—‘

Homogénéisation
Evaporation sous sorbonne durant la nuit

Billes de verre 8332 |_'

Procédure d’extraction.
Milien d’extraction: aqueus/organigue 2/§
condition acide.
pH=3
lcaline. |

i pH=9

‘ condition|

Procédure de purification.

‘Conditionnement étapel
Chargement et récupération étdpe2 étipe3 “pass-through”
Elution acétonitrile énalpﬂ

Oasis PRIME HLB
|

‘ Dopage en standards internes }—’

| Reprise pour analyse LC-MS2. |

Figure II-4. Procédure du protocole expérimental sélectionné et soumis a validation.
Les dopages en surrogates et standards internes concernent des standards marqués (Tab. I-3).

D’abord, I'échantillon est extrait en conditions acides (pH 3.0) par I'ajout de 2x5 mL de solvant
d’extraction avec 250 L d’acide acétique dilué a 50%. Les échantillons sont agités entre
chaque ajout (1 min, 2500 rpm), puis placés dans un bain a ultrason (20 min, 30°C). 1 mL de
surnageant est récupéré apres centrifugation (10 000 rpm, 5 min, 20°C). Le pH est vérifié pour
respecter les conditions d’extraction dépendantes au pH. La purification par extraction SPE
est effectué en « pass-through » sur cartouche Oasis HLB PRIME (2 cc, 150 mg),
préalablement conditionnée avec 250 pL de solvant d’extraction. Ensuite, I'échantillon
dépourvu du solvant d’extraction restant, est extrait en conditions alcalines (pH 9.0) par I'ajout
de 2x5 mL de solvant d’extraction avec 500 pL de solution NaOH 1M dans les mémes
conditions que I'extraction précédente. 1 mL de surnageant est purifié sur la méme cartouche.
Une élution des cartouches est enfin effectuée avec 250 pL ACN, selon les recommandations
du fournisseur. Les éluats sont évaporés a sec sous flux d’azote (N2, 40°C), puis repris dans
100 pL aux conditions initiales avec une solution de standards internes marqués.
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1ILA.2.3. Assurance qualité et contrdle qualité (QAQC)

Les performances de la méthode par dopage d’échantillons réels composites de boues ont été
déterminées selon une évaluation globale de parameétres incluant la justesse et la précision
intra- et inter-journaliers des rendements d’extraction associés aux effets de matrice obtenus.
Les incertitudes des parametres de performances de méthode ont été déterminées par la loi
de propagation des incertitudes des équations impliquées, tenant compte des réplicas
d’échantillons, et présentées sous forme d’écart-type relatifs (%RSD). Les références sur
lesquelles se basent se protocole QAQC, permettent d’établir les équations définies dans la
section suivante, et définissent un intervalle d’acceptabilité de précision de la méthode, par
I'expression d’un seuil de confiance (%RSD) de 20 % (NF T90-210, cahier des techniques
INRA, European Commisison Guidance). Les limites de méthode doivent étre correctement
définies pour chaque matrice et composé d’intérét considérant I'influence des multiples étapes
de préparation des échantillons et doivent, si possible, étre inférieures a 10 ug.kg™* (Tab.ll-1)
pour permettre une comparaison avec la littérature (Sellier et al., 2022).

II.LA.2.3.1. Robustesse

L’étude de robustesse consiste a déterminer les rendements d’extraction de la méthode
employée et leur précision aux triplicatas des niveaux de dopage définis, et d’en apprécier les
effets de matrices impliqués. L’importance des effets de matrice (%ME) est évaluée en
comparant la réponse obtenue pour les standards internes ajoutés a I'échantillon extrait
(Asample), €t la réponse obtenue pour la méme quantité de standards ajoutée dans la phase

mobile (Asowvent) Selon 'Eq.11-1 :

Equation Il-1. Evaluation des effets de matrices (%ME)
ME (%) = 100 x Asamzlf Asolvent Asample — Réponse obtenue pour le standard interne dans I'extrait
solvent Asovent— Réponse obtenue pour le standard interne dans la phase mobile.
Note : Les effets de matrice ont été déterminés pour chaque standard interne utilisé pour I'étalonnage interne.

L’évaluation des performances de méthode a nécessité I'extraction supplémentaire du méme
échantillon en I'absence de dopage de standards externes. Les échantillons non dopés ont
été traités simultanément pour la correction du blanc.

Le rendement d’extraction est obtenu par comparaison de la différence des concentrations
mesurées apres extraction de I'échantillon de boues dopé (Cspiked measured) @pres correction du
blanc, soit de I'échantillon sans dopage (Cuiank), par rapport a la concentration théorique de
dopage en considérant I'échantillon absent de composé (Cspiked thearic)- L'EQ.1I-2 permet
d’apprécier le rendement d’extraction (%R), pour chaque niveau de dopage proportion-
nellement adaptés aux concentrations environnementales.

Ces niveaux de dopage ont été définis sur la base des gammes de concentrations décrites
dans la littérature évaluant des niveaux médians de quelques pg.kg™? a plusieurs centaines de
ug.kg?selon la nature du contaminant (Sellier et al., 2022), soit : C1 — 5 pg.kg?, C2 - 50 pg.kg"
1,C3-100 pg.kg?, C4 - 250 pg.kgt (ms). L'optimisation du protocole a été effectué au niveau
de dopage C1.

Equation II-2. Détermination du rendement d’extraction (%R)

Cspiked measured - COncentration mesurée de I’échantillon référent dopé
Cspiked measurea — Cbiank  Cbiank - Concentration mesurée de I’échantillon référent non dopé
Cspiked theoric - Concentration de la substance dopée théorique dans
I’échantillon référent

R(%) = 100 x

spiked theoric
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La précision a été déterminée par le calcul de la répétabilité intra-journaliére (%RSD intra-day)
sur 'ensemble des niveaux de dopage (C1 a C4), et la reproductibilité inter-journaliére (%RSD
inter-day) pour un niveau de dopage unique (C2), sur triplicatas. La répétabilité a été testée
en utilisant des échantillons préparés simultanément et en mesurant I'écart-type relatif de ces
échantillons analysés le méme jour a 4 différents niveaux (n = 3), la reproductibilité a été
évaluée en préparant les mémes échantillons sur une période établie a 3 mois incluant la
répétabilité impliquée sur la préparation d'une méme journée a un niveau (n = 9).

L’évaluation des parametres opérationnels a I'étape d’extraction a été effectuée suivant la
représentation de surface de réponse des rendements d’extraction obtenus a chaque essai du
plan d’expérience, sur la base du modéle de régression suivant :

Equation II-3. Modele de régression pour la représentation de surface de réponse de rendements.
%R — Rendement d’extraction obtenu au niveau de dopage
P — Proportion de solvant organique testée dans le milieu
d’extraction

pH — pH d’extraction du milieu considéré

Le logiciel Rstudio (version 1.3.1093) a été utilisé pour analyser les données des essais,
calculer les modeles de régression (Eg.lI-3), et reproduire les surfaces de réponse sous une
représentation 3D (Annexes).

%R= P? + pH? + P x pH + proportion + pH

Le rendement global (%REC) résulte de la moyenne, pour chague composé et matrice, des
rendements d’extraction, dont l'intensité de signal permet la quantification du composé
associé, comme l'indique I'Eq.ll-4. Généralement, les articles de développement de méthode
ont tendance a exclure les rendements d'extraction (%REC < 20%), et ne les considérent pas
dans I'application aux échantillons réels (Tab.lI-1).

Equation II-4. Détermination du rendement d’extraction global (%REC)

REC(%) = %R si %RSD < 20% %R — Rendement d’extraction pour chaque niveau testé, sous la condition :

%RSD — Ecart-type relatif de répétabilité inférieur au seuil de confiance de 20 %.

La procédure QAQC inclue, pour chaque série analytique, 'analyse d’échantillons de controle
comprenant des points issus de la gamme de calibration, des duplicats d’échantillons, des
solutions de dopage, des solvants d’extraction et des blancs analytiques de facon a identifier :
- les pertes liées a des erreurs de manipulation ou une adsorption potentielle au matériel,
- les composés initialement présents dans le matériel analytique.
Les extractions a blanc, en 'absence des matrices d’étude, ont été effectuées pour exclure
toute contamination possible provenant de [I'échantillonnage, du stockage ou de
l'instrumentation, et assurer l'identification des analytes essentiellement présents dans les
matrices d’étude. Ces controles ont également permis de montrer I'efficacité des tampons et
additifs pour maintenir le pH & la valeur souhaitée en présence de matrices solides.

I1LA.2.3.2. Sensibilité

La sensibilité de la méthode est précisée a travers ses limites de méthode, pour lesquelles
leur détermination est évaluée suivant une procédure identique a la détermination de la
concentration réelle de I'échantillon (Eq.lI-5), utilisant:

- les limites de I'analyse des contaminants dans la courbe de calibration, considérées comme
la concentration dans la solution de reprise ou plus communément I'extrait d’analyse (Cvial),
- 'application du coefficient de concentration (Cco), suivant les parametres de préparation des
échantillons (Msampie, Vextraction, Vpuriication, Vreprise) €t le rendement d’extraction global (%REC).

91



Chapitre I

Les résultats chromatographiques sur les extraits (Cvia), évalués en ug.Lt, ont été convertis
en concentration dans la matrice initiale (Csampic), rapportée en pug.kg* de masse séche, tenant
compte de toutes les différentes étapes du traitement de I'échantillon.

Equation II-5. Détermination de la concentration réelle dans I’échantillon

Coampte = (1 + 1- %REC) X Cog X Cyp Csample - Concentration réelle dans I’échantillon solide (ug.kg™).
100 Cuial - Concentration dans I'extrait apreés reprise (ug.L™).

Vreprise — Volume de reprise du résidu a sec (100 pL) (ug.kg?).

avec Cop = gfaprise X 2:“‘”‘"“’“ Vextraction - Volume d’extraction pour chaque extraction (10mL).

purification % Msample Vpurification - Volume de purification issu des extractions (2mL).

Msample - Masse de la prise d’essai de Iéchantillon (500mg).

Dans le cas de matrices organiques, I'établissement des valeurs limites de méthode s’appuie
également sur la réponse instrumentale par rapport au bruit de fond issu de linjection de
blancs pour garantir I'exactitude des résultats expérimentaux (European Commisison
Guidance) (Eq.I-1, Eq.II-6).

Equation II-6. Evaluation de la réponse instrumentale
MDL — Limite de détection de la méthode
. MQL = 10 x signal MAQL - Limite de quantification de la méthode
bruit signal — intensité du signal sur I'acquisition de I'analyte
bruit — intensité du bruit hors acquisition de I'analyte

3 X signal
MDL = ———
bruit

Note : Si la concentration des étalons appariés a la matrice correspondant a des rapports signal/bruit (S/N) est
supérieur a 3 et 10, I'analyte peut étre considéré comme détecté et quantifié, respectivement.

Dans le cas d’analyse de contaminants a I'état de trace, il est possible d’évaluer la teneur dans
I'échantillon contaminé par I'approche de quantification par ajouts dosés, ou les effets de
matrice sont affranchis par la réalisation d’'une droite de calibration utilisant I'échantillon brut
et des échantillons dopés, pour en déduire les teneurs et améliorer les incertitudes associées.
Cette méthode, bien qu’elle présente des avantages sur la précision des résultats, n’a pas été
utilisée pour des raisons chronophages et budgétaires. Ainsi, la teneur des échantillons a été
évaluée suivant un étalonnage interne, ou [l'utilisation de standards internes permet de
s’affranchir des effets de matrices. Les incertitudes ont été calculées tenant compte de la
propagation des erreurs sur le facteur de correction et I'évaluation des performances de
méthodes.
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[I.LA.3. Résultats et discussions

IILA.3.1. Résultats du développement de protocole analytique

Le développement du protocole d’extraction sur boues composites dopées s’est basé sur les
protocoles existants de la littérature (Tab.ll-1), dans l'objectif de limiter les conflits inhérents
liés aux conditions des milieux d’extraction. Le protocole ainsi envisagé est fixé sur une
extraction multi-résidus par ultrasons. L'étude de 'ensemble des variables influentes a I'étape
d’extraction des contaminants d’intéréts (la nature du tampon aqueux, la nature et la proportion
du solvant organique dans le milieu d'extraction aqueux, la force ionique du milieu d’extraction
atravers son pH et la présence d’'un agent chélatant) (Fig.ll-5 a Fig.lI-8), permettra la sélection
du meilleur compromis des étapes d’extraction et de purification pour la quantification par
étalonnage interne LC-MS2.

Les sections suivantes décrivent les résultats issus du plan expérimental de 18 expériences,
les comparent avec les données relatives de la littérature et identifient les conditions optimales
a l'extraction de 'ensemble des composés ciblés dans cette étude. Il est sans compter que les
données utilisées compilent les expérimentations dont I'analyse a été possible, c’est-a-dire :
- sans porter préjudice au matériel analytique®,

- sans les biais circonstanciels de préparation des échantillons,

dont les incertitudes peuvent tronquer les conclusions sur la comparaison des paramétres.

1I.LA.3.1.1. Etape d’extraction

Pour mieux comprendre linfluence des parametres sur les rendements d’extraction des
expérimentations A-G décrites ci-dessous, la Fig.ll-5 présente les résultats sur les composés
représentatifs des caractéristiques physico-chimiques.

A. Mcllvaine buffer with EDTA and organic solvent: acetonitrile (1/1 v/v) — MgSO4 + PSA.

B. Mcllvaine buffer with organic solvent: Acetonitrile (1/1 v/v) — MgSO4 + PSA.

C. Mcllvaine buffer with EDTA and organic solvent: Methanol (1/1 v/v) — MgSO, + PSA.

D. Mcllvaine buffer with organic solvent: methanol (1/1 v/v) - MgSO4 + PSA.

E. Additive with organic solvent: acetonitrile/methanol (2/1/1 v/v) - MgSO4 + PSA.

F. Additive with organic solvent: Acetonitrile/methanol (2/1/1 v/v/v) - MgSO4 + PSA + C15 + GCB.

L’optimisation de I'étape d’extraction a été réalisée par plan d’expérience (Fig.ll-2, Fig.lI-3),
qui a nécessité la prise en compte de 'ensemble des parametres opérationnels identifiés par
la littérature (Tab.ll-2). Ainsi, 'impact de la présence d’agent chélatant (EDTA 0.1M) et de la
composition de I'agent d’extraction ont été évalués indépendamment de la nature du solvant
organique (acétonitrile, méthanol), et de sa proportion dans le milieu d'extraction pour des
ratios (solvent organique/eau pure) allant de 25% a 50%. L'importance du pH du milieu
d’extraction a été testé pour des conditions acides (pH=3), neutres (pH=7) et alcalines (pH=9),
pour des extractions simples et successives.

L’évaluation des paramétres opérationnels a une extraction efficace des contaminants d’intérét
appuie la nécessité d’'un compromis des conditions optimales d’extraction pour une analyse
multi-résidus étendue a un grand nombre de composés étant donné la multiplicité des
processus de rétention des contaminants a la matrice (e.g. interactions hydrophobes avec la
matiere organique, interactions électrostatiques des divers groupements fonctionnels) (Sellier
et al., 2022).

“ note : les pruficiations 1-2 avec 'ajout de sels n’a pas permis I'analyse des extraits par suppression de signal.
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Figure 1I-5. Résumé des rendements d’extraction a I’optimisation du milieu d’extraction suivant les
caractéristiques physico-chimiques des contaminants d’intérét.
Représentation statistiques sous forme de box-plot des rendements d’extraction des groupes caractéristiques
des composés d’intérét (%R, C2 — 50 ug.kg™) suivant le plan d’expérience des essais d’extraction simples (A-G).
Résultats classés selon les espéces majoritaires au pH des boues (horizontal : espéces anioniques, cationiques,
et neutres) et leur hydrophobicité (vertical : composés hydrophiles logP < 2.5 — composés partiellement
hydrophiles/hydrophobes 2.5 < logP < 4.0 — composés hydrophobes logP > 4.0).

Composition du solvant

La plupart des méthodes d'extraction développées pour l'extraction des contaminants
organiques ont utilisées I'acétonitrile et le méthanol combinés ou non comme base de solvant
avec le milieu d’extraction aqueux (Tab.lI-1).

Dans ce développement méthodologique, différents comportements sont observés, menant a
des rendements d’extraction relativement différents d’'un composé a I'autre, comme le montre
la variabilité des résultats en Fig.lI-5. En vue d’observer et de comprendre le type de solvant
le plus appropriée a I'extraction de 'ensemble des contaminants, la Fig.II-6 détaille les essais
A-F, en I'absence de congélation des extraits, et en distinguant les conditions pH du milieu
d’extraction.
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anionic species cationic species neutral species
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Figure 11-6. Comparaison récapitulative des rendements d’extraction issus du plan d’expérience du
développement de méthode a I'étape d’extraction d’échantillon de boues dopé a 50ug.kg?, en
duplicata : effet de du type de solvant organique d’extraction.

Représentation statistiques en box-plot des rendements d’extraction des composés (%R) fonction du solvant
organique utilisé (acétonitrile ACN en trait plein, méthanol MeOH en pointillés), spécifiés aux différents pH
d’extraction testés (acide pH = 3, neutre pH = 7, alcalin pH = 9).

Résultats classés selon les espéces majoritaires au pH des boues (horizontal : especes anioniques, cationiques,
et neutres) et leur hydrophobicité (vertical : composés hydrophiles logP < 2.5 — composés partiellement
hydrophiles/hydrophobes 2.5 < logP < 4.0 — composés hydrophobes logP > 4.0).

La Fig.ll-6 montre que, quel que soit le pH d’extraction impliqué, I'utilisation de chacun des
solvants organique présente ses avatanges et inconvénients suivant le type de composé.
Quelles que soient les conditions du milieu d’extraction employées, I'acétonitrile présente un
fort avantage a l'extraction de la plupart des composés cibles, puisque 39 composés
présentent des rendements de récupération majoritairement améliorés face a I'utilisation de
méthanol. L'acétonitrile représente le solvant le plus adapté pour I'extraction de la plupart des
résidus pharmaceutiques (e.g., antihypertenseurs-bétabloquants, antibiotiques-macrolides).
Par ailleurs, le méthanol réduit la récupération globale des composés face a I'acétonitrile, mais
semble nécessaire a I'extraction d’autres composés. Ainsi, 18 composés montrent des
rendements augmentés d’environ 20% en présence de méthanol,notamment les espéces a
tendance hydrophobes, et a caractéristigues anioniques (e.g. irbesartan, valsartan,
diclofenac), cationiques (e.g. erythromcyin, roxithromycin, fluoxetine, verapamil) ou neutres

(e.g. econazole, miconazole, domperidone).

Par conséquent, l'utilisation d’'un solvant organique unique ne semble pas suffisant a
'extraction de I'ensemble des composés cibles, notamment quand plus d’un tiers des
composeés nécessite I'utilisation de I'un des solvant testé (Fig.lI-5, Fig.ll-6). Un compromis a
du étre effectué dans I'utilisation solvants organiques, dans le cas ou chacun doit étre impliqué
dans I'extraction. Le choix de combiner les deux solvants a différentes proportions en milieu
aqueux, resterait en accord avec la littérature ou les analyses multi-composés s’effectuent
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généralement avec de faibles proportions de méthanol pour limiter les effets de matrice par la
coextraction d’interférents matriciels (Guo et al., 2016; Seifrtova et al., 2009).

Différents composants matriciels, majoritairement organiques, peuvent étre co-extraits lors
d’extractions n’'impliquant pas de conditions sélectives. La présence de ces interférents
modifie I'efficacité d'ionisation des analytes, et a pour conséquence de nuire a la
reproductibilité, la quantification, et & la précision des analyses. Les effets de matrice
persistants en présence de méthanol, n'ayant d’ailleurs pas permis I'analyse des extraits
d’essais C a pH alcalin, pourraient étre expliqués par I'extraction de la phase lipidique, selon
la littérature (Masia et al., 2015; Peysson and Vulliet, 2013; Salvia et al., 2012), expliquant
'obtention systématiquement d’extrait visqueux aprés évaporation. En effet, de fortes
proportions de meéthanol favoriserait I'extraction des lipides et des matiéres organiques
(Chambers et al., 2007; Goulas et al., 2016; Jiang et al., 2012) dont la précipitation par
congélation s’est avérée d’'une importance majeure. Cependant, comme le montre la Fig.ll-5
(essais E-G), cette étape supplémentaire réduit les rendements d’extraction des analytes de
plus de 20%. Cette diminution des rendements conforte la présence d’interactions
hydrophobes des composés avec la phase lipidique de la matrice.

Etant donné que les proportions ne semblent pas influer sur la majorité des composés ciblés,
une dominance en acétonitrile (aqueux/ acétonitrile/méthanol 2/7/1) a été favorisée face a des
proportions identifiques des deux solvants (aqueux/acétonitrile/méthanol 2/1/1) permettant :
- d’améliorer la sélectivité du protocole d’extraction en limitant la co-extraction de composés
matriciels,

- de préserver des rendements d’extraction supérieurs a 40% des composés hydrophobes,
- de limiter I'effet de suppression ionique lors de I'utilisation du méthanol,

- de garantir la détection de I'ensemble des composés méme si cette condition n'augmente
pas les rendements d’extraction de maniére significative, principalement lorsque
I’hydrophobicité des composés semble conduire a de plus faibles rendements d’extraction, et
que le méthanol permet la détection de ces derniers (Fig.ll-6). De plus, I'utilisation de méthanol
permet d’améliorer les résultats sur les composés hydrophiles, suivant des conditions de pH
distinctes.

Force ionique du milieu d’extraction

La littérature souléve l'intérét de I'ajout d’'un agent chélateur (EDTA 0.1 M) pour minimiser le
risque de complexation des analytes cibles par liaison préférentielle des cations métalliques
divalents présents dans les boues, tels que Mg?* ou Ca?* (Golet et al., 2002; Peysson and
Vulliet, 2013). Par ailleurs, I'étude de la littérature sur les protocoles d’extraction fait ressortir
la nécessité d’utiliser des conditions acidifiées supplémentaires pour I'extraction des
antibiotiques, or des conditions non tamponnées seraient également identifiées en faveur des
autres catégories de composés (Tab.ll-1).

Afin d’identifier la nécessité d’appliquer des conditions spécifiques au milieu d’extraction de
facon a déstabiliser les liaisons électrostatiques présentes entre la matrice et les composés
eux-mémes, la Fig.ll-7 appuie les résultats des essais A-F sur 'impact de la force ionique par
I'ajout d’agent chélatant et/ou de tampon Mcllvaine, distinguant les conditions pH d’extraction.

La Fig.llI-7 montre que, quel que soit le pH d’extraction impliqué, I'ajout d’'un agent chélatant
et I'utilisation d’'un tampon et réduisent considérablement I'extraction des composés d’intérét.
Les résultats mettent en évidence qu’aucun impact significatif n’a été observé sur I'extraction
des composés neutres, ni ionisés en présence d’EDTA, contrairement a la littérature.
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Figure 11-7. Comparaison récapitulative des rendements d’extraction issus du plan d’expérience du
développement de méthode a I'étape d’extraction d’échantillon de boues dopé a 50ug.kg?, en
duplicata : impact de la force ionique du milieu d’extraction.

Représentation statistiques en box-plot des rendements d’extraction des composés (%R) fonction des conditions
mises en ceuvre dans le milieu d’extraction (tampon Mcllvaine en pointillés, sans tampon en trait plein et effet
de transparence avec utilisation d’EDTA 0.1 M, sans transparence sans agent chélatant), spécifiés aux différents
pH d’extraction testés (acide pH = 3, neutre pH = 7, alcalin pH = 9).

Résultats classés selon les espéces majoritaires au pH des boues (horizontal : espéces anioniques, cationiques,
et neutres) et leur hydrophobicité (vertical : composés hydrophiles logP < 2.5 — composés partiellement
hydrophiles/hydrophobes 2.5 < logP < 4.0 — composés hydrophobes logP > 4.0).

L’utilisation du tampon Mcllvaine réduit les rendements d’extraction des composés a tendance
majoritarement anionique de 30%, des composés cationiques-neutres d’environ 20%, et le
reste des composés de 10% jusque 20 %. Le tampon Mcllvaine ne permet pas d’accroitre
considérablement les rendements d’extraction des composés ciblés en comparaison a une
acidification ou alcanisation du milieu d’extraction (Tab.lI-1).

Les données obtenues du développement méthodologique expliquent le choix de ne pas
inclure ni de tampon, ni d’agent chélatant a I'extraction pour la continuité du développement
méthodologique. Ce choix est relativement visualisé par la Fig.ll-7 et permet de diminuer les
effets de matrice rencontrés lors de la quantification des contaminants dans les échantillons
de boues composites.

Le développement de méthode a différentes conditions pH (Fig.ll-7, Tab.lI-1) permet de mettre
en évidence que la modification du pH des boues (6.2 < pHooues < 7.7, Tab.lI-2), et donc du
milieu d’extraction, par des conditions extrémes considérés comme acides (pH=3) et alcalines
(pH = 9), tend a déstabiliser les liaisons électrostatiques effectuées en conditions environ-
nementales (pH=7) par I'évolution des proportions en espéces neutres et ionisées des
composés. Cette modification attendue de I'équilibre cinétique des charges des groupements
fonctionnels de surface de la matrice ou ceux propres aux composés permet d’affirmer que :
- les conditions neutres (pH = 7) ne présentent pas de rendements d’extraction significati-
vement supérieurs aux conditions acides ou alcalines. Cette obervation suggére une
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désorption modérée des composés par la mise en contact de la matrice a un milieu sain, et
peut étre également die aux fortes interférences matricielles, limitant la détection des
contaminants par suppression ionique.

- les conditions acides (pH = 3) favorisent les récupérations des composés anioniques a
tendance hydrophobes (e .g. régulateurs lipidiques, anti-inflammatoires, antihypertenseurs),
les anticonvulsants neutres et les antihistamines cationiques. Les antibiotiques-quinolones
présentent également des rendements de récupération supérieurs en conditions acides
jusqu'a 1.5 a 3.0 fois plus élevés qu'en conditions alcalines ou neutres, respectivement.
- les conditions alcalines (pH = 9) se présentent comme les plus profitables a I'obtention de
composés a tendance neutres tels que les antifongiques et pesticides avec des rendements
d’extraction améliorés par des facteurs de 1.2 et 1.5 respectivement, par rapport aux
conditions neutres. Les conditions alcalines sont nécessaires a I'extraction des espéces
antibiotiques de types sulfamides et macrolides permettant la récupération de 4 fois plus de
substances cibles par rapport aux conditions acides ou neutres, dont les rendements
d’extraction restent inférieurs a 20%.

Compte tenu du caractere généralement acide (anion) ou basique (cation) des contaminants
organiques, exprimé par une large gamme de pKa, la solubilité de celles-ci dépend intimement
du pH du milieu, Ioptimisation a orienté sur la sélection des conditions d’extraction a pH acide,
et basique. Afin d’accroitre les rendements d’extraction du panel de contaminants aux
propriétés variées, une extraction séquentielle a été sélectionnée, ou I'introduction de solvant
a degrés de pH variés sur un méme échantillon correspondrait au compromis le plus approprié
a l'amélioration des rendements d’extraction globaux des contaminants issus de matrices
résiduaires organiques. En effet, bien que la premiére fraction puisse extraire la majorité des
composés (Fig.ll-5 a Fig.ll-7), cette seconde étape permet d’extraire les composés
susceptibles de ne pas avoir été récupérés par le premier cycle d’extraction.

11.LA.3.1.2. Etape de purification

Dans cette étude, I'ajout d’une étape de purification se trouve nécessaire dans I'objectif de
concilier la concentration des contaminants et la réduction des effets de matrice rémanents
impliqués par I'extraction séquentielle des échantillons de boues. L’élimination des interférents
matriciels, tels qu’ont été identifiés les lipides pourrait améliorer les rendements d’extraction
dans le cas ou les interférents limitent la quantification des contaminants. L’évaluation de
différentes purification aide a conserver voire augmenter les rendements d’extraction a des
niveaux satisfaisants, limitant les pertes associées a la rétention des composés sur le matériel.

Cette section évalue I'impact sur les rendements d’extraction de techniques de purification
différentes a ceux obtenus en I'absence d’étape de purification. La Fig.ll-8 présente les
résultats des protocoles suivant le plan d’expérience établi (essais E-M) avec des extraits
extrait non purifiés (essai H) comme base de comparaison pour :

1) la purification par extraction sur phase solide dispersive (essais E-G et I-K) :

- I'utilisation de PSA seul (MgSO4 + PSA, amine primaire et secondaire),

- 'association de PSA aux propriétés du charbon actif (MgSO4 + PSA + C1s + mg GCB),

2) la purification par extraction sur phase solide en cartouche (essais L-M) :

- l'utilisation de cartouche de phase polymérique Oasis PRIME HLB (large sélectivité avec
monomeres Nvinylpyrrolidone et divinylbenzéne, respectivement hydrophile et liphophile),

- 'association de cartouche Oasis PRIME HLB précédée d’'une cartouche de phase a base de
silice Strata SAX (phase échangeuse d’anions comportant un ammonium quaternaire pour
I’élimination des interférents anioniques).
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Figure 11-8. Comparaison des rendements d’extraction issus des purifications des extraits optimisés.
Représentation statistique en box-plot des rendements d’extraction des composés (%R) en fonction des
méthodes de purification. Sont identifiés : en trait plein les rendements des extractions successives, en pointillés
les rendements des extractions acides et alcalines effectuées séparément puis combinées avant purification.
Résultats classés selon les espéces majoritaires au pH des boues (horizontal : espéces anioniques, cationiques,
et neutres) et leur hydrophobicité (vertical : composés hydrophiles logP < 2.5 — composés partiellement
hydrophiles/hydrophobes 2.5 < logP < 4.0 — composés hydrophobes logP > 4.0).

L’analyse des extraits non purifiés a permis de détecter 25 % des composés ciblés avec des
rendement d’extraction relativement similaire entre 60 % et 80 %.

Purification dSPE

Bien que les sorbants Cis et GCB permettent I'élimination respective des acides gras et
pigments ayant tendance a s’accumuler au niveau de l'injecteur, expliquant les effets de
matrice amoindris, les résultats obtenus montrent qu'ils ne permettent pas de détecter plus de
25 composés avec une réduction des rendements d’extraction de 10 % a plus de 40 % face a
'absence d’'une étape de purification. Ces observations s’appliquent principalement pour les
antibiotiques de type fluoroquinolones, ou encore les antihypertenseurs de type
bétabloguants. Le PSA présente la capacité a retenir les composants interférents acides, mais
entraine également la perte de composés antibiotiques sulfamides chargés négativement au
pH des extraits. Les rendements d’extraction des régulateurs lipidiques seraient également
impactés ne dépassant pas 30 %. Au vu de ces résultats, méme si la dSPE permet de réduire
les effets de matrice, cela n’est pas suffisant pour détecter 'ensemble des composés.

Purification SPE

La phase polymérique des cartouches Oasis PRIME HLB permettrait la réduction d’avantage
de composés lipidiques que les sorbants traditionnels dSPE (e.g. PSA, Cis) en montrant une
rapidité de traitement et une reproductibilité améliorée, tout en conservant un spectre
relativement large sur les composeés purifiés par cette technique. En effet, [I'utilisation de
phase innovante Oasis PRIME HLB en mode « pass through » plutdt que « Catch and Elute »
est testée dans ce protocole bien que généralement appliquée a la purification d’échantillons
alimentaires. Ces cartouches permettent I'élimination de I'étape de congélation des
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surnageants pour précipiter les lipides co-extraits ne présentant pas résultats favorables
(Fig.ll-5), et menant a une extraction chronophage. L'utilisation de cette cartouche permet
d’augmenter d’au moins 20% les rendements d’extraction des composés neutres (e.g.,
anticonvulsants, antifongiques, pesticides) et cationiques (e.g., antibiotiques de types
macrolides, antihypertenseurs) face aux protocoles de purification dSPE méme si les
rendements d’extraction des composés a tendance hydrophile ne semblent pas améliorés.

L'utilisation de la Strata SAX permet de réduire les substances humiques co-extraites
chargées négativement, par sa caractéristique d’échange anionique. La superposition de deux
cartouches de propriétés variées présente une réduction considérable des effets de matrices,
or il s’avére que cette condition mene a une diminution des rendements d'extraction d’environ
20 % des espéces majoritairement anioniques (e.g., antibiotiques de type sulfamides,
fluoroquinolones et tétracyclines, antifongiques, analgésiques et antiinflammatoires) (Fig.ll-8).
En effet, la caractéristiques de la cartouche Strata SAX a retenir les substances anioniques
ne se limite pas aux interférents et implique I'importance de la spéciation des contaminants
dans les extraits a purifier.

Méme si 'Oasis PRIME HLB ne démontre pas les meilleurs rendements d’extraction selon
I'hydrophobicité des composés, elle permet la détection de la plupart des contaminants, qu'ils
soient ionisés ou neutres. De plus, I'élimination significative des interférents matriciels co-
extraits en fait un bon compromis entre une détection sans difficultés d’interférences et des
performances d’extraction convenables.

1I.LA.3.2. Validation de la méthode optimisée

L’évaluation assurance qualité et controle qualité (QAQC) du protocole sélectionné sur la base
des étapes optimisés auparavant nécessite une préparation rigoureuse préalable des
échantillons composites de boues d’épuration et boues compostées dopées (Tab.lI-3).

La robustesse et la sensibilité de la méthode a été évaluée par ses performances a travers les
rendements d’extraction obtenus aux différents niveaux de dopage (%R) et la précision
(%RSD) en termes de répétabilité et reproductibilité, ainsi que ses limites de méthode autant
a la détection qu’a la quantification.

Certains composés n’ont pas été validés, et sont précisés (Tab.lI-3, * NA), pour les raisons :
a. une problématique a l'identification des contaminants d’intérét ;

- les chromatogrammes obtenus ne permettent pas de répondre a la condition du rapport
signal/bruit convenable a une bonne détection et quantification du composé,

b. une robustesse de la méthode impactant I'évaluation des teneurs environnementales ;
- les rendements d’extraction obtenus des essais a blanc en I'absence de matrice ont mis en
évidence une potentielle affinité des contaminants avec le matériel analytique,

- les rendements d’extraction a différents niveaux de dopage n’ont pas présentés de résultats
similaires dans la limite des incertitudes calculées,

- les rendements d’extraction globaux ont été considérés comme relativement faibles a une
bonne évaluation des concentrations réelles,

- la précision intra- et/ou inter-journaliére a été considérée comme insuffisante.

L’ensemble des parametre d’évaluation QAQC, conformes & une approche multi-résidus, ont
été comparés a la littérature dans la mesure ou les composés ont été étudiés au moins une
fois dans les boues résiduaires, a I'exception des matrices compostées (Tab.l-SM1, Tab.II-3
présentés a travers Fig.lI-9 a Fig.ll-11).
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Figure 11-9. Représentation des rendements d’extraction de la méthode sur des boues d’épuration
et boues compostées en fonction des propriétés physico-chimiques des contaminants.
Représentation statistique en box-plot des rendements d’extraction des composés (%REC) en fonction des
caractéristiques d'hydrophobicité (logP) et de la spécification de I'état ionique principal au pH de la boue (espéces
acides-négative, basiques-positives ou neutres).

IILA.3.2.1. Spécificités de la méthode développée

Ce protocole a large sélectivité permet d’extraire 'ensemble des contaminants organiques
ciblés quelles que soient leurs caractéristiques physico-chimiques (e.g. hydrophobicité,
spéciation). La Fig.lI-9 met en avant que I'extraction séquentielle a différentes conditions pH
a permis d’homogénéiser les rendements d'extraction de fagon a ne pas Iéser I'extraction de
contaminants aux caractéristiques intrinseques particulieres, ou de maniére a ne pas isoler
des catégories de contaminants spécifiques, comme protocoles de la littérature.

Robustesse - La méthode validée présente des rendements d’extraction globaux variant de
29% a 117% pour les boues d’épuration, et de 26% a 126% pour les boues compostées. Bien
que seulement 39% des composés présentent des rendements d’extraction globalement
similaires entre les matrices, les performances sont sensiblement plus faibles pour les boues
d'épuration face aux boues compostées, avec des rendements d’extraction respectifs
moyennant de 82 % et 86 %. Ainsi, seulement 21% des composés présentent des rendements
d’extraction significativement différents entre les matrices lorsque les performances sur 70%
des composés d'intérét s'établissent au-dessus de 60 % d’extraction des quantités initiales.
Les résultats obtenus indiquent une bonne robustesse de la méthode avec une précision
moyenne inférieure a 12 %, que ce soit pour les boues d’épuration (%RSDina = 3.3% - 23.9%,
%RSDinter = 4.7% - 19.6%) ou les boues compostées (%R SDinra = 3.3 % - 29.9%, %RSDinter =
3.9% - 17.9%). La méthode développée présente une reproductibilité acceptable dans la limite
ou les écart-types des contaminants cibles se trouvent en-dessous de 20%.

Sensibilité - La méthode présente une sensibilité accrue avec des limites de méthode
relativement basses face a celles rencontrées dans la littérature. Les limites de détection
moyennent 2 pg.kg, dans chacune des matrices avec une détection et une quantification des
contaminants relativement équivalentes dans les boues d'épuration (MDLmax=9.3 pug.kg?,
MQLmax=23.6 pg.kg1), et les composts (MDLmax=10.8 ug.kg?, MQLmax=31.6 ug.kg™).
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I1.LA.3.2.2. Complémentarité aux méthodes antérieures
Sur la base des rendements observés et la qualité des criteres de validation obtenus, la
méthodologie proposée dans ce travail semble améliorer efficacement les rendements
d’extraction. Les résultats acquis sont en cohérence avec les rendements d’extraction de la
littérature de rendements d’extraction pour la majorité des contaminants; le cas des
régulateurs lipidiques, des antifongiques ou encore des antibiotiques de types sulfamides
(Fig.ll-11). Cette observation pourrait tre similaire pour les antidépresseurs, or lorsque I'on
compare les protocoles multi-résidus, ce protocole semble apporter des résultats au-dela de
la moyenne susmentionnée. Par ailleurs, il semble que la présente méthode apporte des
rendements d’extraction généralement améliorés pour les antihypertenseurs, les antibiotiques
de type macrolides ou encore les contaminants hypnotiques. Le fait est que les rendements
associées aux antibiotiques restent relativement inférieurs aux protocoles susmentionnés par

'absence de sélectivité du protocole.
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Figure 11-10. Comparaison a la littérature de la variabilité des rendements d’extraction obtenus par
I’application du protocole d’extraction et méthode d’analyse développée.
Classement desdits composés suivant les catégories thérapeutiques représentées et précision du nombre

d’étude associé a chaque composé (Tab.lI-1).

Fig.lI-10.A. Représentation statistique des rendements d’extraction des protocoles de la littérature.
Fig.I-10.B. Représentation statistique des rendements d’extraction des 7 protocoles a plus de 60 contaminants.
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Le protocole d’extraction développé et validé permet d’obtenir des meilleures sensibilités
d’environ deux ordres de grandeur en moyenne par rapport aux protocoles susmentionnés
avec une limite de quantification moyenne et médiane de l'ordre de 4 ug.kg™ face a une
moyenne de littérature de I'ordre de 180 pg.kg* associée d’'une médiane de 10 ug.kg™ (Fig.lI-
11). En effet, plus de 45 % des composés de la littérature recherchés dans tous types de
boues présentent des limites de quantification supérieures a 5 ug.kg™ (35 % > 10 pg.kg?, 11
% de 5 a 10 ug.kg?, 32 % de 1 a 5 ug.kg?), avec 22 % des composés dont les limites de
quantification sont inférieures a 1 pug.kg™. La méthode développée ici permet de quantifier 95
% des composés ciblés en-dessous de 10 pg.kg?, 70% en-dessous de 5 pg.kg?. Cependant,
les compromis établis au développement d’'une méthode propre a la détection d’'un grand
nombre de contaminants et des rendements d’extraction suffisamment importants pour un
panel de propriétés aussi large ne permet pas de diminuer les limites de quantification en-
dessous de 1 pg.kg™.
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Figure 1I-11. Comparaison a la littérature de la variabilité des limites analytiques obtenues par
I’application du protocole d’extraction et méthode d’analyse développée.

Classement desdits composés suivant les catégories thérapeutiques représentées et précision du nombre
d’étude associé a chaque composé (Tab.lI-1).

Fig.ll-11.A. Représentation statistique des limites analytiques des protocoles de la littérature.

Fig.ll-11.B. Représentation statistique des limites analytiques des 7 protocoles a plus de 60 contaminants.
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La précision intra-journaliére (Intra-) globale de la méthode est exprimée comme I’écart relatif moyen de déviation (%RSD) obtenue sur I'ensemble des niveaux de dopage.

La précision intra-journaliére est exprimée comme I’écart relatif moyen de déviation (%RSD) obtenue sur chaque niveau de dopage.
La précision inter-journaliére (Inter-) est calculée comme I’écart relatif moyen de déviation (%RSD) obtenu sur un niveau de dopage (C2 — 50 pg.kg™).

Chapitre Il

Tableau II-3. Parameétres de validation de méthode des composés d’intérét dans des matrices lyophilisées composites de boues et composts a travers la robustesse (NE4, %REC,
%R), la précision (%RSD) par la répétabilité intra-journaliére (n=3) et la reproductibilité inter-journaliére (n=12), et la sensibilité (MDL, MQL) de la méthode.
Données complétées des extractions témoin, en effectuant les étapes de dopage, d’extraction, de purification et d’analyse en I'absence de matrice (témoin) ou avec les billes de verre.
* indiqué lorsque le composé est exclu de la méthode validée. NA indiqué lorsque la méthode n'a pas été validée sur les niveaux de concentrations évalués, le calcul des limites n’a pas été possible.
La sensibilité de la méthode est exprimée a travers les limites de détection (MDL) et limites de quantification (MQL) en ug.kg?, déterminées suivant I'EQ.5 et la robustesse de la méthode.
Le rendement d’extraction global de la méthode est calculé comme la moyenne obtenue sur I'ensemble des niveaux de dopage (%R. C1 - 5 pg.kg™, C2 - 50 pg.kg?, C3 - 100 ug.kg?, C4 - 250 pg.kg™).

TEmMOoin | giles de verre Boues d’épuration Boues compostées

Rendement Rendement Limites Rec intra- inter- C1 Cc2 c3 ca Limites Rec intra- inter- C1 Cc2 C3 C4
Contaminants %REC %RSD | %REC %RSD | MDL MQL %REC %RSD %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD | MDL MQL %REC %RSD %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R  %RSD
Analgesics
* ACE 257 166 | 364 127 | NA NA NA NA NA | 332 269 | 289 56 33.0 55 29.5 3.6 NA  NA NA NA NA NA NA 241 132 | 419 74 | 639 99
TRAMA 92.8 53 | 101.0 31 21 54 934 6.2 80 | 89.1 70 | 944 59 926 36 97.6 9.0 18 45 1108 74 74 |1273 65 |1127 12 |1126 34 90.7 24
Antibiotics
*TETRA 66.8 117 | 555 220 | NA  NA NA NA NA | 262 235 | 212 257 9.0 207 4.0 242 | NA  NA NA NA NA | 63.9 7.2 51.0 132 | 149 280 | 100 39
*TRIM 20.7 13.8 239 6.6 NA  NA NA NA NA NA NA 19.6 75 217 3.0 222 6.8 NA  NA NA NA NA NA NA 424 100 | 474 3.8 473 6.8
AZI 549 132 | 69.4 7.8 28 76 610 210 NA NA NA NA NA 390 373 | 830 123 | 17 34 1162 69 69 | 378 664 |1235 89 (1088 14 |1161 18
CLARI 70.0 3.2 71.9 4.9 03 05 1050 101 89 | 852 144 [1103 85 |1170 88 |107.4 40 02 04 1257 39 39 [1234 51 [1227 12 (1379 10 |1189 11
ERY 56.9 221 | 571 163 | 25 32 758 124 157 | 587 227 | 763 66 | 808 52 | 874 91 30 46 504 165 165 | 278 281 | 623 49 | 588 47 | 528 36
ROXI 1081 7.0 1111 s6 19 43 1048 106 102 | 88.6 167 |1143 75 (1146 87 |[101.6 79 16 36 1208 56 56 |1148 97 |121.1 47 |1231 48 |1244 38
SPIRA 27.0 186 | 219 9.3 18 20 1121 101 101 | 1122 86 |1004 102 |109.3 110 |1264 107 | 18 50 1122 95 95 | 86.0 36 |132.6 43 |1245 28 |1057 58
TYLO 59.1 170 | 425 125 17 20 1148 114 181 |109.0 451 |109.5 44 |1232 80 |1116 150 | 76 1247 1191 87 8.7 NA NA [1246 19 |[117.9 133 | 1148 28
CIPRO 56.2 5.4 61.0 45 24 48 804 114 110 | 758 179 | 939 46 | 779 94 | 743 120 | 1.8 35 1120 83 83 | 945 82 |[126.6 29 |[1107 44 |1162 104
ENO 79.4 43 84.1 6.0 24 42 323 135 188 | 270 211 | 393 108 | 353 37 | 277 85 35 45 264 217 109 | 780 71 | 380 76 | 214 47 | 199 39
ENRO 1166 26 | 1190 14 23 23 872 137 139 | 69.7 158 | 87.6 130 | 863 174 |1054 29 16 17 1178 60 60 |[107.7 99 |1253 12 |1283 06 |1100 3.1
FLUME 64.1 2.9 69.5 5.2 22 54 84 143 137 | 723 236 | 968 108 |1043 82 80.1 124 | 27 64 674 116 116 | 533 199 | 715 133 | 69.8 3.2 74.8 15
NALI 69.8 3.1 79.7 43 32 82 412 168 164 | 498 183 | 397 173 | 332 154 | 422 144 | 22 56 921 5.1 51 | 827 60 99.8 33 91.1 44 | 949 23
NOR 1109 73 1243 1.9 30 60 505 124 196 | 66.5 218 | 394 161 | 584 167 | 377 240 89 157 56.6 17.3 17.3 NA NA 452 170 | 715 45 532 124
OFLO 79.3 2.1 85.7 3.9 32 45 388 196 156 | 290 331 | 407 217 | 420 106 | 435 171 | 34 48 285 204 102 | 258 245 | 400 192 | 25.0 74 | 231 6.9
SFDZ 64.0 13 69.1 3.6 33 66 356 46 63 | 36.2 26 | 370 43 36.5 31 325 6.2 25 51 734 5.9 59 | 685 8.4 78.7 14 72.4 5.1 74.2 7.1
SFMZ 65.6 4.1 71.6 23 23 58 857 9.6 47 | 694 173 | 967 27 | 937 27 | 829 47 21 52 974 6.1 61 | 935 89 [102.7 22 | 875 47 [1057 35
SFMX 739 4.9 826 2.2 24 46 820 9.5 92 | 62.6 7.2 877 83 925 26 85.2 6.6 21 41 946 8.7 87 | 711 50 |111.0 08 |1006 08 | 956 3.1
SFP 62.9 4.6 71.2 2.9 26 72 683 8.4 8.6 69.5 140 | 739 35 70.3 1.7 59.6 83 21 58 937 7.8 7.8 81.8 127 |103.6 5.0 93.0 32 96.4 6.6
Anticonvulsants
CBz 118.7 0.0 122.3 2.0 0.5 11 98.2 13.2 14.8 71.4 259 | 104.8 4.4 117.4 4.0 99.2 7.0 0.7 13 104.4 8.2 8.2 89.8 16.2 | 116.1 2.0 105.4 11 106.5 4.7
EXBZ 713 104 | 655 24 04 07 733 115 117 | 546 38 | 845 27 | 899 61 | 642 58 01 02 639 8.2 82 | 509 74 | 758 25 |[634 30 | 654 22
LAMO 715 37 92.8 43 1.0 2.0 91.8 11.9 17.0 | 147.9 7.9 84.2 14.2 95.2 6.7 96.0 10.1 21 5.8 97.3 9.0 9.0 108.3 8.8 95.1 2.1 79.9 131 | 106.0 14
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TEmOoin | giles de verre Boues d’épuration Boues compostées

Rendement Rendement Limites Rec intra- inter- C1 c2 Cc3 c4 Limites Rec intra- inter- C1 c2 Cc3 c4
Contaminants %REC %RSD | %REC %RSD | MDL MQL %REC %RSD %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD | MDL MQL %REC %RSD %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD
Antidepressants
AMI 94.7 24 88.0 17 20 38 1000 128 133 | 786 190 | 982 152 |109.7 20 |[1136 9.2 18 34 1094 9.7 97 |[851 92 |[1195 45 |[1227 18 |[1104 112
ESCI 77.9 4.1 80.0 0.5 27 58 673 129 105 | 722 102 | 785 9.1 714 101 | 471 7.1 02 03 429 11.2 112 | 323 116 | 540 35 412 45 | 440 64
FLUO 71.4 16 81.2 21 23 53 850 9.9 156 | 722 90 | 815 82 | 908 94 | 957 94 23 52 864 121 121 | 853 155 | 973 106 | 799 64 | 831 165
VEN 92.9 15 96.3 26 23 42 855 93 180 | 748 98 | 750 99 | 929 43 | 993 45 22 39 858 8.1 81 | 86.5 111 | 995 45 | 834 22 | 739 26
Antidiabetics
*GLI 68.0 7.6 85.7 23 NA  NA NA NA NA | 720 5.8 97.1 7.0 96.1 5.2 69.2 5.0 NA  NA NA NA NA | 409 6.6 344 148 | 195 181 | 26.8 336
*MET 15.9 115 9.9 16.5 NA  NA NA NA NA 2.8 122 5.9 113 3.1 5.4 2.9 6.0 NA  NA NA NA NA 22.8 5.1 20.6 16 219 22 228 5.1
Antihistamines
CETI 109.0 113 | 1221 43 27 63 665 138 183 | 582 143 | 8.2 96 | 789 53 | 488 68 27 64 654 29.9 150 |1166 110 | 637 142 | 578 99 | 233 144
DIPH 901 130 [ 1008 39 | 02 03 1031 71 115 | 952 78 |1181 18 |1091 25 |[902 51 |02 04 913 10.9 109 | 680 179 | 950 20 | 971 43 [1053 65
Antifungals
ECO 1251 55 | 1288 45 01 02 285 179 114 | 235 93 |370 115 | 300 102 |236 147 |01 02 315 23.0 115 | 962 85 |425 76 | 338 81 | 181 102
FLUCO 67.9 100 | 724 3.8 22 41 882 9.8 118 | 760 54 |1033 32 775 114 | 960 88 25 34 728 111 111 | 726 137 | 770 88 710 88 704 167
METRO 543 258 | 453 12 19 37 1058 50 160 | 999 49 |1088 35 |110.8 57 |103.7 57 10 29 988 7.1 71 [1001 91 |1084 35 |101.7 51 | 850 47
MICO 265 224 | 383 0.9 29 59 530 168 196 | 553 231 | 647 7.7 583 56 336 43 27 55 633 238 119 | 885 78 | 775 174 | 42.0 193 | 453 357
*THIA 215 23 224 33 NA  NA NA NA NA NA NA | 313 156 | 340 112 | 224 66 NA  NA NA NA NA NA NA 9.0 8.0 82 9.6 101 117
Lipid regulators
ATOR 514 104 | 515 4.9 12 39 409 107 60 | 50.2 3.1 43.5 17 389 102 | 312 9.1 27 16 659 13.4 134 | 647 124 | 78.1 25 66.1 9.8 54.7 251
FENO 1122 38 | 1135 14 19 27 1053 66 101 | 96.7 26 |[1021 101 |116.1 40 |1064 56 20 28 1023 5.6 56 |106.5 3.1 89.0 51 | 1143 04 99.2 28
GEM 62.5 11.7 81.6 21 27 53 67.3 14.7 147 | 59.0 150 | 73.8 126 614 197 | 749 140 20 40 1007 8.7 87 |[1219 25 |1057 23 90.0 4.0 85.4 8.6
Anti-inflammatories
DCF 1054 30 97.9 3.0 21 54 938 109 158 | 86.8 158 | 96.2 85 |1052 120 | 87.1 6.6 19 48 106.4 44 44 1120 44 |1103 48 97.0 26 [1064 15
MEFEN 349 19.2 483 6.8 22 33 917 9.7 107 | 86.5 144 | 941 102 | 94.8 9.7 911 8.3 21 32 953 122 122 |103.5 109 |100.8 74 85.7 116 | 914 199
Antihypertensives
HYDRO 1215 80 | 1112 96 29 40 551 239 122 [1255 152 | 447 131 | 269 102 | 233 104 | 20 40 1008 282 141 | 1419 330 | 874 192 [1181 41 | 559 158
IRB 48.9 5.0 45.4 0.9 75 136 762 285 132 | NA NA | 930 146 | 977 122 | 379 127 |32 61 409 203 101 | 372 269 | 492 139 | 340 173 | 429 254
TEL 1102 71 | 1194 38 93 236 835 153 132 | NA NA | 772 141 | 801 122 | 933 134 | 22 28 912 24.9 174 [1259 530 | 743 101 | 789 42 | 858 64
VAL 615 15.2 74.9 6.7 17 20 1153 9.4 116 |1342 90 |103.6 88 |[110.5 45 |[1129 108 20 29 986 14.2 142 | 87.5 281 [103.0 129 |[102.4 102 |101.6 6.7
VERA 1062 27 | 1142 39 17 20 1170 74 182 |107.3 127 |1135 51 [1220 60 |1250 48 18 36 1096 102 102 | 824 134 [121.1 35 [1190 27 |1156 93
ACEB 1057 32 | 100.7 3.1 22 34 911 8.1 133 | 886 160 | 935 52 | 906 49 | 918 56 16 32 1211 4.6 46 [1055 20 |[1248 12 |1283 36 |1256 24
TEN 87.8 43 88.1 34 1.9 20 104.4 5.3 55 110.5 4.1 101.8 8.6 104.8 24 100.5 5.5 0.1 02 1107 6.7 6.7 101.7 111 |117.4 29 115.5 7.1 107.9 36
METO 99.2 27 | 1065 43 08 15 1125 58 133 | 554 85 |111.0 38 1107 49 |[1160 64 10 19 900 6.6 66 |82 95 |988 46 | 944 37 |808 25
PROP 63.8 3.8 60.1 8.1 57 158 738 165 126 | NA NA | 877 81 68.6 195 | 650 102 | 04 09 948 123 123 | 887 221 |1126 32 | 841 04 | 936 116
SOTA 652 109 | 69.0 6.1 19 37 1035 60 56 | 974 92 |1064 37 [1112 24 | 991 6.1 21 41 953 5.8 58 | 911 88 |1064 21 918 6.1 91.7 3.1
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TémOoin | siles de verre Boues d’épuration Boues compostées
Categories Rendement | Rendement Limites Rec intra- inter- C1 c2 c3 c4 Limites Rec intra- inter- C1 c2 c3 c4
Compounds %REC %RSD | %REC %RSD | MDL MQL %EE %RSD  %RSD | %R  %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD | MDL MQL %REC %RSD %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R %RSD | %R  %RSD
Hypnotics
DzpP 1011 102 | 1053 47 22 48 893 13.7 16.4 819 137 | 79.0 186 |103.4 77 928 162 | 1.9 42 1043 102 102 | 1070 137 | 1050 97 | 1146 6.0 90.6 11.2
OXzP 1085 41 | 1024 11 22 35 917 9.5 182 | 80.1 7.7 857 147 | 987 74 | 1023 35 18 34 1104 123 123 | 752 140 | 1325 50 | 1194 27 114.7 8.6
Pharmaceuticals
CAFE 1349 121 | 1368 170 | 7.7 115 474 316 15.9 NA  NA 466 275 | 851 106 | 76.6 7.4 20 40 1007 179 179 | 67.6 441 | 1025 106 | 1128 56 119.7 2.7
CYCLO 23.7 73 26.0 37 14 30 811 9.6 11.4 945 122 80.3 4.9 80.0 42 69.5 7.8 28 44 587 9.8 9.8 74.3 4.9 57.2 0.8 517 1.8 51.7 10.2
DOM 329 150 | 406 18 29 34 539 217 17.7 | 649 209 | 657 112 [ 579 142 | 270 162 | 3.4 39 295 245 172 | 484 138 | 388 247 | 129 279 17.8 429
FURO 80.6 9.0 80.3 26 23 48 874 14.7 157 | 71.0 281 | 1020 84 | 982 95 78.6 6.8 28 57 581 135 135 | 75.0 5.8 66.0 7.1 50.5 5.1 40.8 3.0
LIDO 60.0 2.8 58.7 9.7 20 55 998 3.3 12.7 96.2 32 [1004 27 |[100.4 32 |1023 46 17 48 1132 66 6.6 94.7 7.9 1222 37 [1211 33 114.8 2.8
SIL 985 102 | 956 17 25 49 773 9.2 129 | 868 110 | 7.2 81 | 688 67 82.5 6.7 27 55 636 123 123 | 763 151 | 647 109 | 56.1 18 57.2 9.7
THEO 276 335 | 282 5.8 03 06 747 15.3 15.3 79.7 214 | 809 179 | 72.6 107 | 658 114 | 03 06 639 145 145 | 441 162 | 84.4 55 69.3 8.0 57.8 4.6
WAR 76.9 3.0 72.2 1.9 20 53 988 7.8 11.6 91.1 133 | 1069 39 |1081 20 89.1 5.3 26 67 725 5.5 55 66.3 2.7 823 3.2 73.0 18 68.4 5.1
XYLA 78.5 4.7 86.3 2.0 11 21 932 6.1 17.1 96.7 105 | 91.2 1.9 96.9 16 87.8 6.5 1.0 19 1020 50 5.0 96.3 66 | 113.1 29 |1033 04 95.1 17
Sweeteners
ACEK 776 114 | 478 7.9 31 63 435 13.9 108 27.0 148 | 463 7.9 52.6 5.4 48.2 5.0 28 56 59.0 152 152 | 374 277 | 727 7.8 64.8 a1 61.1 3.2
SAC 1243 100 | 1301 125 | 02 04 897 10.4 17.8 NA NA 91.1 140 | 895 45 89.2 73 01 43 1148 131 16.5 NA NA 1045 173 | 1292 08 119.8 2.7
Pesticides
ATZ 80.7 5.4 80.6 29 19 47 104.0 9.2 5.8 78.9 101 | 1125 11 121.9 0.9 102.6 45 1.9 46 106.0 9.3 9.3 79.1 85 109.0 22 120.9 0.4 115.1 6.6
DEA 49.5 4.9 52.2 6.3 24 48 788 9.1 18.9 66.5 102 | 71.8 5.1 91.2 16 85.8 8.1 27 55 632 103 10.3 50.8 7.9 65.2 4.7 58.2 3.0 785 7.4
DIA 107.9 15 124.1 0.7 2.7 5.5 62.8 128 9.1 79.4 9.9 51.6 114 54.9 9.8 65.1 8.0 21 43 93.6 6.7 6.7 86.0 5.4 107.8 36 93.7 0.1 86.8 8.4
DIU 89.4 9.7 89.9 4.0 21 28 96.0 8.4 12.7 926 86 |[1050 65 |[1052 52 81.4 8.8 26 35 695 13.6 13.6 85.1 33 815 2.2 61.1 8.1 50.4 212
FLONI 57.3 8.9 56.5 13 25 44 748 113 18.0 53.9 153 | 84.2 4.2 88.8 2.7 72.2 29 21 37 471 141 141 | 335 129 | 59.2 7.1 46.6 2.7 49.1 16.0
HEXA 84.5 7.8 90.6 3.4 18 20 107.9 5.8 17.6 112.4 28 111.0 8.0 102.6 73 105.4 5.4 1.8 39 1113 73 73 110.7 13.8 120.0 25 112.2 05 102.3 5.6
IRG 69.5 107 | 741 05 02 04 704 83 186 57.8 115 | 736 30 | 812 41 68.9 35 02 05 449 169 169 | 57.4 150 | 49.1 7.9 34.1 8.2 39.1 221
ISO 1080 150 | 1182 43 20 25 1002 6.7 13.9 91.1 43 [ 1129 48 |1054 46 915 6.5 20 24 1016 79 7.9 88.6 143 | 1112 09 | 1087 05 97.7 7.0
LINU 1145 113 1229 32 25 49 76.3 9.5 11.2 68.7 8.1 77.0 10.7 74.0 12.8 85.6 5.8 21 4.2 95.7 7.5 75 84.7 10.1 104.9 5.5 94.1 3.0 99.2 8.2
MALA 59.7 8.7 55.1 33 28 49 593 12.6 10.8 62.2 195 | 55.0 9.5 552 145 | 65.0 6.3 20 35 1003 66 6.6 96.8 87 | 1021 95 | 1020 27 100.2 6.7
MTLC 814 193 | 77.7 5.5 17 20 1166 8.4 154 | 1042 158 | 1240 45 |[1258 38 |[1126 65 07 14 1032 140 140 | 61.7 101 | 1231 37 |1207 o6 107.5 8.9
SIMA 68.4 11 69.5 17 18 20 1100 5.7 109 | 1027 76 |1129 24 |1169 51 | 1075 69 08 16 984 6.1 6.1 91.5 9.5 933 20 | 1004 40 108.4 4.2
TERB 67.1 138 67.4 1.0 06 12 839 183 18.0 423 252 |101.8 77 |108.8 47 82.8 3.9 108 316 451 17.6 17.6 NA NA 50.8 1.4 | 377 7.2 46.8 20.3
TER 63.2 83 61.0 1.9 22 44 903 85 10.1 76.6 133 | 98.8 40 |1026 23 83.0 2.8 29 59 533 123 123 | 403 8.8 66.2 5.9 52.7 2.6 54.2 14.6
DTER 62.9 16 64.6 18 03 06 993 9.2 10.2 77.2 59 |111.8 49 1113 42 96.8 7.8 03 06 985 4.6 4.6 1006 56 | 1051 34 98.6 13 89.5 4.0
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[l.LA.4. Conclusion

Un protocole d’analyse multi-résidus sur produits résiduaires organiques a été développée
utilisant I'extraction séquentielle assistée par ultrasons suivie d’'une étape d’extraction sur
phase solide pass-through pour analyse LC-MS2 a des échantillons représentatifs de la filiere
de traitement des produits résiduaires (boues d’épuration et boues compostées).

Le protocole mis en ceuvre a permis d'obtenir de bon rendements d’extraction pour la majorité
des contaminants cibles avec un rendement moyen de %REC = 84 %, et une bonne précision
%RSD < 12 %, permettant I'étude comparable des matrices résiduaires.

L’approche étape par étape a mis en évidence les principaux parametres influencant les
rendements d’extraction des contaminants cibles dont les propriétés physico-chimiques sont
trés variables. L'effet individuel et combiné des paramétres comme le pH, la nature des
solvants organiques, et leur proportion dans I'agent d’extraction ont montré que les meilleurs
rendements résultent de la capacité du milieu d’extraction a déstabiliser I'équilibre des
interactions hydrophobes et électrostatiques entre les composés et la matrice. L’extraction
dans différentes conditions de pH gouvernerait la solubilité des composés par modification de
leur état d’ionisation, expliquant 'augmentation des rendements d’extraction de ces composés
sous forme ionique et donc des rendements d’extraction améliorés.

Ainsi, l'optimisation des différents étapes du protocole d’extraction adopté a permis de
conforter le choix des analytes et 'orientation développement méthodologique a une large
gamme de propriétés physico-chimiques, impliquant :

- des interactions hydrophobes avec la matiére organique,

- des interactions électrostatiques avec les groupements fonctionnels de la matrice.

Les compromis effectués dans le contexte de l'analyse multi-résidus de matrices complexes
ont permis la validation d’'une méthode robuste, répétable et reproductible, sur un panel de 74
composés aux caractéristiques variées. La sensibilité de la méthode proposée, exprimé par
les limites de quantification, est variable en fonction des composés. Elle reste comparable a
la plupart des protocoles multi-résidus impliquant plus de 60 contaminants. La sensibilité
permet ainsi une quantification a des teneurs relativement faibles, en-dessous de 10 ug.kg™.

Etant donné la grande variété de composés analysés, la méthode analytique développée
pourrait étre appliquée a des matrices impliqguées dans la valorisation par la pratique du retour
au sol, afin d’améliorer les connaissances sur la contamination des sols amendés.
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I.B — Elargissement expérimental sur sols amendés

L’application d’'une méthode optimisée pour I'extraction des résidus pharmaceutiques
disponibles des matrices riches en matiére organique impliquées a la valorisation agricole des
boues, telles que les boues d’épuration et les sols amendés, est un atout majeur pour estimer
leur devenir a travers les pratiques d’amendement et compostage. Ainsi, I'objectif de cette
partie est de :

1) Proposer une méthode d’extraction unique et homogéne a I'analyse de matrices impliquées
en valorisation agricole des produits résiduaires organiques.

La généralisation de la méthode développée pour différents types de sols, représentatifs des
conditions pédologiques moyennes rencontrées dans le contexte de la valorisation agricole
des boues permettrait de conforter les résultats a travers la connaissance des limites
analytiques associées a la détection et la quantification de chaque contaminant d’intérét.

2) ldentifier les contaminants apportés par effet de mélange boues-sols et pouvoir suivre leur
devenir dans les sols amendés,

Le principal obstacle a I'analyse des sols amendés, souligné dans la littérature, est la faiblesse
des concentrations liée aux effets de mélange des produits résiduaires organiques avec les
sols, devenant un facteur limitant a I'étude de leur occurrence aprés amendement et
compostage. Ainsi, 'examen de l'applicabilité du protocole sur ces diverses matrices
organiques (boues de déchets urbains, boues compostées, sols amendés) permettrait
d’identifier 'étendue des contraintes d’identification a travers cet effet de dilution majeur.

Extraction solvent

S @ sovermane o MIXING EFFECT EVALUATION
ERMERGING w: SOLID urrying deptl
:

ORGANIC 20tonsha?  sludge products Agricultural valorization

- PHASE &
CONTAMINANTS Glass balls | |EXTRACTION .
k1) OASIS HLB PRIME 3
Sewage sludge ULTRASONICATION \: Iy

ASSISTED T

EXTRACTION v
CONCENTRATION

w
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50 PHARMACEUTICALS
2 SWEETENERS
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Figure II-12. Graphical abstract of the optimized method to extract organic rich matrices.
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[1.B.1. Introduction

Since the 2000s, pharmaceutical compounds (PhCs) from human activity, considered as
emerging organic contaminants, have been under scrutiny the subject of numerous studies,
from their occurrence in the wastewater treatment processes to their fate in the environmental
compartments, whether aquatic or terrestrial (Bourdat-Deschamps et al., 2017a; Christou et
al., 2017; KodeSova et al., 2019; Li et al., 2019; Patel et al., 2019a; Sellier et al., 2022; Verlicchi
et al., 2012b; Zemann et al., 2016b).

The main source of PhCs from human origin in soils is wastewater treatment plants. The
treated wastewater reuse for irrigation, and the use of treated sewage sludge as organic
fertilizer, contribute to a large diffusion of these contaminants in agricultural soils, as they are
only partially degraded during wastewater treatment processes (Julia Martin et al., 2012;
Verlicchi et al., 2012b; Verlicchi and Zambello, 2015). Thus, the practice of valorization to
agricultural soil, reaching more than 70 % of the sewage sludge produced in France (0.9 Mtons
of dry matter on more than 29 Mha of land) (Eurostat, 2021b; Li et al., 2015; Patureau et al.,
2012). Sewage sludge constitutes a primary source of 305 identified PhCs and metabolites
among 32 therapeutic classes, at concentrations ranging from a few ng.kg™ to several mg.kg-
1 of dry weight (dw) (Sellier et al., 2022), even if more than thousands active substances are
currently marketed.

The regulations related to the sludge recycling in agriculture (directives 75/442/EEC,
86/278/EEC, 2008/98/EC) define limits for the input of trace metals and some organic
contaminants into the soil. No guideline exist for PhCs in the directives, which gives rise to
growing concerns about their effects, initiated by the expression of development of resistance
to antibiotics in sludge-amended soils (Kimmerer, 2009; Julia Martin et al., 2012). In addition,
these contaminants may be subject to transfer and dispersion processes, which toward
groundwater, for instance, and lead to exposure the food chain.

Analytical advances highlighted the variability in the PhCs behavior due to their physico-
chemical properties and the complex nature of sewage sludge. The literature provides
numerous methodological approaches to the PhCs analysis in sludge, with over 80 protocols
generally oriented to a specific therapeutical category (Cieslik et al., 2015; Martin-Pozo et al.,
2019b; Meng et al., 2021; Omar et al., 2016; Pérez-Lemus et al., 2019b). This diversity of
protocol aim at optimizing the analytical procedure to the diversity of compounds and their
sorption onto organic matter contents, above 25 % (Boeglin, 2018; Lachassagne, 2015).
Extraction of such compounds represents a real analytical challenge for the identification of
contaminants face to matrix effects. Choosing the right method for the simultaneous extraction
of a large variety of contaminants is challenging in relation to the heterogeneity of the extraction
efficiencies of each individual protocol with respect to specific PhC (Sellier et al., 2022).
Moreover to our knowledge, few protocols extend the analysis protocol developed for sewage
sludge to the receiving matrices, i.e. different types of sludge-amended soils, and the list of
target PhCs is often quite limited (Albero et al., 2013; Camotti Bastos et al., 2020; Drillia et al.,
2005; Edwards et al., 2009; Ferhi et al., 2016; Golet et al., 2003, 2002; Goulas et al., 2017;
Malvar et al., 2021; Martin et al., 2021; Shao et al., 2018).

Soil itself is also considered as a complex matrix of which the organic and inorganic
components can determine the degree of retention of organic compounds. Therefore, not only
the PhCs properties may affect their extraction from the soils, but also the soil characteristics
(Kodesova et al., 2016b; Li et al., 2020). Some protocols were established on several types of
soils to cover the impact of their composition, especially in organic matter or clay, on the
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organic contaminants extraction efficiency (Acosta-Dacal et al., 2021; Golovko et al., 2016).
However, existing protocols usually ignore the sludge effect on the PhCs extraction, which is
nevertheless essential to consider accurate measurements.

Data on PhCs concentrations in sludge-amended soils are scarce due to the lack of
instrumentation and appropriate methods to make accurate measurements of compounds
present at very low concentrations (Celeiro et al., 2022; Li, 2014; Meijas et al., 2021).
Therefore, it is necessary to consider the soils characteristics, and the effect of the contribution
of organic waste in the reliable analytical evaluation of PhCs contents.

The PhCs extraction from solid matrices such as sludge and sludge-amended soils represents
one of the major analytical challenges to obtaining satisfactory analytical results. The objective
of this study is to generalize an extraction method developed for sewage sludge to soils,
representative of the average pedological conditions encountered in the sludge reuse context.
The applicability of the protocol on various organic matrices (urban waste sludge, composted
sludge, sludge-amended soils) is examined. First the occurrence of PhCs and pesticides with
a wide range of physico-chemical properties is determined screening. Then, the variability on
the extraction recoveries depending on compounds properties and characteristics of both
sludge and soils, is evaluated.

The main hurdle for soil analysis underlined in the literature, is the low concentrations linked
to the mixing effects of soils with organic waste products, which become a limiting factor.
Repeatability and reproducibility will be assessed to validate the protocol.
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[1.B.2. Materials and methods

The methodological optimization of this multi-residue protocol generalized to organic matrices
was based on more than 80 existing literature protocols (Tab.l-SM1, Tab.ll-1). This study
integrates the evaluation of the operational parameters of the two main steps encountered in
trace analysis protocols, namely the solid-liquid extraction step (SLE) and the solid phase
purification step (dSPE, SPE). The several parameters identified as effective on extraction
recoveries were evaluated for the ultrasonic-assisted extraction (UAE), which favors the
sample homogenization and increases the global efficiency of the method. This type of non-
selective extraction implies the necessity of an additional purification step, on which the
multifactorial experiment plan was extended to reduce interferences created by the co-
extracted organic matter. Also, the representativeness of matrices, which are implied in the
management of sewage sludge in agriculture, was introduced with the use of composite
samples for the method validation on sludge products and sludge-amended soils.

11.B.2.1. Reagents and material

The selection of the contaminants of interest (62 pharmaceutical residues divided into 18
therapeutic classes, 1 stimulant, 15 pesticides and 2 sweeteners) was first made considering
their wide occurrence in wastewater products (Sellier et al., 2022). Analytical standards are of
analytical purity (>98%) or certified as reference material for HPLC-MS (Merck, Sigma Aldrich,
Supelco). The compounds were also selected to include a wide range of therapeutical and
physico-chemical properties to facilitate the protocol enlargement to other PhCs (Tab.I-SM1).
Chromatographic and solid phase extraction solvents, acetonitrile (ACN), methanol (MeOH)
and formic acid were purchased from VWR (LC-MS grade). Ultrapure water (EUP), generated
by a Milli-Q Purelab Classic water purification system with resistivity of 18.2 MQ.cm™, was
used. LC-MS grade solvents were used in combination with ultrapure water with or without
0.1% formic acid. The preparation of Mcllvaine buffers was performed by combining sodium
hydrogen phosphate and citric acid powders. 100% acetic acid (AcOH), sodium hydroxide
(NaOH), hydrochloric acid (HCI), and 0.1 M EDTA were used for the preparation of the
extraction solvents, where appropriate. The dispersive solid phase extraction material
(MgSO4/NaCl 4g/1g, 900 mg MgSO. + 150 mg PSA, 150 mg MgSO4 + 25 mg PSA et 150 mg
MgSO4 + 25 mg PSA + 25 mg GCB + 25 mg Cis - Phenomenex) PSA silica powder (Supelco),
and cartridges Oasis HLB PRIME (2 cc, 150 mg - Waters), Strata SAX (500 mg, 3 mL, 55 pm
- Phenomenex) were used for the evaluation of the purification methods.
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11.B.2.2. Sampling and sample preparation
Appropriate matrices to the context of sludge reuse were selected including representative
samples of sewage sludge and soils from various pedological compositions.

11.B.2.2.1. Sewage sludge

Sewage sludge samples were collected from dewatered sludge (NF EN ISO 5667-13, NF EN
12579) at the centrifuge outlet of aeration tanks (activated sludge) in a municipal wastewater
treatment plant (230,000 population equivalent), located in the south of France. Sludge
sampling was performed over 5 campaigns, every 4 months to cover the temporal sensibility
of PhCs contents. All the sludge collected were freeze-dried within 48 hours of sampling and
stored at -20°C (NF EN ISO 5667-15, NF EN ISO 16179). A 1 kg homogeneous composite
sample was prepared, for which the characteristics are given in Tab.lI-2. The sludge composite
sample was also used to make sludge-amended soil samples, by mixing with a panel of
different types of agricultural soils. These samples were used for the protocol development
and validation on contaminant extraction recoveries, and application to analysis.

11.B.2.2.2. Soils intended for the amendment of organic waste products

Samples were collected from representative plots of the typical Mediterranean and Cevennes
area, located in the Gard region (Occitanie, France), where organic amendment had occurred
at least within the decade prior to the samples. A composite sample (=5 - 10 kg) of subsurface
soil was prepared from samples collected at 0 cm to 20 cm depth along several profiles
covering the study field. Samples were mixed and air-dried at room temperature, sieved (< 2
mm) to ensure homogeneity, and stored at -20°C in sealed plastic bags.

The physico-chemical properties of the soils (texture, oxidizable organic carbon, moisture,
conductivity, and pH) were carried out at the SADEF laboratory (Tab.ll-4). The soil analysis
allowed the pedological classification (Fig.ll-13) in three classes, designated by the letters
A,B,C. All soil samples are to be alkaline (pH ~ 8), and organic matter rich (OM = 30 g.kg?).

Tableau II-4. Pedological characteristics of studied soils.

Granulometry on clay/silt/sand fractions (NFX 31-107 without decarbonation); pH (NF 1SO 10 390); COs* - Total
carbonates (NF ISO 10 693); OM — Organic matter; OC — Organic Carbon (NF I1SO 14235); N — Total nitrogen (NF
ISO 13 878); C/N — Carbon/nitrogen ratio; CEC — Cationic exchange capacity, Metson (NFX 31 130, at pHsoil).

Clay Silt Sand COs> OM ocC N CEC
Classification USDA % % % PHumin-max % gkg? gkg! gkg' C/N |me-kg?
A sandy-loam soil 16 17 67 [8.08-8.44] <0.5 30.1 17.4 1.69 10.3 |127(158)
B loamy soil 19 30 51 [7.79-8.63] 3.3 30.2 175 1.86 9.4 140 (184)
C silty-clay loam soil |29 50 21 [7.85-8.23] 58.4 26.4 153 158 9.6 |127(169)

Analysis made by an COFRAC N°1-0751 accredited laboratory (SADEF, Alsace - France).
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Figure 11-13. Texture diagram of studied soils - United States Department of Agriculture classification.
Pedological characteristics evaluated on fine soil sieved at 2 mm according to the NF ISO 11464 standard and
expressed on the dry weight (%clay/silt/sand - dw 105°C).

I1.B.2.2.3. Samples for evaluation of mixing effects of sludge with soil.

The method applicability was evaluated considering the sludge-soil mixing effect which is
considered the most limiting factor to the understanding of the fate of organic contaminants in
sludge-amended soils. Indeed, although the resulting concentration in soils depends on many
factors, it originates from the input of fertilizer materials, so it is important to identify if the
developed method allows: (i) the identification of contaminants at levels like those expected
from the mixing effect, and (i) the evaluation of their fate through the various transfer and
dispersion processes. The sludge-amended soil samples were made from soil samples (part
[1.2.2.2.) mixed with the sludge composite sample (part 1.2.2.1.)

The accuracy and precision of the method was determined using sludge/soil mixing batches
to match the worst-case contamination assumption and considering three tillage techniques
with a 20 tons.ha™! of dry weight (dose close to the maximum amount of sludge allowed by the
regulation over a period of 10 years) (Tab.lI-3).

Each batch of soil/sludge mixture, representing a total quantity equivalent to 100 g, was
weighed with a precision balance (Explorer Pro Model EP114, S/N 1127021690), then mixed
and stored in a dark place at room temperature. The mixtures were homogenized before and
after each sampling for subsequent analysis. Three different sludge/soil mass ratio have been
considered to simulate different sludge incorporation depths (2 cm, 10 cm, 60 cm), according
to the agricultural practices observed in the experimental field (Tab.lI-3, Eq.1I-7).

Equation II-7. Determination of predicted environmental content.
PEcsoil = CO,soil + (Csludge X APPsludge)/(DEpTHsoil X RHOsoil)

APPyugge - application rate of dry sludge on the soil (2.0 kg.m™)

DEPTHisoil - mixing depth (in this study: 0.02 m, 0.1 m, 0.6 m)

RHOoii— in field terms : wet soil bulk density (- 1700 kg.m3) ; in lab terms : dried soil bulk density (-500 kg.m™3) ;
Csiudge - measured content in sludge products (ug.kg?)

Csoil - initial content in sludge-amended soils if it presents any contamination before amendment (ug.kg™).
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Tableau II-5. Table of sample weights for the batches tested.

The mixing effect involved in the produced batches, of the weighing performed in duplicates, is detailed in
parentheses, where the relative standard deviation from the mean (RSD) is expressed as a percentage.

Soil A Soil B Soil C

sandy-loam soil loamy soil silty-clay loam soil
Mixture 1 - No Tillage. Subsurface mixing, P =2 cm (6.6 %, RSD = 0.3 %)
Msiudge  (9) 7.042 7.074 7.069
Msoil  (Q) 100.29 100.16 100.57
Mixture 2 - Low tillage. Surface tillage, P = 10 cm (1.5 %, RSD = 1.8 %)
Msiudge ~ (9) 1.506 1.555 1.511
Msoil  (Q) 100.63 100.29 100.02
Mixture 3 - Heavy tillage. Burying, P = 60 cm (0.3 %, RSD = 2.9 %)
Msiudge ~ (Q) 0.303 0.303 0.320
Msoil (Q) 100.31 100.83 100.88

The predicted environmental contents of soil (PECsqi) of each contaminant can be calculated
by the following equation (Eq.II-7) which is used in studies evaluating the risk of reuse of
organic waste products (EC-TGD, 2003). This PEC assumes homogeneous mixture between
sludge and soil, which is not always verified in situ.

Studies often evaluate the predicted concentrations after amendment in favorable conditions,
considering a soil free of any contamination, an application rate limited to 0.5 or 1.0 kg.m?,
and a depth of mixture restricted to 0.2 m. In this resulting low mixing, the analytical efficiencies
were often not sufficient to measure target PChs (Verlicchi and Zambello, 2015).

11.B.2.3. Extraction protocol and analysis parameters

Ultrasound assisted extraction (UAE) is considered as the most efficient method for the multi-
residues extraction. The extraction conditions of the analytes: nature of the aqueous buffer,
nature and proportion of the organic solvent, ionic strength of the extraction solvent, will be
tested to identify the optimum conditions for simultaneous extraction.

The final extraction protocol is : a dry sample (500 mg of sludge, 5 g of soil) was spiked into a
50mL polypropylene tube. The spiked sample was topped up with 3 mL of methanol, then
vigorously stirred (5 min, 2500 rpm), before dry evaporation over the night. Enough glass
beads (Glasperlen KS 201-1251 D=1.0-1.3mm, VWR) are then introduced before extraction
by two successive cycles with 2 x 5 mL of solvent (ACN/MeOH/EUP, 7/1/2 viviv), the first under
acidic conditions (pH = 3.0, 250 pL AcOH, 50% 1/1 v/v), the second under alkaline conditions
(pH = 9.0, 250 pL NaOH, 1 M). The sample was vigorously shaken after each solvent addition
(1 min, 2500 rpm), extracted in an ultrasonic bath (20 min, 30°C), then centrifuged (10,000
rpm, 5 min, 20°C) to recover 1 mL of supernatant. Each supernatant was successively loaded
onto an Oasis HLB PRIME cartridge (2 cc, 150 mg - previously conditioned with 250 pL of
extraction solvent). The use of the cartridge in pass-through mode allows the direct collection
of the eluates. The final elution with 250 L of acetonitrile allows the rinsing of the cartridge
and the recovery of the remaining analytes. The eluate is evaporated to dryness under gentle
stream of nitrogen at 40°C and reconstituted in a small volume of internal standards solution
(100 pL for sludge extractions, 50 pL for soil extractions). Samples were kept at 5°C and
analyzed by HPLC-MS/MS (valve unit : FCV-11AL, degassing unit : DGU-20A, liquid
chromatography: LC-20AD-XR, autosampler :SIL-30AC, column oven: CTO-20A, Shimadzu
LCMS-8040) equipped with a reverse-phase separation system (pre-column: Polar Cig - 2.1
mm ; column: Kinetex Polar Cig, 100A, 100x2.1 mm - 2.6 pm Kinetex), maintained at 40°C, at
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a flow rate of 0.3 mL.min"* on a 20 min gradient (aqueous eluent A: EUP + 0.1 % formic acid
vlv - organic eluent B: methanol + 0.1 % formic acid v/v). The analytes were identified both by
their chromatographic characteristics and by their specific fragmentation patterns for
electrospray ionization in multiple reaction monitoring (MRM) modes (Tab.I-3).

11.B.2.4. Method validation and data processing

The method validation is based on different quality assurance and quality control protocols
(French norm NF T90-210, INRAE technical specifications, European Commission Guidance),
allowing to evaluate the linearity, daily repeatability and reproducibility, robustness (extraction
recoveries and precision) and sensitivity (detection and quantification limits). Measurements
are carried out in triplicates, at different spiking levels relative to the contents found in the
literature matrices.

The extraction recoveries are determined by comparing the theoretical spiking concentration
to the measured concentration on spiked samples. Measured concentrations are corrected
from potential presence of PhCs in the samples which are previously extracted and analyzed.
Uncertainties were determined by the propagation of errors though the equations, considering
sample replicates, and are presented as relative standard deviations (%RSD).

Robustness is determined for the concentration range encountered in the literature. Detection
of contaminants at a sensitivity lower than 10 pg.kg?in the amendment matrices are targeted
(Clsiudge = 5 1g-KgY; C2siudge = 50 ng.Kg?t; C3siuage = 100 pg.kg™?; Clsiugge = 250 pg.kg?). Soil
spiking levels were set to correspond to potential residual levels in sludge and sludge-amended
soils, allowing the detection of contaminants introduced by the organic sewage matrices (Clsoi
=1 pug.kgl; C2s0i = 5 ug.kg?; C3soil = 25 pg.kg™?; Cdsei = 50 pug.kg?).

The robustness is expressed by the extraction recovery comparing the measured
concentration after extraction of the spiked sludge sample (Cspiked measured) COrrected with
unspiked sample (Csampie-blank), t0 the theoretical spiked concentration considering the absent
compound sample (Cspiked thearic) (EQ.11-2).

Precision is determined, on samples prepared in triplicates, at the C2 level, 50 ug.kg™ and 5
ug.kg?, respectively for sludge and soil samples. The inter-day reproducibility (n = 9) is
determined by preparing the same samples over a period of 3 months. The intra-day
repeatability (n = 3) is evaluated on the preparation of triplicate samples over one day.

Accuracy is evaluated on the sludge/soil mixtures to verify if the method performance allows
to reach the predicted contents on sludge-amended soils.
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11.B.3. Results and discussions

11.B.3.1. Development and optimization of the protocol on organic waste matrix
The optimization of the extraction and purification steps was performed at the lowest spiking
level. The development steps required the preparation of 34 series of samples, in duplicates.
Results show that compromises are necessary to obtain satisfactory PhCs recoveries.

[1.B.3.1.1. Extraction

The first step of the method development consists of the selection of the appropriate extraction
medium for the extraction of a panel of contaminants with very varied properties. 24 series of
samples were used to evaluate the impact of the operational parameters associated with the
extraction medium. Different pH conditions were tested in association with the use of buffer or
chelating agent. This figure shows the different behaviors observed on the recoveries obtained
from simple extractions in acid, neutral and alkaline media, considering the impact of the use
of two organic solvents (acetonitrile, methanol) at two proportions (aqueous/organic 1/1 v/v, or
aqueous/ acetonitrile/methanol 2/1/1 v/v) followed by purification by PSA dispersive solid
phase extraction. Fig.ll-14 shows how compounds analyses were affected by the operational
parameters. The results are presented, for each compound, by a surface response of the
extraction recoveries (z-axis) depending respectively on the pH (y-axis) and the proportion of
the organic solvent (x-axis) (Fig.ll-5 to Fig.lI-7).

"

“DCF ACEB

s

Extraction recovery (%R]

-4
Extracton recovery (%R)

Extraction recovery (%R)

i

Extraction recovery (%R)
8 8 8

Y P S
MoCrygy 040 T
EUP rag, 045

/

/\\ seSC _ —<T\ ‘ s ¥

~_CLARI DI

PH
=

g2 8

&

-]

Extraction recovery (%R]

Exvacson recovery (w)
° 8 & 8 8
g 9 .

°

57 AMIWAR SFMX

7
025 ) T

—
~—
035 — K s
0
5 M"%ug,,% [T AR
050 3 050 38

Figure 1I-14. Behavior recoveries of response surfaces according to the extraction conditions.
z-axis - Extraction recoveries obtained on composite sludge at spiking level C1 - 5 ug.kg? in duplicates.
x-axis - Proportion of organic solvent in the extraction medium.

y-axis - Variation of the pH conditions of the extraction medium.
Each behavior was associated to the said compounds, specifying the associated organic solvent.
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The evolution of the extraction recoveries is identified by a color gradient, from the lowest extraction recoveries
measured (red) to the highest (blue), according to the conditions tested (Fig.Il-5 to Fig.l-7):

A. Mcllvaine buffer with EDTA and organic solvent: acetonitrile (1/1 v/v) — MgSO4 + PSA.

B. Mcllvaine buffer with organic solvent: Acetonitrile (1/1 v/v) — MgSQa + PSA.

C. Mcllvaine buffer with EDTA and organic solvent: Methanol (1/1 v/v) — MgSO4 + PSA.

D. Mcllvaine buffer with organic solvent: methanol (1/1 v/v) - MgSQas + PSA.

E. Additive with organic solvent: acetonitrile/methanol (2/1/1 v/v) - MgSOa + PSA.

F. Additive with organic solvent: Acetonitrile/methanol (2/1/1 v/v/v) - MgSOa + PSA + C1s + GCB.

The development of the extraction step highlights the compounds most affected by the
operational parameters tested among 12 major behaviors of the compounds. The effects of
the composition of the extraction medium and its pH were statistically significant for all the
compounds, except for some whose detection did not allow to orientate on a compromise of
the conditions necessary to their extraction (i.e., CAFE, FENO, FURO, IRB, HYDRO, VERA).

Mcllvaine/EDTA buffer is commonly used for the extraction of sludge matrices (Tab.lI-1)
however both buffer and chelating agent were disregarded because of the results obtained in
this study. Their use, both alone and in combination, resulted in generally lower recoveries
than those obtained in their absence (Annexes).

Influence of pH

In general, three trends were observed depending on compounds properties: (i) sufficient
recoveries in neutral conditions with no significant improvement in either acidic or alkaline
conditions, (ii) significant high extraction recoveries under acidic conditions, (iii) improved
recoveries under alkaline conditions.

Compounds extraction is based on the disruption of the interactions between the compounds
and the matrix to favor their extraction by electrostatic repulsion and counteract the
hydrophobic interactions in a non-aqueous solvent. Low pH of the extraction solvent
significantly modifies the sludge pH. The PhCs extraction would be favored when they are in
a cationic ionization state or in their neutral form (Chapitre I).

To resume, the extraction of neutral contaminants could be explained by the hydrophobic
interactions considered weaker compared to the electrostatic interactions. The existence of
both interactions creates a competitive effect with the charged species, and the changesets of
the number surface sites available allow to modify their matrix affinity. The extraction of basic
contaminants can follow the same explanations and adds the information that negative
charges are favored to interact with the matrix, which explains their low recoveries.

Influence of the solvent
At constant pH conditions, although the nature of the solvent itself must be considered, Fig.lI-
14 shows that the second most important parameter is the proportions of the organic solvents.

Acetonitrile represents the most suitable solvent for the extraction of relatively hydrophilic
compounds while methanol would improve the results on compounds considered hydrophobic
at similar pH conditions. Furthermore, the results showed the importance of using both solvents
to allow the detection of certain compounds, with acetonitrile (i.e., GLI) or methanol (i.e., IRB,
VAL). A higher proportion of organic solvent is likely to improve the recovery of most
contaminants. Though the observed results show that the use of high proportions of organic
base methanol induces a decrease in extraction recoveries for most compounds. Methanol
has tended to propensity co-extract matrix interferents.
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Consequently, the evaluation of operational parameters allowed to make a compromise on the
extraction of samples in a sequential way, in acid followed alkaline conditions, in organic
medium in which the proportion of acetonitrile must be relatively higher than methanol, to limit
the matrix effects implied by its use.

11.B.3.1.2. Purification

The method development was pursued by the evaluation of 10 series of samples, allowing to
reach the best compromise on the purification step. The purification techniques tested were
selected with the objective of eliminating most of the interferents associated with the matrix
(i.e., humic substances) while limiting losses on the compounds of interest. Thus, the
performances of commonly used purification techniques were compared, namely SPE
extraction in cartridge (Strata SAX, Oasis HLB PRIME) or dispersive (PSA, GCB, Cis), versus
no purification (Fig.ll-8).

The use of the Strata SAX ion exchange cartridge showed retention of most of the compounds
the ionization state of which were anionic when the extracts were loaded given the extraction
conditions. Hence the SAX cartrighe are not suitable for a multiple compound’s extraction.
Thus, the Oasis HLB PRIME cartridge is the most appropriate solution to eliminate a maximum
of matrix interferents without affecting the recoveries of each compound.

11.B.3.2. Protocol efficiency extended to three types of sludge-amended soils

The extraction protocol for pharmaceutical and pesticide residues, optimized for sewage
sludge, was applied to composted sludge, and adapted to three sludge-amended soils with
different soil properties. The sample size was increased by a factor of 10 compared to that of
the sludge, to obtain a sufficiently representative sample that would allow the detection of
contaminants despite the dilution effect implied by the organic amendments.

Fig.ll-15 presents the robustness (%R - extraction recoveries at different spiking levels) and
sensitivity (%RSD - relative standard deviation on repeatability and reproducibility). The
recoveries of the above developed method are described in Tab.ll-3 (74 compounds) and
Tab.lI-6 (67 compounds), respectively for organic waste products and sludge-amended soils.

Overall recoveries ranged from 28 - 117% for sewage sludge, 26 - 126% for composted sludge,
and 22 - 180% for sludge-amended soil. The overall efficiency is slightly lower for sewage
sludge face to composted sludge, with respective extraction efficiencies averaging 82% and
86%. Approximately 40 % of the compounds show broadly similar extraction recoveries
between the sevral and different matrices. Only 21% of the compounds show significantly
different extraction recoveries between matrices. Despite the variability in extraction recoveries
between the several soil types for individual compounds, the average recoveries are 87%,
78%, and 89% for soils A, B, and C, respectively.

The results obtained indicate good robustness of the method with good repeatability among
sewage sludge, composted sludge, and sludge-amended soil, with precision ranges between
%RSDsiudge = 3 - 34%, %RSDcompost = 4 - 30%, and %RSDsai = 1 - 32%, respectively. Intra-day
accuracy is overall better than inter-day accuracy, although they average %RSDina = 12% and
%RSDinter < 13% for organic waste products and %RSDinra = 5% and %RSDiner = 13% for the
several sludge-amended soils, respectively.
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Figure 1I-15. Extraction recoveries of the 74 analytes at the C1 to C4 spiking levels.

Compounds are classified according to their therapeutical category.

* denotes compounds that are not included in the method
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Figure 11-15. Extract

Compounds are classified according to their therapeutical category.

* denotes compounds that are not included in the method
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The extension of the method to sludge-amended soil matrices resulted in low recoveries of
antibiotics (macrolides, quinolones) and antifungals, suggesting greater contaminant retention
mechanisms (Fig.ll-15). The reasons for this phenomenon cannot be exactly defined but may
be attributed to the presence of the soil components. It has been assumed that organic matter
content and presence of clay can have a potential impact on recoveries. Fig.ll-16 presents the
contaminant recoveries of waste products such as sewage sludge in parallel with the extraction
recoveries associated with the different soil types. A tendency to decrease extraction recoveries
appears very succinctly with the presence of clay and silt, and the cation exchange capacity
(Fig.ll-16, Tab.lI-6), as it was demonstrated on previous studies (Acosta-Dacal et al., 2021;
Goulas et al., 2016; Salvia et al., 2013). In the case of the matrices used, the extraction yield
would be relatively lower in sandy soils (soilA) and loamy soils (soilB) than in clay soils (soilC).
In general, the more organic matter there is in the soil, and similarly, the greater the clay/silt
content, the less contaminants would be extracted. However, this trend is not valid for all
contaminants suggesting the influence of soil parameters dependent on each compound,
especially when they present the ability to ionize. The strong interactions established between
compounds and clay or organic particles would complicate the extraction of compounds.
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Figure II-16. Recoveries of the 67 target contaminants between organic waste products and soils.
Aslope line (1:1) has been drawn in dotted line to highlight the differences on the extraction recoveries obtained
according to the considered matrix (sludge vs sludge-amended soils).
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11.B.3.3. Sensitivity and accuracy applied to real sample analysis

The sensitivity of the method was evaluated through its detection and quantification limits and
verified by the accuracy of the mixing effect of sludge valorization in agriculture (Tab.ll-7). To
ensure the accuracy of the results, the identification detection and quantification levels
considers the intensities of matrix-matched standards to the background noise from blank
injection, as a ratio signal-to-noise (S/N) greater than 3 and 10, respectively (Eq.II-6).

The optimized method allowed the evaluation of the initial contents in the reference matrices
used for the analytical development (composite samples). The method allows the
quantification of 95% of the compounds below 10 pg.kg?, relatively low limits compared to
those generally encountered in the literature for sludge products (Sellier et al., 2022). Then,
the quantification limits are established from 0.2 to 23.6 ug.kg™ for organic waste products and
from 0.02 to 2.5 pg.kg?tin sludge-amended soils.

I1.B.3.3.1. Composites samples

The current PhCs contents were determined in the composite samples by the developed and
validated protocol, allowing the identification of 41 investigated compounds (Tab.llI-7). The
composite sample analysis approach contributes to assess the overall contents, but the
absence of contaminants could be lightly considered from a dilution effect of individual samples
that constitute composite sample (U.S. EPA, 2009).

Organic waste products

The application of the method was carried out on a composite sample of 5 individual samples
representative of the sludge treatment process, allowing the identification of 43 contaminants
(Tab.lI-7). Results allow to visualize content ranges relatively comparable to those found in the
literature (Sellier et al., 2022), i.e., ranging from 4 ug.kg*to 1.2 mg.kg?.

Sludge-amended soils

The analysis of the composite samples of sludge-amended soils indicates the presence of
more than 24 contaminants, at similar or even higher contents than the soils receiving organic
waste products for valorization (Bourdat-Deschamps et al., 2017a; Ferhi et al., 2016). The
contaminants contents are relatively low, close to the limits of quantification. However, some
compounds present higher contents of several tens of pg.kg*. Contents reaching a hundred
of pg.kg? (SoilA - Sandy soil, 22 contaminants), 35 pg.kg?! (SoilB - Loamy soil, 18
contaminants), and 26 pg.kg* (SoilC - Silty-clay loam soil, 9 contaminants) could be explained
by compounds accumulation of several periods of application.

11.B.3.3.2. Simulated samples of sewage sludge valorization in agriculture

The accuracy evaluation was carried out by mixing effect comparing the predicted
concentrations in the soil after mixing (PECsoi) with the concentrations quantified after
simulation of the mixture sludge/soil (MECsqi), showing detection of 40 compounds (Tab.II-7).
The method made possible to identify most of the PhCs in sludge-amended soils, for which
the initial contents in the considered organic waste products prior to mixing are higher than 5
ug.kg?. It confirms the method effectiveness in evaluating the fate of contaminants without
tillage (M1, Tab.lI-7), allowing the quasi-systematic compounds quantification of which sludge
content is above 20 pg.kg?. Similarly, compound contents above 30 pg.kg? or further 50 to
100 pg.kg? allows detection after tilling 10 to 60 cm depth, respectively (M2-M3, Tab.lI-7).
These orders of magnitude provide guidance on contaminant levels that can be monitored in
agricultural valorization with a organic products of 20 tons.ha.
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[1.B.4. Conclusions and perspectives

A multi-residue analysis protocol, using sequential ultrasound-assisted extraction followed by
a solid phase extraction in pass-through mode (UAE-SPEpass-though-LC-MS?), has been
successfully developed for pharmaceutical and pesticide compounds.

The step-by-step approach highlighted the individual and combined effect of parameters
driving the extraction steps including pH, nature of organic solvents, proportion in the
extractant) to destabilize the equilibrium of hydrophobic and electrostatic interactions between
the compounds and matrices. The choice of a sequential extraction protocol with varied pH
conditions, with pooling the extraction recoveries was made. The results have showed that the
protocol can extract a wide range of organic contaminants without limiting their analysis to
specific categories, nor excluding intrinsic compounds based on their properties (i.e.,
hydrophobicity, ionic state). The results do not allow for the correct extraction of antifungal and
antibiotic contaminants compared to their extraction recoveries from sludge.

The extraction protocol developed and optimized for organic waste products (dewatered
activated sludge, composted sludge) on a set of 74 compounds was extended to three types
of sludge-amended soils, allowing the analysis comparison of 67 compounds, due to high
interactions with soil components as organic matter and clay. The implemented protocol
allowed to obtain a good robustness in both sewage matrices (%REC= 84 %), and in the sludge-
amended soils with contrasting pedology: sandy soil (%REC= 87 %), loamy soil (%REC= 78 %),
silty-clay loam soil (%REC= 89 %). The accuracy of the method is considered acceptable.

The protocol leads to sensitive analysis of contaminants at relatively low levels of 0.1 to 10.8
ug.kg? for sewage sludge and composted sludge and varying from 0.02 to 2.53 ug.kg™? for
sandy, silty and clay soils, rich in organic matter. The extension of the protocol to soils with
different pedological properties made the method consistent, although the extraction yields are
significantly influenced by interdependent variables: the organic matter content, as well as the
distribution of mineral matter (clays, silts, sands). The analysis of real samples allowed the
identification of 43 and 24 contaminants in sewage sludge and a sludge-mended soil,
respectively at levels corresponding to the literature.

The assessment of contamination in sludge-amended soils is generally limited to the
sludge/soil mixing effect. The adopted approach of integrating the simulation of a sludge/soil
mixing effect (20 tons.ha!) following different tillage techniques, from a simple deposition (2
cm) to a ploughing (10 - 60 cm) allowed to confirm the applicability of the method in terms of
sensitivity and accuracy of the method on 40 contaminants. The validation procedure allowed
for a more reliable comparison of contaminants present in sludge-amended soils at levels
above 0.02 pg.kg?, corresponding to the levels of contaminants in the initial waste products
are above 5 pg.kg*. This optimized and harmonized analytical procedure for organic matrices
allows the monitoring of the occurrence and fate of contaminants, notably if their accumulation
is reported to be considerable with the application of agricultural sewage products.
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Tableau Il-6. Parameétres de validation de méthode des composés d’intérét dans des matrices lyophilisées composites de boues et composts a travers la robustesse (N=4,

%REC, %R), la précision (%RSD) par la répétabili

€ intra-journaliére (n=3) et la reproductibilité inter-journaliére (n=12) de la méthode.

* indiqué lorsque le composé n’est pas inclus dans la méthode validée. NA indiqué lorsque la méthode n'a pas été validée sur les niveaux de concentrations évalués.
Le rendement d’extraction global de la méthode est calculé comme la moyenne obtenue sur I'ensemble des niveaux de dopage (C1 - 1 pg.kg™?, C2 - 5 pg.kg?, C3 - 25 pg.kg?, C4 - 50 ug.kg?).

La précision intra-journaliére globale de la méthode est exprimée comme I’écart relatif moyen de déviation (%RSD) obtenue sur I’'ensemble des niveaux de dopage.

La précision intra-journaliére est exprimée comme |’écart relatif moyen de déviation (%RSD) obtenue sur chaque niveau de dopage.

La précision inter-journaliére est calculée comme I'écart relatif moyen de déviation (%RSD) obtenu sur un niveau de dopage (C2 — 5 ug.kg?).

Sandy-loam soil — Soil A Loam soil — Soil B Silty-clay-loam soil — Soil C

Rec intra inter Cc1 c2 c3 c4 Rec intra inter C1 c2 c3 c4 Rec intra inter Cc1 c2 c3 c4

%(F:\'E %SS %SS %R %SS %R %EFJ\'S %R %SS %R %SS %(I';‘E %EF;'S %SS %R %EIS %EIS %EES %R %[F;S %R %SS %(F:\'E %SS %ER)S %R %SS %R %ER’S %R %SS %R %SS
Analgesics
TRAMA | 745 35 10.0 | 63.0 95 720 4.8 818 16 81.0 0.8 61.2 4.2 194 | 468 6.9 616 28 68.3 35 68.1 23 86.0 43 16.3 | 82.1 9.9 76.0 43 905 118 |[952 11
Antibiotics
*AZI NA NA NA 8.2 15.0 52 8.2 6.0 77 6.0 1.0 NA NA NA NA NA 29 189 39 16.6 39 4.4 216 10.8 18.7 | 312 123 | 253 9.0 18.4 6.7 116 242
CLARI 958 5.0 108 (760 80 |85 56 |112 59 |110 24 | 690 63 109 |424 60 | 751 30 |77.1 16 |8L4 41 | 1527 43 112 | 165 101 | 138 104 | 159 9.8 | 149 22
*ERY NA NA NA | 189 209 |278 22 |386 7.2 [393 54 NA NA NA |119 69 | 203 54 [249 22 [253 17 | 454 49 119 (460 87 |475 138 [486 87 [393 4.2
ROXI 1061 26 188 | 108 7.2 |106 80 |109 09 |102 28 943 20 113 |985 36 | 952 41 [93.8 42 [899 46 | 1799 43 128 (199 70 | 188 86 | 168 84 | 164 9.0
SPIRA NA NA NA |137 177 |80 102 |49 68 |79 109 NA NA NA |155 6.1 163 303 [208 269 [239 234 | 493 53 183 [57.1 126 |50.6 7.4 |434 65 |460 107
*TYLO | 1115 42 155 | 110 169 |112 34 |111 78 | 113 43 955 35 172 833 63 | 953 76 [105 03 |985 6.4 NA NA NA [ NA NA | NA NA |[NA NA | NA NA
*CIPRO | NA NA NA | NA  NA |289 76 |87 88 |39 79 NA NA NA | NA  NA | 260 111 |88 03 |34 59 NA NA NA | NA  NA |227 93 |37 96 |17 187
*ENO NA NA NA [240 263 |81 51 |20 211 |16 107 NA NA NA | 96 87 40 452 | 09 504 |05 418 NA NA NA 771 27 |226 81 |50 89 |21 47
*ENRO NA NA NA | NA NA |48 55 |11 63 |08 79 NA NA NA | NA NA 4.1 44 |13 29 |11 102 NA NA NA [ NA NA | NA NA | NA NA | NA NA
*FLUM NA NA NA |246 180 [122 81 |130 37 |115 3.0 NA NA NA 176 117 | 252 49 |231 156 |256 19 | 428 94 162 616 7.7 |365 207 [391 104 [341 211
*NALI NA NA NA 37 15.0 4.8 23 5.1 31 4.6 4.4 NA NA NA 9.4 10.5 10.3 5.3 108 26.0 |125 105 231 10.0 124 | 336 1563 | 192 142 |204 9.3 189 207
*NOR NA NA NA 511 114 | 126 104 |147 107 9.1 20.2 NA NA NA 8.3 39.5 7.7 29.6 78 11 NA NA NA NA NA 789 342 | 228 207 |163 265 NA NA
*OFLO NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
SFDZ 55.7 38 11.0 | 524 112 | 507 7.2 58.9 5.4 60.8 4.8 54.3 36 18.7 | 45.2 9.0 527 4.4 57.5 0.9 61.9 0.3 64.0 6.0 13.0 | 80.4 6.6 53.7 37 52.5 8.9 69.5 10.1
SFMZ 66.5 4.9 6.9 56.8 154 |59.6 4.7 729 4.9 76.8 4.8 69.4 53 111 | 495 100 69.7 2.3 738 24 84.5 05 96.3 35 9.6 108 4.9 87.4 5.1 89.3 76 101 5.1
SFMX 711 55 119 | 547 156 |652 28 81.0 38 83.3 52 713 55 17.1 | 49.0 9.3 716 14 772 16 87.3 0.8 93.3 45 18.3 105 5.0 83.0 6.0 81.2 78 104 8.2
SFP 49.7 4.5 16.8 | 439 135 |438 6.2 54.6 33 56.6 4.0 52.2 5.0 10.1 | 385 4.6 49.7 3.6 56.5 0.6 63.9 11 62.2 4.4 10.2 | 67.9 3.9 52.7 27 56.1 77 719 7.5
Anticonvulsants
CcBz 128.3 24 8.8 116 5.6 132 5.4 137 2.3 129 1.4 116.2 0.9 58 111 2.0 116.2 13 120 0.3 117 0.8 1335 5.4 13.1 165 4.8 146. 22 125 27 96.7 5.0
ECBZ 1255 28 8.2 123 8.0 129 8.7 128 05 123 28 116.1 15 6.4 110 5.0 118.8 2.0 118 25 117 13 1253 4.0 8.4 141 8.6 132 5.4 122 4.3 106 5.7
LAMO 912 95 176 | 109 325 |905 8.2 90.6 4.6 747 27 776 3.9 134 | 772 101 714 123 | 857 4.0 76.2 33 94.1 6.4 19.7 101 6.2 742 237 |96.2 4.4 105 125
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Sandy-loam soil — Soil A Loam soil — Soil B Silty-clay-loam soil — Soil C

Rec intra inter C1 c2 c3 c4 Rec intra inter Cc1 c2 c3 c4 Rec intra inter C1 c2 c3 c4

%CR E %Il;S %Il;S %R %SS %R %SS %R %SS %R %DRS %CRE %SS %gS %R %II;S %R %DRS %R %SS %R %DRS %CRE %SS %DRS %R %;S %R %DRS %R %SS %R %Il;S
Antidepressants
AMI 60.4 5.7 8.4 425 120 | 59.6 5.4 715 4.7 68.2 21 52.3 4.6 104 | 38.8 27 59.1 31 54.0 4.2 57.2 5.9 73.8 6.1 129 | 86.9 8.0 81.3 6.4 713 9.3 569 16.3
ESCI 61.7 36 117 | 544 138 | 629 3.9 68.2 15 61.3 16 50.2 27 77 442 47 52.4 0.7 50.6 25 53.6 6.3 48.0 3.3 7.0 49.0 6.5 45.0 58 49.1 5.6 48.7 9.8
FLUO 98.4 34 148 | 87.1 8.2 96.0 3.9 111 6.1 99.9 4.2 80.2 4.9 12.8 | 57.2 6.2 89.7 4.5 85.4 4.0 88.4 37 109.7 4.4 105 114 6.0 101 45 114 7.9 109 155
VEN 50.4 31 10.0 | 45.7 120 | 516 37 53.6 2.4 50.5 14 39.5 4.8 11.3 | 28.1 28 427 1.9 428 53 44.6 4.9 411 5.4 73 47.7 152 | 387 6.6 39.9 6.3 38.1 9.9
Antihistamines
CETI 106.6 23 11.6 | 105 7.9 107 55 112 2.1 103 12 85.7 22 122 | 86.6 27 87.5 33 84.3 19 84.5 8.3 71.2 4.0 9.1 784 130 | 732 21 67.1 5.6 66.1 4.2
DIPH 78.3 3.0 6.8 737 112 | 749 4.3 84.5 2.6 80.0 13 62.5 3.9 4.0 48.5 36 64.8 11 68.4 35 68.5 4.8 88.1 45 10.2 | 99.5 8.6 829 5.9 90.9 52 79.2 132
Antifungals
*ECO 66.1 5.0 7.9 56.1 212 | 688 4.7 731 42 66.5 13 54.7 45 47 436 105 | 51.0 4.0 61.3 0.2 62.7 4.0 NA NA NA 139 7.3 4.0 10.0 2.0 6.7 14 47
FLUCO | 111.7 27 10.6 | 107 8.7 108 59 115 42 118 15 99.8 4.4 16.0 | 76.4 73 98.3 31 112 0.2 113 4.4 104.1 3.1 125 110 7.9 98.7 59 104 5.4 104 6.9
’\élETR 727 29 114 | 76.8 59 64.1 7.0 75.3 4.0 747 13 60.5 37 18.4 | 50.5 9.1 58.4 27 65.8 0.0 67.2 4.4 87.9 3.8 115 102 6.9 79.8 33 82.8 9.1 87.4 34
*MICO| NA NA NA |62 236 |64 119 |79 52 |63 187 | NA NA NA | 65 225 |95 49 |95 07 |82 29 [ NN NA NA |148 95 | 40 176 |19 112 | 14 149
Lipid regulators
ATOR 55.9 4.5 16.2 | 538 110 |586 11.0 |57.0 101 | 541 7.2 78.4 3.1 134 | 88.0 6.4 74.4 6.2 74.1 3.7 77.0 5.0 110.2 4.2 5.6 126 7.0 119 17 102 9.3 93.7 4.6
FENO 107.5 3.0 13.8 | 101 10.7 103 6.4 116 0.8 111 0.8 94.8 4.0 11.2 | 745 55 94.9 22 104 0.8 106 55 96.6 35 16.0 107 9.2 89.6 24 92.3 8.5 97.8 3.0
GEM 100.1 38 11.8 | 90.8 145 109 4.8 104 4.0 97.1 29 81.9 26 19.1 | 727 23 83.5 5.0 80.3 17 91.2 21 106.0 4.1 10.7 106 75 119 15 930 134 107 5.8
NSAIDs
DCF 923 73 151 | 56.3 148 | 897 8.2 111 5.3 112 27 91.9 58 149 | 615 7.4 95.2 6.6 102 2.0 109 27 118.9 5.8 152 130 17.3 124 5.4 114 139 107 6.3
II:IAEFE 58.6 4.0 113 | 56.2 151 | 58.2 52 64.4 4.5 55.7 29 65.0 37 10.1 | 53.2 7.6 67.1 6.1 69.0 22 70.6 37 65.5 77 144 | 823 6.0 80.8 25 575 116 | 414 6.9
Antihypertensives
HYDR 57.6 113 140 | 856 218 |539 184 | 495 25 41.6 5.0 54.3 4.1 18.2 | 440 31 60.2 15 59.6 4.2 533 107 49.2 13.3 143 | 711 294 | 564 131 |377 45 316 102
*IRB NA NA NA 78 86.6 | 154 435 | 209 9.6 151 207 NA NA NA 231 199 | 314 8.1 235 151 | 19.0 6.6 NA NA NA 7.9 24.2 9.3 18.7 8.2 4.1 6.3 4.6
TEL 38.2 45 18.1 | 374 139 | 348 53 427 22 378 106 44.9 4.2 176 | 40.6 126 | 51.2 77 438 4.9 44.1 27 51.6 52 105 [ 394 114 | 593 6.5 52.7 3.8 54.9 9.7
VAL 779 6.1 170 | 665 198 | 85.0 9.4 91.2 2.4 689 105 70.2 6.4 145 | 542 155 | 869 103 | 724 129 | 673 5.0 96.5 53 10.7 111 12.7 | 95.6 6.5 102 5.8 776 77
VERA 97.4 29 19.6 | 98.9 7.4 85.1 4.9 102 2.1 104 23 86.4 15 19.2 | 87.9 26 87.8 33 816 4.3 88.3 11 139.6 52 8.8 159 12.7 138 34 137 126 125 8.3
ACEB 124.0 27 11.1 | 109 51 131 29 133 2.7 123 45 100.8 14 17.2 | 995 1.0 99.8 28 104 0.6 99.9 43 120.9 33 10.7 134 14 126 57 118 52 106 8.1
ATEN 91.8 34 158 | 76.0 31 97.9 51 104 17 89.2 24 84.3 3.4 18.1 | 69.8 8.4 86.2 42 89.8 22 91.3 23 97.6 3.6 145 102 135 102 19 94.4 13 923 53
METO 116.9 20 153 117 5.7 119 3.0 116 38 116 46 105.9 26 111 94.2 46 105 34 111 0.7 113 5.1 98.7 3.4 116 114 6.7 90.1 25 89.9 14 102 49
PROP 121.0 33 18.6 117 4.4 119 7.7 128 9.8 120 42 120.7 20 103 113 24 117 5.0 125 23 127 38 137.7 5.4 15.7 169 109 136 48 127 6.6 119 95
SOTA 101.7 32 18.6 | 90.8 77 103 7.0 114 25 99.1 13 85.5 35 10.7 | 703 18 85.7 59 90.8 2.0 95.2 4.8 783 23 9.6 80.8 75 80.8 32 75.7 2.8 76.0 4.4
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Sandy-loam soil — Soil A Loam soil — Soil B Silty-clay-loam soil — Soil C

Rec intra inter C1 c2 c3 c4 Rec intra  inter C1 c2 C3 c4 Rec intra inter Cc1 c2 c3 c4

%(F:EE %SS %gs %R %SS %R %ES %R %SS %R %[F;S %EE %ES %SS %R %ES %R %[F)!S %R %I;ES %R %SS %REC %SS %SS %R %EF;'S %R %SS %R %EF;'S %R %RSD
Hypnotics
DzP 104.7 35 106 | 993 121 101 8.3 113 32 105 26 106.5 4.4 121 | 785 6.1 111 05 119 03 117 23 101.6 28 16.1 | 110 72 105 3.4 94.7 31 96.9 53
OXZP | 945 3.0 140 | 914 6.9 94.0 9.9 99.1 3.9 93.7 3.9 76.0 3.0 145 | 65.0 6.2 788 37 79.2 14 81.2 43 78.0 51 109 | 90.3 101 | 84.1 45 74.4 8.8 63.3 8.7
Pharmaceuticals
XYLA 49.8 33 10.8 | 46.4 10.7 | 47.2 6.9 54.1 35 51.4 13 41.1 4.4 155 | 31.0 8.7 42.1 15 45.1 6.5 46.2 13 56.8 3.8 7.6 61.6 9.9 50.6 29 55.2 54 59.8 7.3
LIDO 70.1 5.1 45 51.0 55 69.4 5.2 80.4 6.0 79.6 3.6 65.5 3.6 8.3 53.1 5.7 69.0 4.2 70.2 15 69.9 4.0 108.9 4.2 7.3 118 8.1 95.9 3.9 109 114 113 7.2
WAR 107.9 33 10.6 | 105 12.4 106 7.0 116 11 104 19 94.3 35 156 | 775 6.8 96.5 19 100 17 103 5.6 1015 29 14.4 | 96.2 9.5 106 29 100 6.3 103 4.9
DOM 66.1 5.0 102 [ 56.1 212 | 688 47 731 4.2 66.5 13 54.7 45 109 | 436 105 | 51.0 4.0 61.3 0.2 62.7 4.0 103.4 4.8 125 | 122 12.7 | 96.7 25 93.1 22 101 79
CcYc 122.8 2.8 6.2 112 8.7 123 6.3 129 2.8 128 0.7 104.7 19 6.6 97.2 38 102 27 111 11 109 33 142.0 4.2 6.2 170 8.5 131 4.6 127 5.7 139 28
EHE 59.9 5.3 5.6 8.1 15 52.0 14.7 | 623 4.1 65.5 21 59.1 6.7 147 | 413 8.9 53.0 10.3 | 68.8 0.9 73.2 8.2 223 13.0 189 | 141 46.0 17.7 139 | 212 124 36.2 9.1
FUR 85.6 3.8 16.7 | 85.0 131 | 858 8.7 89.7 3.9 81.9 3.6 96.9 3.0 16.5 | 83.3 25 99.3 4.7 106 4.2 99.4 5.8 76.4 4.6 18.1 | 89.5 10.7 | 70.9 5.6 68.2 4.9 76.8 7.0
CAFE | 97.0 11.9 21.8 | 655 27.3 940 420 116 12.6 113 5.4 89.6 7.6 121 NA NA 81.2 21.2 | 86.3 7.3 101 7.8 104.9 20.1 321 | 133 60.9 | 514 479 122 15.9 113 13
SIL 75.5 34 15.7 | 77.9 11.7 715 3.0 80.3 5.8 722 34 77.9 34 154 | 67.4 10.2 | 80.2 4.3 82.2 11 81.9 55 111.9 37 148 | 124 10.2 104 4.6 106 75 115 29
Pesticides
ATZ 101.6 23 17.2 | 95.0 7.6 102 45 107 2.6 103 15 84.5 4.3 12.1 | 63.6 6.6 90.4 1.0 89.4 0.5 94.8 4.8 103.8 3.0 13.5 | 103 10.0 102 3.9 107 6.9 103 4.1
DEA 97.8 3.8 11.6 | 10é 118 | 919 111 100 22 97.5 2.4 87.3 3.2 5.5 72.8 5.9 88.8 4.1 93.7 0.1 93.7 4.7 66.5 33 44 | 718 6.8 69.1 4.4 64.4 9.1 60.8 33
DIA 66.2 3.1 112 | 652 119 | 629 5.0 69.8 2.7 67.1 17 56.5 5.0 133 | 412 126 | 59.7 22 62.7 0.3 62.6 5.6 88.3 4.1 19.0 | 76.3 8.2 99.0 6.4 93.0 72 84.9 7.0
DIU 117.0 37 104 | 108 8.0 110 9.3 124 6.7 126 37 108.8 3.2 12.0 | 92.4 7.8 114 3.0 113 3.6 116 37 135.7 4.8 18.2 | 133 176 135 74 136 109 139 15
FLON | 82.7 4.2 135 | 747 132 | 816 6.7 92.4 6.4 82.0 6.7 74.4 45 16.6 | 57.1 6.0 735 5.6 815 0.0 85.6 4.2 89.2 39 12.1 | 102 72 88.4 5.4 80.7 6.5 85.5 8.5
HEXA | 106.1 3.2 133 | 96.3 9.7 100 6.8 115 18 113 15 87.9 2.0 19.8 | 88.1 4.4 86.0 33 85.6 1.0 92.0 55 101.6 33 10.3 | 93.8 8.3 100 4.0 99.3 9.1 113 1.0
IRG 63.2 4.2 10.2 | 57.9 12.6 64.0 5.9 70.9 54 60.0 8.7 55.9 5.7 9.9 37.8 5.4 56.0 54 63.0 1.6 66.7 3.1 48.3 5.2 13.8 | 51.9 9.6 46.3 6.9 42.2 29 53.0 15.1
ISO 110.1 2.8 73 97.2 74 111 6.2 118 0.7 115 12 97.9 21 11.0 | 97.9 6.9 100 2.7 96.0 1.2 97.5 4.7 113.0 3.8 33 127 10.2 112 2.7 107 8.1 104 14
LINU 105.3 33 121 [ 994 112 | 993 7.4 113 25 110 29 922 3.4 16.0 | 79.9 7.4 85.6 18 98.5 3.1 105 35 102.8 45 11.3 | 106 121 | 86.9 3.7 108 9.4 111 45
MALA | 97.6 33 145 | 87.1 4.1 89.6 71 108 25 106 3.7 86.7 24 129 | 79.6 47 86.7 26 843 5.0 96.0 22 100.3 33 11.9 | 98.3 9.3 105 53 102 72 96.6 6.1
MTLC | 89.8 37 112 | 777 9.6 83.9 58 96.8 25 100 3.2 99.6 49 127 | 71.0 4.6 104 15 109 15 114 4.9 97.2 51 6.3 | 928 9.8 86.2 52 914 128 118 47
SIMA | 103.3 32 97 | 915 9.3 99.4 6.9 112 15 111 12 93.1 37 8.5 74.0 47 98.9 3.0 102 05 97.6 55 98.5 26 8.4 103 6.9 98.5 47 96.0 6.8 96.7 29
TERB | 73.4 4.2 189 | 66.2 113 | 747 6.4 829 57 69.9 79 61.8 56 141 | 413 57 65.6 5.0 69.9 29 705 2.8 69.2 4.7 105 | 76.6 8.2 707 7.7 63.0 21 66.7 155
TER 94.0 4.0 93 | 846 122 | 942 6.3 105 6.1 927 6.6 847 55 10.1 | 583 58 855 6.1 95.2 0.9 99.9 39 87.2 4.4 8.7 103 78 89.5 6.0 78.0 55 786 8.0
DTER | 1125 34 123 | 108 134 107 6.3 120 23 115 11 1015 3.1 133 | 844 3.9 103 32 110 0.5 109 4.2 67.2 6.2 10.6 | 90.1 6.2 66.0 4.4 58.1 8.1 54.6 4.0
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Tableau II-7. Teneurs et limites de méthode des matrices d’intérét, soit des boues d’épuration et trois pédologies de sols, complétés d’une visualisation de I’effet de mélange

impliqué par la simulation des amendements a hauteur de 20ton.ha™ a différentes profondeurs de travail.
M1 - un dépot de surface, mélange de subsurface a 2 cm de profondeur en I'absence d’enfouissement ;
M2 - un labourage, mélange par enfouissement sur 10 cm de profondeur ;
M3 - un ensevelissement, mélange par enfouissement sur 60 cm de profondeur
- le composé n’est pas inclus dans I’évaluation étant donné son absence dans les matrices considérées.

nd la méthode ne permet pas de détecter le composé par I'effet de dilution impliqué
<MQL la méthode permet seulement I'identification du composé
Valeur I'effet de mélange permet d’atteindre cet ordre de grandeur, dont les valeurs entre parentheses précisent, si :
(nd) le composé n’a pas été détecté
(<MQL) le composé a été détecté mais les conditions d’analyse ne suffisent pas a le quantifier
(erreur%) le composés a été détecté, et la différence est exprimée par I’erreur relative a la valeur prédite.
Boues d’épuration Soil A - Sandy-loam soil (sol sableux) Soil B - Loam soil (sol limoneux) Soil C - Silty-clay loam soil (sol argileux)
MbL _MQL Conc R2 mMpL  mQL Conc  R? M1 M2 M3 MpL  mQL Conc R2 M1 M2 M3 MbL  moL Conc R? M1 M2 M3
Analgesics
6.7 4.2 43 3.4 0.8
TRAMA 2.1 5.4 52#16 0.997 | 0.28 043 3.5#4.1 0.998 (<MQL) (<MQL)  3.7(<MmQL) | 0.06 0.12 0.9%0.7 0.997 (30%) 1.7 (29%) 1(30%) 023  0.58 nd 0.990  (14%) (<maQL) nd
Antibiotics
13 0.8 03
CLARI 03 05 10:4 0966 | 0.03 005 1.1:13 0994 17(47%) 1.2(8%)  1.1(9% |0.02 004 0703 0993 (44%) 0.8(24%) 0.7(34%) | 0.02 003 0.1%f0 0991 (3%  (nd)  0.2(nd)
ERY 2.5 3.2 nd 0.987 not available not available 031 057 nd 0.983 - - -
03
ROXI 19 43 5+1 0.981 | 0.21 0.48 nd 0.996  <MQL nd nd 0.19 042 nd 0.990 <MQL nd nd 0.04  0.09 nd 0.979 (<MQL) <maQL nd
15.5 35 <MaL
SPIRA 1.8 2.0 236#57 0.991 not available not available 030 0.86 nd 0.973 (nd) (nd) (nd)
TYLO 17 20 nd 0.907 | 021 042 nd 0992 - - - 018 035 nd 0.984 - - - not available
5.3 27
FLUME 2.2 5.4  53#15 0.976 not available not available 031 0.76 1.940.2 0.911 (8%) (4%)  2.1(10%)
NALI 3.2 8.2 nd 0.953 not available not available 035 091 1#0.1 0.916 (nd) (nd) (nd)
SFDz 33 6.6 343 0.997 | 0.29 0.58 nd 0.990 nd nd nd 0.29 0.58 nd 0.999 nd nd nd 0.27 0.54 nd 0.966 nd nd nd
SFMZ 23 5.8 nd 0.995 0.26 0.66 nd 0.991 - - - 0.27 0.67 nd 0.997 - - - 0.21 0.52 nd 0.988 - - -
1 0.9 <MQL
SFMX 24 46 1482 0996 | 026 0.50 nd 0.991 0.9 (10%) nd nd 0.26 0.50 nd 0.998 (<MQL) nd nd 021 041 nd 0.975 (<MQL)  (nd) nd
1.1 11
SFP 26 7.2 17#1 0995 | 030 081 nd 0993 1.1(23%) nd nd 030 082 nd 0.997  (18%) nd nd 028 075 nd 0.977  (9%) nd nd
Anticonvulsants
3.1 2.4 0.5
CBz 05 11 364 0994 | 006 012 1.2:0.6 0999 3.5(30%) 1.7(29%) 13(36%) | 005 0.10 0.7¢0 0999 (36%) 1.3(31%) 0.8(32%) | 0.05 009 nd 0.985  (56%)  (67%) 0.1(66%)
0.2 0.2 0.2 0.1 0.1
ECBZ 04 07 nd 0.981 | 003 006 020 0999 (<MQl) (<MQL) 0.2(<MQl) | 0.03 005 010 0998 (<MQl) (<MQL)  (<MQl) | 0.04 007  nd 099  nd nd nd
5.5 3.9 4.1 2.2
LAMO 10 20 3419 0994 | 024 069 3.5:0.5 0992 (<MQL)  (<MQL) 3.6(<MQl) | 0.22 0.62 2:0.3 0992  (1%) 25(7%) 2.1(12%) | 021 060  nd 0.962  (98%) _ <maL nd
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Boues d’épuration

Soil A - Sandy-loam soil (sol sableux)

Soil B - Loam soil (sol limoneux)

Soil C - Silty-clay loam soil (sol argileux)

mpL_mQL  Conc R? | mpL moL Conc R? M1 M2 M3 mpL _mMoL Conc R? M1 M2 M3 |mbL moL Conc  R? M1 M2 M3
Antidepressants
2
AMI 20 3.8 133#28 0994 | 030 056 nd 0.997 8.7(89%) 2 (28%) <maL 028 053 nd 0.987 87(45%) 2(52%) <MQL | 025 048 nd 0934 87(31%) (68%) <MaL
1
ESCI 2.7 58 65£18 0967 | 0.30 065 203 0998 62(9%)  3(1%) 2.2(<mQL) | 0.28 0.60  nd 0.986 4.3(13%) 1(13%) nd 030 066 nd 0979 43(10%) (22%) nd
0.6 0.7 0.6
FLUO 23 53 43t14 0993 | 024 055 nd 0990 2.8(17%) (<MaL) nd 020 046 nd 0.993 2.8(15%) (<maQL) nd 018 041 nd 0950 2.8(15%) (<MQL) nd
2.1 1.2 1.2
VEN 23 42 7914 0993 | 032 047 29#3.5 0999 7.9(8%)  4(5%) 3.1(7%) | 030 065 09#0.3 0991 6.1(9%) (11%) (<MQL) | 032 036 nd  0.978 52(14%) (16%) nd
Antihistamines
0.9 nd 0.9
CETI 27 63 6218 0982 | 037 0.89 nd 0999 4.1(27%) (<maL) nd 037 088 nd 0979 4.1(33%) 1(49%) (<MQL) [ 038 091 nd 0994 4.1(47%) (66%) nd
0.6(Y- 0.3 0.2 0.1
DIPH 02 03 612 0983 | 002 0.03 0.5:0.5 0998 09(33%)  19%) 05(23%) | 0.01 003 0.2$0.1 0992 05(56%) (45%) (53%) |0.01 0.02 nd 0962 0.4(74%) (93%) <MaL
Antifungals
1.5
ECO 01 02 42$32 0758 | 001 0.02 1.6:0.8 0996 4.2(41%) 2.2(9%) 1.7(9%) | 0.01 0.02 0.9:0.1 0.993 3.6(53%) (8%)  1(14%) not available
0.4 0.4
FLUCO 22 41 61 0.986 | 020 0.39 nd 0.997  (<MaQL) nd nd 018 037 nd 0.992  (<maL) nd nd 019 084 nd 0988 <mMaL nd nd
METRO 19 37 nd 0997 | 028 0.46 nd 0.997 - - - 025 043 nd 0.992 - - - 022 062 nd 0991 - - -
Lipid regulators
ATOR 12 39 6£2 0985 | 024 045 nd 0979  <mMaL nd nd 029 058 nd 0992  <maL nd nd 018 097 nd 0987 <MaL nd nd
0.3
FENO 19 27 1816 0997 | 021 030 0.5:0.1 0999 16(11%) 0.8(12%) 0.6(49%) | 0.19 026  nd 0.989 1.2(33%) (28%) nd 021 029 nd 0992 12(8%) <maQL nd
1.7 1.3 1.2 0.8
GEM 27 53 3615 0961 | 024 047 07:0 0995 3(32%) 1.2(39%) 0.8(37%) | 0.20 040 1.2:0.3 0.995 3.5(51%) (12%)  (16%) |0.19 0.38 0.7:0.1 0.978 3(77%)  (19%)  (25%)
NSAIDs
14.3 175 13.3 3.1 13.3 3 0.6
DCF 21 54 202#19 0985 | 027 035 1.1#0.2 00998 (42%)  4.1(42%) (<MQl) | 024 062 nd 0.996 (32%) (39%) <MQL | 022 057 nd 0976  (70%) (49%)  (45%)
0.7 0.7 0.7
MEFEN 22 33 1043 0987 | 027 0.41 nd 0993  (<maQL) nd nd 028 043 nd 0.994  (<maL) nd nd 027 041 nd 0955 (<MQL) nd nd
Antihypertensives
HYDRO 29 40 nd 0936 | 029 058 nd 0.989 - - - 028 057 nd 0.967 - - - 030 060 nd 0968 - - -
713 17.4 722 18.6 5.6 709(Y-  17.1 4.7
TEL 93 236 1060:230 0.650 | 0.31 040 1.8:0.4 0.969 (53%) (47%) 5(32%) | 032 042 24%1.8 0.997 (46%) (20%)  (30%) | 030 0.38 1.4:0.2 0980  45%) (31%)  (15%)
0.8 3.6(Y- 0.8
VAL 17 20 5543 099 | 026 0.37 nd 0961 3.6(24%) 0.8(19%) nd 024 035 nd 0.989 3.6(51%) (<maL) nd 021 029 nd 0972 <Mmal) (nd) nd
1.9 1.4 3.1(Y- 0.7
VERA 1.7 20 47+11 0982 | 023 045 17%0.2 0999 4.7(13%) 2.4(10%) 1.9(<MQLl) | 0.21 0.41 1.2#0.2 0.998 4.3(9%) (24%) (31%) |0.12 024 nd 0973 20%) (<MQL) <MQL
0.5 3.1(Y- 1 0.5
ACEB 22 34  42t14 099 | 020 0.40 0.5:0.1 0992 3.3(10%) 1.1(22%) 0.6(36%) | 0.15 030 0.4:0.1 0.992 3.2(5%) 1(39%) (14%) |0.16 032 0.4:0 0984  14%) (21%)  (13%)
ATEN 19 20 nd 0.996 | 001 0.2 nd 0.995 - - - 001 002 nd 0.997 - - - 001 002 nd 0992 - - -
METO 08 15 ax1 0.998 | 008 0.17 nd 0.996 0.3 (nd) nd nd 007 015 nd 0.989 0.3 (nd) nd nd 009 018 nd 0990 0.3 (nd) nd nd
12.8 3.2 0.9 12.7 (Y- 3.1 0.8
PROP 57 158 190#36 0960 | 0.16 0.19 0.6:0.1 00985 13(31%) 3.4(40%) 1.1(42%) | 0.16 0.19 0.3:0 0.993 (37%) (45%)  (69%) | 0.12 015 0.2:0 0976  39%) (59%)  (66%)
SOTA 1.9 37 1741 0.998 | 023 0.4 nd 0996  1.1(31%)  <MaL nd 020 038 nd 0.990 1.2(12%) <MQL nd 024 047 nd 0993 1.1(64%) <maL nd
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Boues d’épuration

Soil A - Sandy-loam soil (sol sableux)

Soil B - Loam soil (sol limoneux)

Soil C - Silty-clay loam soil (sol argileux)

MbL _mQL  Conc R2 mpL _moL  Conc R2 M1 M2 M3 mpL _wmoL  Conc R? M1 M2 M3 |wmpL moL  Conc R2 M1 M2 M3

Hypnotics
<MaL <MaL <MQL

DzP 22 48 nd 0.990 | 022 047 nd 0.996  (nd) nd nd 022 047 nd 0.996  (nd) nd nd [016 035 nd 0.992 (nd) nd nd
11.8 05 11.9 2.8 <maL 11.9

OXzP 22 35 181#60 0.938 | 025 045 nd 0.994  (8%) 2.7(20%) (<mMQL) |0.21 0.65 nd 0991  (7%)  (25%) (41%) | 0.24 0.67 nd 0.974  (7%) 2.7 (20%) <maL

Pharmaceuticals

XYLA 11 21 nd 0.999 | 0.16 0.31 nd 0.997 - - - 0.15 0.30 nd 0.999 - - - 0.14 028 nd 0985 - - -
13 0.9 0.9 0.5

LIDO 20 55 843 0.997 | 0.27 0.74 0.8%0.1 0.991 (<MQl) (<maQL) (<MaQL) |0.26 0.72 nd 0.992 <MQL nd nd 0.18 0.50 nd 0.980 (56%) nd nd

WAR 20 53 nd 0.996 | 0.21 056 nd 0.998 - - - 0.18 0.49 nd 0.989 - - - 020 052 nd 0992 - - -
3.8 3.1 14 2.3

DOM 29 34  35:14 0974 | 029 034 1.6:0.8 099 (16%) 2.1(9%) 1.7(7%) [0.27 031 09#0.1 0993 (42%) (19%) 1(23%)|0.40 0.46 nd 0.985 (24%) 0.5 (nd) nd

CYCLO 14 30 nd 0.992 | 029 0.45 nd 0.998 - - - 027 043 nd 0.995 - - - 022 033 nd 0.994 - - -

THEO 03 01 nd 0.983 | 003 007 0801 0996 (35%) (17%) (nd) 0.03 0.08 nd 0.980 - - - 0.04 0.60 nd 0950 - - -
1.1 2.7 1.8 1.7 <MaL

FURO 23 04 184 0989 | 021 046 nd 0997  (10%) <maL nd 023 049 1.6:0.2 0.987 (5%) (nd) (nd) | 025 484 <MQL  0.985 <MQL  <MaL (nd) (nd)
106.5 100.4 47.4 38.1 35.9 386 26.7

CAFE 7.7 04  217#17 0968 | 022 253 9953  0.981  (10%) (8%) 99(14%) | 0.71 0.38 35.4%11.8 0.960 (14%) (14%) (7%) | 0.19 11.48 26.1319.5 0984 (3%) 28.9(<Mal) (<MQL)
1.2 1.2

SIL 25 05 1816 0.969 | 0.24 0.50 nd 0994  (10%) <MaL nd 025 035 nd 0.990 (<MQL) <maL nd |018 4.91 nd 0.993 <mQL  <MaQL (nd) nd

Pesticides

ATRA 19 47 nd 0.996 | 0.23 0.56 nd 0.998 - - - 020 048 nd 0.990 - - - 019 047 nd 0993 - - -

DEA 24 48 nd 0.993 | 023 045 nd 0.998 - - - 020 041 nd 0.992 - - - 027 053 nd 0990 - - -

DIA 27 55 nd 0.998 | 019 0.37 nd 0.998 - - - 019 038 nd 0.990 - - - 020 039 nd 0984 - - -

DIU 21 28 nd 0.994 | 029 0.39 nd 0.993 - - - 027 036 nd 0.993 - - - 019 026 nd 0991 - - -

FLONI 25 44 nd 0.990 | 0.15 0.44 nd 0.981 - - - 023 053 nd 0.993 - - - 0.18 0.56 nd 0982 - - -

HEXA 1.8 20 nd 0.990 | 0.22 0.49 nd 0.999 - - - 019 041 nd 0.988 - - - 020 043 nd 0991 - - -

IRG 02 04 nd 0.992 | 002 0.05 nd 0.973 - - - 0.02 0.04 nd 0.995 - - - 0.02 005 nd 0949 - - -

I1SO 20 25 nd 0.996 | 0.20 0.25 nd 0.999 - - - 018 0.22 nd 0.991 - - - 017 022 nd 0994 - - -

LINU 25 49 nd 0.989 | 022 043 nd 0.997 - - - 0.19 038 nd 0.994 - - - 019 039 nd 0988 - - -

MALA 28 49 nd 0.989 | 023 039 nd 0.995 - - - 020 036 nd 0.995 - - - 020 035 nd 0988 - - -
7.9 0.4 7.9 1.8 0.4 7.9 0.4

MTLC 1.7 20 120#15 0.989 | 0.07 0.15 nd 0995 (<MQL) 1.8(10%) (<MQL) |0.08 0.16 nd 0.990 (4%)  (21%) (<maL) [ 0.08 0.15 nd 0.980  (4%) 1.8 (27%) (nd)

SIMA 1.8 20 nd 0.998 | 0.08 017  0.3:0 0999 (<maQl)  (22%) (32%) | 008 015 03:0 0989 (39%) (37%) (31%) | 0.08 0.16 nd 0994 - - -
0.7 0.7 02 0.7

TERB 06 1.2 1043 0.986 | 007 0.14 nd 0976  (19%) 0.2 (98%) nd 0.07 0.13 nd 0.995 (35%)  (43%) nd |007 014 nd 0.952 (23%) 0.2 (41%) nd

TER 22 44 nd 0.990 | 0.23 0.46 nd 0.982 nd nd nd 021 042 nd 0993 nd nd nd |023 045 nd 0.985 nd nd nd

DTER 03 06 nd 0.997 | 0.03 0.06 nd 0.998 - - - 0.03 0.05 nd 0.993 - - - 0.04 0.08 nd 0991 - - -
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Chapitre Il

CHAPITRE Il - Développement et validation d’'un protocole d’extraction aux
matrices riches en matiére organique

Points a retenir

v Protocole d’extraction permettant de lisser les variabilités des extractions sur des
contaminants aux propriétés physico-chimiques distinctes et variées.
= Extraction séquentielle en phase organique a pH acides et alcalins
=>» Purification sur cartouche en phase organique
v’ 74 contaminants aux produits résiduaires organiques
v/ 67 contaminants aux sols riches en matiére organique

v Méthode rapide et fiable, applicable sur produits résiduaires organiques et sols agricoles
=>» 12 échantillons en 2H, et une bonne précision
v Robustesse et précision

Produits organiques %REC = 84 %

Sol sableux %REC = 87 %
Sol limoneux %REC = 78 %
Sol argileux %REC = 89 %

v Sensibilité a la détection
Produits organiques MDL =0.1 —10.8 pg.kg?
Sols agricoles MDL =0.02 — 2.5 pug.kg?

v Amélioration des connaissances a venir de 12 contaminants dans les boues compostées
antihypertenseurs : acebutolol, irbesartan, telmisartan, valsartan
= antifongiques : fluconazole, metronidazole
m régulateurs lipidiques : atorvastatin
m antihistamine : cetirizine
m autres pharmaceutiques :
anticancéreux cyclophosphamide
vasodilateur sildenafil,
bronchodilateur theophylline

v’ Analyse applicable & la détection des contaminants par effet de dilution & 20 tons. ha*
Teneurs quantifiables dans les sols supérieures pour des apports supérieurs a 5 ug.kg™
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Chapitre 11l

CHAPITRE [l

Devenir des résidus pharmaceutiques dans la filiere de production et
de stabilisation des boues issues de station d’épuration

Ce chapitre aborde la caractérisation de la contamination globale des produits résiduaires
organiques. Il se base sur I'analyse des résidus pharmaceutiques et pesticides dans les boues
de station d’épuration, tout au long de la filiere de valorisation, depuis leur production (Partie
[ll.LA) jusqu’a leur forme valorisable avant application aux sols agricoles (Partie 11l.B). La
comparaison de ces données vise a comprendre le mode d’interaction des contaminants au
sein de la filiere de traitement et d’orienter sur les contaminants les plus susceptibles de
persister dans les matrices utilisées pour fertiliser et amender les sols.

* k k k%

A — La premiére partie vise a rappeler les connaissances actuelles sur la problématique des
contaminants organiques a travers les étapes de production des boues. L’'analyse des
matieres en suspension et du milieu agqueux des boues activées en recirculation permet
d’évaluer le coefficient de partage Kd et le fraction massique %Psqiq qui orientent sur I'affinité
des contaminants a la phase solide et l'implication de la dégradation dans la filiere.
L’intégration des mesures in-situ dans I'évaluation du rapport des coefficients de partition et
de partage permet d’apporter une vision nouvelle sur la synergie des mécanismes gérant le
devenir des contaminants organiques dans la filiere de traitement des eaux usées et de
production des boues d’épuration.

Cette partie peut étre complétée d’un article de revue scientifique de rang A — Water research,
pour lequel la méthode a été appliquée a I'analyse des échantillons d’eaux.
Reoyo-Prats B., Sellier A., Khaska S., Le Gal Lassalle C., Weiss K., Goetz V., Plantard G., 2022. Continuous
degradation of micropollutants in real world treated wastewaters by photooxidation in dynamic conditions.
Water research. 221, 118777. (https://doi.org/10.1016/j.watres.2022.118777).

* kx k k%
B — La seconde partie contextualise les procédés de stabilisation visant a réduire les niveaux
de contamination des produits, & base de boues d’épuration, valorisables en agriculture.
L’analyse de teneurs des contaminants dans la filiere (boues activées, boues déshydratées,
boues compostées) a pour objectif de mettre en avant les dissimilitudes des pratiques de
déshydratation et de compostage normalisé. Cette partie est complétée de la caractérisation
des contaminants des matieres fertilisantes organiques et autres intrants agricoles, communs
aux pratiqgues de compostage. La mise en ceuvre des pratiques de compostage en plein champ
de ces produits a forte valeur, contrairement aux composts normés NFU 44-095, engagent une
contamination inhérente dans les sols amendés, suivant les considérations de stockage avant
amendement.
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Chapitre Il

[1.1. Introduction

Un nombre croissant d’études mettent en évidence [I'omniprésence de résidus
pharmaceutiques dans les eaux de surface et souterraines ainsi que dans les sols (Ahnert and
Krebs, 2021; Alvarino et al., 2018; Fu et al., 2010; Zhao et al., 2021). On retrouve non
seulement les molécules meres dans I'environnement, mais aussi leurs produits de
transformation sur lesquels peu d’informations sont généralement disponibles. La présence
de ces contaminants a suscité des préoccupations croissantes en raison des risques pour les
écosystemes et la santé humaine (Archer et al., 2017; Golovko et al., 2016). La plupart des
travaux sur le devenir des contaminants organiques émergents se concentrent sur les
performances des systemes de traitement des eaux usées pour éliminer les composés
organiques en phase dissoute (Carballa et al., 2004; Joss et al., 2005; Luo et al., 2014; Miege
et al.,, 2009; Petrie et al., 2013), et sous-estiment le role des matieres en suspension. Les
composeés persistants aux processus de dégradation des procédés de traitement, qui ont une
affinité avec cette matrice, peuvent s’y fixer notamment par adsorption (Clara et al., 2004).
Ces composés sont ainsi liés a la phase solide, que constituent les boues résiduelles, et ce, a
des concentrations significatives (Sellier et al., 2022; Silva et al., 2011).

Les produits finaux du traitement des eaux usées présentent une source potentielle de
contamination de I'environnement, a travers leur élimination via (i) le rejet des eaux traitées
contaminées dans les rivieres ou leur réutilisation en irrigation (Alygizakis et al., 2016; Choi et
al.,, 2008; Patel et al., 2019b), et (ii) le recyclage des boues de stations d’épuration en
agriculture (Meijas et al., 2021; Sellier et al., 2022; Verlicchi and Zambello, 2015). Ce constat
suggere l'intérét d’évaluer la part des composés organiques qui rejoignent I'écosystéme global
par l'intermédiaire des boues.

L’amélioration du traitement des eaux usées et la gestion des boues de stations d’épuration
est devenue une préoccupation majeure pour les acteurs du traitement de I'eau. L'utilisation
des boues comme fertilisant organique en agriculture, pour des raisons a la fois
environnementales, politiques et économiques (Christodoulou and Stamatelatou, 2016;
Kelessidis and Stasinakis, 2012), représente une part importante de I'élimination totale des
boues d’épuration dans de nombreux pays. Les directives actuelles n’incluent pas d'exigences
sur les résidus pharmaceutiques contenus dans les boues. Néanmoins, des valeurs limites en
éléments polluants et tonnage ont été établies pour leur valorisation agricole. Le code de
'environnement (art. L. 541-38, arti. 86 — loi n°2020-105 du 10/02/2020) prévoit que les
produits issues des boues d’épuration peuvent étre traitées par compostage, seules ou en
mélange avec des agents structurants (e.g., déchets végétaux, déchets ménagers). La filiere
de compostage normalisé produit plus de 300 ktons.an de composts, ou le produit établi par
succession de retournement et conditions aérobies promet un produit « noble » riche en
matiéres fertilisantes stabilisées, hygiénisées et d'intérét agronomique. Peu d’études
ressortent sur les teneurs en contaminants organiques des composts (Dorival-Garcia et al.,
2015; Ferhi et al., 2016; Luque-Mufioz et al., 2017; Martin et al., 2015; Tavazzi et al., 2013) et
biosolides (Albero et al., 2014; Ding et al., 2011; Garcia-Rodriguez et al., 2014; Kinney et al.,
2006; Lajeunesse et al., 2012; Lindberg et al., 2010; Radjenovic et al., 2009; Spongberg and
Witter, 2008b). Les conclusions qui en sortent sont relativement disparates d’autant plus que
les conditions étudiées different et rendent les comparaisons difficiles voire impossibles.

Il revét d’'une grande importance de comprendre I'occurrence et la répartition des contaminants
organiques a la source des boues pour en déterminer leur persistance dans les produits
valorisables. Aussi, mieux appréhender le devenir des contaminants organiques dans les
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stations d'épuration est essentiel, en particulier lorsque des concentrations de Il'ordre de
quelques ng.kg?' peuvent représenter jusque 90 % de la contamination totale des boues
(Petrie et al., 2014b; Phan et al., 2018; Yang et al., 2016, 2017). Il est nécessaire d’appuyer le
fait qu’une répartition des contaminants supérieure a 20 % en phase solide est déja considérée
comme représentant une forte affinité aux boues par rapport a la phase liquide (Ferhi et al.,
2016; Jia et al., 2012; Ostman et al., 2017; Phan et al., 2018; Yang et al., 2016; Zhang and Li,
2018). Les caractéristiques physico-chimiques des boues (e.g. le pH, la teneur en matiere
organique) sont identifiées comme des facteurs affectant la répartition des contaminants (Y.
Chen et al., 2013; Dubey et al., 2021; Horsing et al., 2011; Meijas et al., 2021) (Chapitre ).

Cette étude se focalise sur I'efficacité de la filiére de traitement des boues, notamment lorsque
des composés peuvent s’accumuler dans la phase particulaire. Dans ce contexte, il est
essentiel de disposer de méthodes analytiques sensibles permettant de quantifier les niveaux
de contamination dans les matrices liquides et solides de quelques ng.L™* ou pug.kg™. L'affinité
de 42 contaminants est appréciée par I'évaluation de leurs coefficients de partition et de
partage entre les phases. L’approche adoptée d’évaluer ces indices in-situ permet d'impliquer
la synergie des variables opératoires généralement fixes face aux études laboratoires. En
effet, a l'inverse des expérimentations en conditions contrdlées ou un seul parameétre est
modifié a la fois, cette évaluation integre la variabilité des conditions opératoires. Différents
types de boues peuvent étre issues de la filiere de traitement des eaux usées. Cette étude
s’oriente sur les principales boues pouvant étre collectées ; les boues conventionnellement
appelées boues activées ou boues d’épuration (boues liquides issues de bassin d’aération),
c'est-a-dire les boues produites par I'ensemble des traitements des eaux usées ; les boues
stabilisées récupérées a la suite de traitement de stabilisation par procédés mécaniques
d’épaississement par déshydratation (boues déshydratées par centrifugation) et les composts
de boues normés et agricoles par mélange de boues déshydratées et d’agents structurants.

La démonstration de Il'applicabilit¢ de la méthode d’analyse permet d’améliorer les
connaissances et d'établir un large screening sur I'occurrence des résidus pharmaceutiques
dans les matrices valorisées en agriculture. L’évaluation de la répartition des résidus
pharmaceutiques dans les boues par I'analyse d’échantillons intrinseéques aux procédés, soit
des matrices liquides, soit des matrices solides, permet d’apporter une donnée supplémentaire
sur la caractérisation des affinités des contaminants d’'un milieu complet. Le suivi établi des
teneurs dans lafiliere de stabilisation des boues couvre les potentielles variations saisonnieres
permet d’observer I'impact réel de la dégradation dans la réduction des teneurs de produits
valorisables. La mise en comparaison du compostage normé et agricole permet d’envisager
limpact des différentes pratiques actuellement mises en place sur la contamination
pharmaceutiques introduite en plein champ.
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[1.2. Matériel et méthodes

I1.2.1. Réactifs et matériels

Les 72 standards analytiques, et 22 standards marqués isotopiquement sont utilisés de qualité
standard analytique (>98 %), de marques certifiees (Merck, Sigma Aldrich, Supelco), la liste
compléte des composés, les CAS, grades analytiques et propriétés physicochimiques sont
détaillés en Tab.I-4. En ce qui concerne les solvants organiques, le méthanol et 'acétonitrile,
aussi de qualité LC-MS (VWR) ont été utilisés en association avec I'eau ultrapure (EUP, Milli-
Q Purelab Classic, 18.2 MQ.cm™), avec ou sans acide formique. Les cartouches Oasis HLB
(6cc, 500mg) et Oasis HLB Prime (2cc, 150mg) ont été commandées chez Waters.

I11.2.2. Echantillonnage, préparation et analyse des échantillons

111.2.2.1. Echantillonnage

L’étude est réalisée sur une période d’'un an, nécessaire pour mieux comprendre I'occurrence
des contaminants dans la filiere. Ainsi, chaque prélévement a été réalisé sur un total de 5
campagnes (janv., juil., sept., nov., et déc. 2020) caractérisant la variabilité saisonniere.
Le suivi de la filiere de traitement d’'une station d'épuration des eaux usées municipales
(230 000 équivalent habitant, Sud de la France) a permis de se concentrer sur les produits
valorisables en agriculture issus de la présente filiere (Fig.lll-1), & savoir des échantillons
d’eaux (*), a différents stades du traitement, et des boues (*), sur la filiere de production et de
stabilisation des boues. Les prélévements ont été effectués selon les normes et bonnes
pratiques recommandées pour I'échantillonnage (NF EN ISO 5667-13, NF EN 12579).

Primary clarifier Secondary clarifier
settling tank settling tank

Screen Biological treatment

Aeration tank .
»

- @ -5 Agricultural

compost

Raw influent N @ Effluent

>

Recirculation of

Y Primary'sludge activated siudge | Green waste
Solid waste additionning
— R— -/ -
» Liquid stream i
» Sludge stream i Sludge ol Sludge
@ iquid sample | storagetank | thickening | | storagetank
@ solid sample i

Figure llI-1. Visualisation des points d’échantillonnage dans la filiere de traitement des eaux usées,
par complémentarité a la filiere de production et stabilisation des boues par compostage.

Les flux liquides et solides sont représentés par des couleurs bleues () et grises (—>) respectivement. Les points
de préléevement des échantillons liquides et solides sont indiqués par des couleurs bleues () et grises ()
respectivement. Les caractéristiques physico-chimiques mesurées sont précisées en Tab.lll-1, sur chaque :
1. Prélevement liquide de boues activées en recirculation de bassin d’aération

2. Préléevement liquide d’eaux usées traitées en sortie de clarification par filtre a sable

3. Préléevement semi-solide de boues activées en recirculation de bassin d’aération

4. Prélevement solide de boues déshydratées en sortie de déshydratation mécanique par centrifugation

5. Préléevement solide de boues compostées normés a des déchets verts (NFU 44-095, label QualiCert)

6. Préléevement solide de compost agricole produits a base de boues issues de station d’épuration

La filiere de traitement des eaux usées (Fig.llI-1, raw influent) présente une premiere étape
de dégrillage (Fig.lll-1, screen) débarrassant les eaux usées des objets indésirables, avant
d’atteindre du premier bassin activé (Fig.llI-1, primary clarifier). L’excés d’eau accéde a un
second bassin activé (Fig.lll-1, secondary clarifier), ou une part des eaux excédantes et
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matiéres en suspension sont mises en recirculation. Les échantillons de boues mixtes (boues
activées) ont été prélevées au niveau de la mise en recirculation des eaux chargées en matiére
en suspension au second bassin d’aération (Fig.lll-1, biological treatment), permettant un
prélevement liquide de boues activées (Fig.lll-1, n°1) et un prélevement semi-solide de boues
activées (matieres en suspension) (Fig.llI-1, n°3). Le dispositif de filtration sur sable (Fig.llI-1,
sand filters) permet une derniére étape de clarification a 'eau en sortie des bassins d’aération
avant rejet au milieu environnemental (Fig.lll-1, effluent). Le troisieme type d’échantillon a été
effectué en sortie de cette étape de clarification permettant le préléevement liquide d’eaux
usées traitées (Fig.lll-1, n°2). Par ailleurs, les matieres en suspension récoltées au fond des
clarificateurs des bassins activées sont acheminées a I'étape de déshydratation mécanique
par centrifugation, ou des échantillons de boues déshydratées ont été récupérés par
prélévement solide en sortie de vanne de centrifugeuse (Fig.lll-1, n°4). Les échantillons de
composts normés (NFU 44-095, ecolabel QualiCert) ont été prélevés sur la plateforme de
compostage (Fig.llI-1, n°5), aprés criblage et retournement régulier. Les prélevements solides
ont été effectués en différents points des tas arrivés a maturité (fin de stabilisation). Les
différents échantillons de produits agricoles valorisables ont été prélevés en plein champ
(Fig.lll-1, n°6), sous accord de I'exploitant agricole, couvrant des prélévements solides de
composts agricoles a base de boues de station d’épuration, et des prélévements variés des
apports structurants utilisés pour le compostage (déchets verts, déchets ménagers).

La caractérisation des prélevements est précisée dans les tableaux suivants. Les
caractéristiques physico-chimiques (Tab.lll-1) sont données pour les échantillons composites
de l'ensemble des prélevements effectués sur la filiere (Fig.lll-1). La distribution de
granulométrie et composition est exprimée (Tab.lll-2) pour les échantillons composites des
prélevements de boues déshydratées (Tab.lll-2a) et de boues compostées (Tab.llI-2b).

Tableau IlI-1. Caractéristiques physico-chimiques des boues et composts prélevés sur la station
d’épuration de Nimes utilisées pour le développement et la validation de méthode.

Caractérisation agronomique exprimée en g.kg™ par rapport & la masse séche (ms), les valeurs données entre
parenthéses représentent la caractérisation agronomique exprimée en en g.kg™ par rapport a la masse brute
(mb). Sic. — Indice de siccité : pourcentage massique de matiére séche donnant un indicateur de I'état physique
de consistance des boues (%, évaluée par la quantité de solide restant aprés chauffage a 110°C) (Fig.llI-1).

Matrice pH Sic. OM | Corg Ntotal | N-NHs | N-NOs | P20s | K20 CaO MgO
[range] | (%)
Boues 6.6+04 | - - - B B _ N N N N
activées [6.5-7.0]
(phase liquide)
Eaux usées 7.0+05 | - - - - - - - - R R
traitées [7.5-7.7]
Boues mixtes | 7.2+0.2 | - - - - - - - N R R
activées [7.1-7.4]
(phase solide)
Boues 6.9+03 | 23%3 701 360 73.0 5.6 <0.01 85.9 5.0 56.8 10.8
déshydratées [6.5-7.4] (144) | (74) (15.0) (1.2) (<0.01) 17.7) (1.0) (11.7) (2.2)
Composts 6.8+04 | 7215 552 276 209 2.0 <0.01 11.4 13.0 104.4 15.6
normeés [6.2-7.7] (403) | (201) (15.3) (1.4) (<0.01) (8.5) (9.7) (77.6) (11.8)
85-67 | 512 | 252- |203- | 1.3— <0.01- | 11.2- | 122- | 99— 12.6 —

Composts - 327 214 2.7 0.02 12.5 14.1 124 18.5

) _ _ _ <0.01— _ _ _ 1
agricoles bt oo |2® |1 e |oom  |sa  |1e |sn | e

-437)
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Tableau IlI-2. Structure des échantillons composites.

Chapitre llI

Méthodes sous-traitées par un laboratoire accrédité COFRAC N°1-0751 (SADEF, France).

Tableau Ill-2a. Distribution granulométrique des boues d’épuration (Fig.lll-1, n°3).
L’évaluation de la finesse granulométrique a été effectué par la méthode NFX 31-107 sans décarbonatation dont
les résultats sont exprimés par rapport a la matiére séchée a 40°C.

Catégorisation granulométrique Mesures Proportions relatives
(g.kg ms) (% ms)

Argile (<2 um) (ms), 337 34 %

Limons fins (2 um - 20 pm) 394 39 %

Limons grossiers (20 - 50 um) 213 21%

Sables fins (50 - 200 um) 35 4%

Sables grossiers (200 pm - 2 mm) 21 2%

Tableau IlI-2b. Composition des inertes des boues compostées (Fig.lll-1, n°5).
L’évaluation des éléments légers (densité < 1), mi-lourds (1 < densité < 1.35), lourds (densité > 1.35) a été effectué
par la méthode CEMAGREF (XPU 44-164). Les analyses mentionnent I’absence d’éléments piquants ou coupants.

Catégorisation des inertes | Proportion d’éléments (% ms)
Légers et mi-lourds

Films et PSE : légers >5 mm 0.1-0.2
Autres plastiques : mi-lourds >5 mm 0.5-0.8
Total synthétique de 2 a5 mm 0.8-2.6
Total synthétique >2 mm 1.6-34
Lourds

Métaux de 2 a5 mm, et >5 mm 0.0

Verre >5 mm 0.0-0.1
Verrede 2a 5 mm 0.2-1.0
Verres et Métaux > 2 mm 0.2-11
Cailloux — Calcaire > 5 mm 0.0-0.2
Cailloux — Calcairede 2a 5 mm 15-21
Lourds >2 mm 15.5-20.6
Inertes totaux 19.2-27.3
Expression des résultats selon NFU 44-051 ou NFU 44-095 ou ecolabel
Films et PSE (>5 mm) 0.1-0.2%
Plastiques durs (> 5 mm) 0.5-0.8%
Verres et métaux (> 2 mm) 0.2-0.3%
Verres + Objets métalliques + Plastiques (> 2 mm) 1.8-21%
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11.2.2.2. Méthode d’extraction et d’analyse des échantillons

Pour déterminer la distribution des contaminants entre les phases liquides et solides des boues
mixtes activées, chaque phase a di étre préalablement isolée, d’une part, par décantation,
puis d’autre part, par centrifugation (10 min, 10 000 rpm, 20°C). Le surnageant, considéré
comme I'échantillon liquide, a été directement extrait aprés séparation de la phase solide. Les
échantillons solides ont été lyophilisés en accord avec les lignes directrices de prétraitement
des échantillons solides de boues (NF EN ISO 5667-15, NF EN ISO 16179). L’humidité des
échantillons a été controlée (< 0.1 % m/m). Chaque échantillon a été préparé extrait par
technique d’extraction sur phase solide® en duplicata, dans les 48H apres prélévement. Des
blancs analytiques ont été analysés afin de contrdler toute contamination.

111.2.2.2.1. Echantillons liquides

500 mL d’échantillon liquide, préalablement filtré (filtre Durapore PVDF, 0.45 um) et dopé en
surrogates, a subi une extraction sur phase solide en mode « Catch and Elute »® (Oasis HLB ;
conditionnement - 5 mL d'eau ultrapure, chargement sous vide a faible débit = 5 mL.min?,
ringage — 5 mL d’eau ultrapure, élution — 3 x 3.5 mL de méthanol). Les éluats ont été
concentrés par évaporation a sec, sous faible courant d’azote (40°C), puis repris dans 200 pL
de solution de standards internes avant analyse. Les performances sont précisées (Tab.l1I-3).

111.2.2.2.2. Echantillons solides

Le protocole d’extraction détaillé est développé en Chapitre Il, dont les performances sont
rappelées en Tab.llI-3. En résumé, 500mg d’échantillon lyophilisé, boues ou compost, est
dopés, humidifiés par 2 mL de solvant organique, puis vigoureusement agité (5 min, 2500 rpm)
dans un tube en polypropylene de 50 mL. Des billes de verre (Glasperlen D=1.0-1.3mm, VWR)
ont été introduites pour améliorer la dispersion des échantillons dopés lors de I'extraction, qui
est réalisée par deux cycles successifs d’extraction assistée par ultrasons (20 min, 30°C) avec
solvant mixte (ACN/MeOH/EUP 7/1/2). Les échantillons sont par la suite centrifugés (10 000
rpm, 5 min, 20°C), et les analytes d’intérét extraits sur phase solide en mode « pass-through »’
Oasis PRIME HLB : conditionnement - 250 pL de solvant mixte, chargements, élution — 250
pL d’acétonitrile). Les éluats ont été concentrés par évaporation a sec, sous faible courant
d’azote (40°C), puis repris dans 100 pL de solution de standards internes pour analyse.

5 ’extraction sur phase solide est sans doute I'étape la plus importante du processus analytique, et certainement
la technique qui a le plus évolué ces derniéres années. Répandue dans la plupart des laboratoires, cette
technique permet une concentration efficace des échantillons par le biais d’un protocole en plusieurs étapes :

i. Conditionnement - pour favoriser les échanges avec I'adsorbant, éliminer des contaminants,

ii. Chargement de I’échantillon (il existe différentes possibilités 2°¥3, 3 partir de cette étape),

iii. Lavage de la cartouche - pour éliminer les impuretés et/ou les produits secondaires,

iv. Séchage - pour éliminer les traces de solvant de lavage,

v. Elution - pour récupérer les composés d’intérét
5 Le mode d’extraction « catch and elute » est largement utilisé dans I'extraction des analytes de type pesticides
et composés pharmaceutiques. Cette disposition permet de concentrer la contamination et de transférer les
analytes d’échantillons agueux conséquents (> 250 mL, composé de moins de 5 % de solvant organique), a une
phase organique réduite (< 10 mL).
7 Le mode d’extraction « pass-through » permet de s’affranchir d’étapes chronophages, soit le conditionnement,
le lavage et le séchage de la cartouche. Sous la condition d’un échantillon composé a 80% de solvant organique,
les contaminants d’intérét « passent au travers » de la cartouche avec I’échantillon/solvant, et sont directement
collectés dans des tubes. Les impuretés sont retenues sur la cartouche. La technologie des cartouches Oasis
PRIME HLB permet d’éliminer les interférents matriciels, co-extraits avec les analytes, tels que les
(phospho)lipides, et pigments.
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Tableau 11I-3. Paramétres de validation de méthode des analytes dans des matrices lyophilisées composites de
boues et composts a travers la robustesse (%REC), la précision (%RSD) et la sensibilité (MDL, MQL) de la méthode.
Un mélange homogéne composite des différents types d’échantillon a été utilisé. L’évaluation de la performance de la méthode
sur I'extraction des contaminants a été effectuée par analyse chromatographique liquide en phase inverse, couplée a la
spectrométrie de masse (Kinetex Polar Cis, Shimadzu LC-MS?), dont les conditions analytiques sont précisées en Chapitre I.B, et
les paramétres de détection récapitulés en Tab.I-4. NA est indiqué lorsque la méthode n'a pas été validée.

La robustesse de la méthode (%REC) est considérée comme la moyenne des rendements d’extraction (%R) obtenus sur quatre
niveaux de dopage, chacun préparé en triplicata :

- matrice liquide (wastewater matrices) : C1-5ng.L't, C2-50 ng.L* , C3-250ng.L'*, C4 500 ng.L*

- matrice liquide (sludge matrices, compost matrices) : C1 - 5 pg.kg™, C2 - 50 pg.kg?, C3 - 100 pg.kg?, C4 - 250 pg.kg*

La précision de la méthode est évaluée sur sa répétabilité intra-journaliére (%RSDintra, N=12) et sa reproductibilité inter-journaliére
(%RSDinter, N=9), calculés comme les écarts relatifs moyens de déviation obtenus sur I’ensemble des niveaux de dopage (C1-C4), et
sur un niveau de dopage (C2), respectivement.

La sensibilité de la méthode est exprimée a travers les limites de détection (MDL) et limites de quantification (MQL) en ng.L? et
ug.kg™ pour les matrices liquides et solides, respectivement.

Matrices d’eaux usées Matrices de boues Matrices compostées
Limites Rec intra- inter- Limites Rec intra- inter- Limites Rec intra- inter-

Contaminant MDL MQL %REC %RSD %RSD MDL MQL %REC %RSD %RSD MDL MQL %REC %RSD %RSD
Analgesics
TRAMA 34 3.6 47.8 114 9.9 21 5.4 93.4 6.2 8.0 1.8 4.5 110.8 7.4 7.4
Antibiotics

Macrolides
AZI 3.7 9.1 20.7 17.0 15.9 2.8 7.6 61.0 21.0 NA 1.7 34 116.2 6.9 6.9
CLARI 36 10.5 18.9 2.4 1.8 0.3 0.5 105.0 10.1 8.9 0.2 0.4 125.7 39 39
ERY 35 6.3 239 11.9 10.9 25 3.2 75.8 12.4 15.7 3.0 4.6 50.4 16.5 16.5
ROXI 2.8 3.4 51.2 9.6 8.1 1.9 43 104.8 10.6 10.2 1.6 36 120.8 5.6 5.6
SPIRA 37 73 21.2 10.2 9.7 1.8 2.0 1121 101 10.1 1.8 5.0 112.2 9.5 9.5
TYLO 31 73 424 4.2 33 1.7 2.0 114.8 11.4 18.1 7.6 12,5 119.1 8.7 8.7

Quinolones
CIPRO 33 7.4 39.8 11.6 10.9 24 4.8 80.4 11.4 11.0 1.8 35 112.0 83 83
ENO 32 9.2 38.9 5.2 21 24 4.2 323 13.5 18.8 35 4.5 26.4 21.7 10.9
ENRO 35 6.3 244 2.8 21 23 23 87.2 13.7 13.9 1.6 17 117.8 6.0 6.0
FLUME 25 33 72.6 3.6 2.8 22 5.4 88.4 14.3 13.7 2.7 6.4 67.4 11.6 11.6
NALI 2.8 4.5 55.9 6.6 39 32 8.2 41.2 16.8 16.4 2.2 5.6 92.1 5.1 5.1
NOR 36 73 26.9 11.3 10.6 3.0 6.0 50.5 12.4 19.6 8.9 15.7 56.6 17.3 17.3
OFLO 37 9.5 18.8 9.4 8.6 32 4.5 38.8 19.6 15.6 3.4 4.8 285 204 10.2

Sulfonamides
SFDZ 37 9.5 12.0 45 33 33 6.6 35.6 4.6 6.3 25 5.1 734 59 5.9
SFMZ 3.0 4.8 53.5 34 31 23 5.8 85.7 9.6 4.7 21 52 97.4 6.1 6.1
SFMX 34 6.2 29.1 13.9 20.0 24 4.6 82.0 9.5 9.2 21 4.1 94.6 8.7 8.7
SFP 35 4.4 246 18.6 13.8 26 7.2 68.3 8.4 8.6 21 58 93.7 7.8 7.8
Anticonvulsants
CBz 34 5.6 44.6 14.7 13.5 0.5 11 98.2 13.2 14.8 0.7 13 104.4 8.2 8.2
ECBZ 36 5.8 22,6 20.9 17.3 0.4 0.7 733 115 11.7 0.1 0.2 63.9 8.2 82
LAMO 34 10.2 371 8.7 7.9 1.0 2.0 91.8 11.9 17.0 21 58 97.3 9.0 9.0
Antidepressants
AMI 32 6.1 37.0 4.0 22 20 3.8 100.0 128 133 1.8 34 109.4 9.7 9.7
ESCI 37 5.5 13.1 71 54 2.7 5.8 67.3 129 10.5 0.2 0.3 429 11.2 11.2
FLUO 37 4.2 111 5.9 4.2 23 53 85.0 9.9 15.6 23 52 86.4 121 121
VEN 3.4 4.8 393 9.0 8.1 23 4.2 85.5 9.3 18.0 2.2 39 85.8 8.1 8.1
Antihistamines
CETI 3.8 7.6 133 17.2 149 2.7 6.3 66.5 13.8 18.3 2.7 6.4 65.4 29.9 15.0
DIPH 31 6.2 43.3 5.2 4.0 0.2 0.3 103.1 7.1 11.5 0.2 0.4 91.3 10.9 10.9
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Matrice

es d’eaux usées

Matrices de boues

Matrices compostées

Limites Rec intra- inter- Limites Rec intra- inter- Limites Rec intra- inter-
Contaminant MDL MQL %REC %RSD %RSD MDL MQL %REC %RSD %RSD MDL MQL %REC %RSD %RSD
Antifungals
ECO 37 7.5 17.7 5.8 54 0.1 0.2 285 17.9 11.4 0.1 0.2 315 23.0 115
FLUCO 32 38 48.7 5.0 4.7 2.2 4.1 88.2 9.8 11.8 25 34 72.8 11.1 11.1
METRO 28 31 58.2 20.9 19.8 1.9 37 105.8 5.0 16.0 1.0 29 98.8 7.1 7.1
MICO 35 8.7 245 6.7 53 29 5.9 53.0 16.8 19.6 2.7 55 63.3 23.8 119
Lipid regulators
ATOR 2.7 4.8 711 6.1 5.4 12 39 40.9 10.7 6.0 2.7 1.6 65.9 134 13.4
FENO 3.7 4.7 16.9 13.1 9.5 19 2.7 105.3 6.6 10.1 2.0 2.8 102.3 5.6 5.6
GEM 3.0 9.0 57.2 4.8 33 2.7 53 67.3 14.7 14.7 2.0 4.0 100.7 8.7 8.7
NSAIDs
DCF 35 4.2 19.1 4.4 3.2 2.1 5.4 93.8 10.9 15.8 19 4.8 106.4 4.4 4.4
MEFEN 31 4.0 62.7 6.5 53 2.2 33 91.7 9.7 10.7 21 3.2 95.3 12.2 12.2
Antihypertensives
HYDRO 4.0 9.8 23.2 23.0 21.0 29 4.0 55.1 33.9 12.2 2.0 4.0 100.8 28.2 14.1
IRB 29 33 67.1 6.1 5.6 7.5 13.6 76.2 28.5 13.2 3.2 6.1 40.9 203 10.1
TEL 2.8 4.8 60.6 9.8 73 9.3 23.6 83.5 15.3 13.2 22 2.8 91.2 249 17.4
VAL 3.0 3.2 92.4 12.2 9.4 1.7 2.0 1153 9.4 11.6 2.0 29 98.6 14.2 14.2
VERA 32 5.4 42.9 7.9 2.8 1.7 2.0 117.0 7.4 18.2 1.8 3.6 109.6 10.2 10.2
- Beta-blockers
ACEB 35 5.4 23.6 6.3 5.6 22 3.4 91.1 8.1 133 16 3.2 1211 4.6 4.6
ATEN 3.7 6.3 19.0 7.3 6.8 1.9 2.0 104.4 53 5.5 0.1 0.2 110.7 6.7 6.7
METO 36 5.0 19.2 8.6 6.2 0.8 15 1125 5.8 133 1.0 1.9 90.0 6.6 6.6
PROP 3.6 47 | 196 141 103 5.7 15.8 73.8 165 126 |04 09 | 948 123 12.3
SOTA 36 5.4 30.2 13.2 11.7 1.9 37 103.5 6.0 5.6 21 4.1 95.3 5.8 5.8
Hypnotics
DzP 35 36 323 8.3 7.4 2.2 4.8 89.3 13.7 16.4 1.9 4.2 1043 10.2 10.2
OoXzpP 33 4.2 45.9 9.4 8.7 2.2 35 91.7 9.5 18.2 1.8 34 1104 123 12.3
Pharmaceuticals
XYLA 3.8 39 13.8 3.6 29 11 21 93.2 6.1 17.1 1.0 1.9 102.0 5.0 5.0
LIDO 2.8 41 56.2 6.1 49 2.0 5.5 99.8 33 12.7 1.7 4.8 113.2 6.6 6.6
WAR 3.6 6.4 21.4 4.0 1.0 2.0 5.3 98.8 7.8 11.6 26 6.7 72.5 55 5.5
DOM 3.7 6.6 10.2 8.3 6.8 29 3.4 53.9 21.7 17.7 34 39 29.5 245 17.2
CYCLO 33 6.8 345 31 1.7 14 3.0 81.1 9.6 11.4 2.8 4.4 58.7 9.8 9.8
THEO 35 71 331 9.9 9.2 03 0.6 74.7 15.3 15.3 0.3 0.6 63.9 145 14.5
FURO 39 9.6 9.2 15.7 12.9 23 4.8 87.4 14.7 15.7 2.8 5.7 58.1 135 13.5
CAFE 3.7 7.4 17.6 10.1 71 7.7 115 47.4 31.6 15.9 20 4.0 100.7 179 17.9
SIL NA NA NA NA NA 25 4.9 773 9.2 129 2.7 55 63.6 123 12.3
Pesticides
ATZ 34 4.7 321 25 11 1.9 4.7 104.0 9.2 58 1.9 4.6 106.0 9.3 9.3
DEA 35 6.7 236 3.0 1.5 24 4.8 78.8 9.1 18.9 2.7 55 63.2 10.3 10.3
DIA 3.6 5.4 19.8 3.8 20 2.7 5.5 62.8 12.8 9.1 21 43 93.6 6.7 6.7
DIU 3.7 6.2 10.2 111 9.9 2.1 2.8 96.0 8.4 12.7 26 35 69.5 13.6 13.6
FLONI 35 43 229 4.4 2.7 25 4.4 74.8 113 18.0 21 37 47.1 14.1 14.1
HEXA 35 4.4 27.9 39 11 18 2.0 107.9 5.8 17.6 1.8 39 1113 7.3 73
IRG 34 49 29.4 3.4 22 0.2 0.4 70.4 8.3 18.6 0.2 0.5 449 16.9 16.9
ISO 33 6.7 344 26 0.9 2.0 25 100.2 6.7 13.9 20 24 101.6 7.9 7.9
LINU 34 5.9 25.9 33 25 25 49 76.3 9.5 11.2 21 4.2 95.7 7.5 7.5
MALA 36 5.5 20.8 6.8 33 2.8 49 59.3 12.6 10.8 20 35 100.3 6.6 6.6
MTLC 2.4 4.2 38.7 13.6 12.6 1.7 2.0 116.6 8.4 15.4 0.7 1.4 103.2 14.0 14.0
SIMA 34 4.2 29.2 3.0 1.1 1.8 2.0 110.0 5.7 10.9 0.8 1.6 98.4 6.1 6.1
TERB 34 43 24.0 6.6 54 0.6 1.2 83.9 183 18.0 10.8 316 45.1 17.6 17.6
TER 3.2 4.1 35.6 3.6 2.6 2.2 4.4 90.3 8.5 10.1 29 5.9 53.3 12.3 12.3
DTER 33 4.0 32.8 2.8 13 0.3 0.6 99.3 9.2 10.2 0.3 0.6 98.5 4.6 4.6
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[11.3. Résultats et interprétations

[11.3.A — Caractérisation de la filiére de production des boues

L’analyse de la contamination des matrices prélevées donne un apergu des niveaux de
concentration et de la répartition des contaminants entre les différentes phases. Les résultats
sont résumés en fonction du type de matrice et des procédés de traitement disponibles (filiere
de traitement des eaux usées, filiere de production des boues), impliquant les processus de
sorption et de dégradation.

Cette partie présente la filiere de traitement des eaux usées, avec I'implication de la biomasse
dans I'élimination des contaminants de la phase liquide. Le Tab.llI-5 résume les valeurs des
concentrations de chaque contaminant dans les échantillons liquides (phase liquide des boues
mixtes activées et effluent), et échantillons solides (phase solide des boues mixtes activées et
boues déshydratées). Le tableau compile les fréquences de détection, les valeurs moyennes
et les plages des contaminants évalués.

Ill.3.A.1. Etat de la contamination des matrices épuratoires
Les méthodes d’extraction et analyse décrites ont été utilisées pour déterminer les
concentrations des composés d’intérét dans les différentes matrices prélevées.

Sur 'ensemble des composés analysés, trois tendances peuvent étre dégagées :

1 — Des composés qui n'ont pas été détectés sur la filiere tels que la tylosin et la xylazine.

2 — Des composeés qui ont été identifiés au moins une fois au-dessus des limites de détection,
3 — Des composés qui ont été quantifiés dans chacune des phases considérées.

Ces tendances permettent de distinguer les composés dont I'étude l'affinité a la phase
particulaire des boues a pu étre chiffrée. Ainsi, 35 contaminants ont été continuellement
quantifiés a des niveaux variant des limites de quantification a plusieurs pg.L* et mg.kg?,
respectivement dans les phases liquides et solides, parmi les 66 contaminants détectés au
moins une fois dans une des phases considérées.

Les contaminants observés au-dessus des limites de quantification sont présentés dans les
figures suivantes, que ce soit dans la phase liquide (Fig.llI-2 - phase liquide des boues activés,
effluents) ou la phase solide (Fig.llI-3 - phase solide des boues activées, boues déshydratées).
Ces figures représentent les teneurs cumulées des contaminants quantifiés par catégorie.

111.3.A.1.1. Phase liquide

10 composés n'ont pas été détectés, dans les échantillons liquides, ou ont été identifiés sous
les limites de quantification : le cas d’antibiotiques (CIPRO, ENO, ENRO), d’antifongiques
(MICO, ECO), d'anticoagulant (WAR), et de pesticides (FLONI, HEXA, LINU, TER). Ces
composeés n'ont donc pas été inclus dans I'évaluation de la contamination des échantillons
liquides, soit les eaux remises en circulation entre les bassins d’aération (EBL) et les eaux
usées traitées en sortie de clarificateur (EUT) (Fig.lll-2, Tab.Ill-5).

Parmi les contaminants étudiés, 57 contaminants ont été retrouvés dans les échantillons
liquides issus des bassins d’aération et 61 contaminants dans les échantillons en sortie de
clarification, dont 53 contaminants communs aux échantillons liquides.
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La distribution des catégories de contaminants dans la phase liquide des boues activées ainsi
gue dans les eaux usées traitées est représentée en Fig.llI-2.A. Les concentrations cumulées
atteignent des ordres de grandeurs similaires, soit de 32 + 5 pg.L*a 68 + 8 pug.L* pour la
phase liquide des boues activées, et de 25 + 2 pg.L*a 70 + 4 ug.L? pour les eaux usées
traitées en sortie de clarificateur. Des différences notoires sont observées entre les
échantillons 1 et 2 face aux échantillons 3, 4, et 5, quel que soit les échantillons liquides
considérés (EBL, EUT). Ces fortes variations de concentration sont observées en fonction des
contaminants, de 6 ng.L?, correspondant aux limites de quantification, a 18 pg.L?. Ainsi, les
concentrations classées par catégorie montrent des variabilités temporelles, reflétant le
continuel renouvellement des eaux usées ainsi que la fluctuation en fonction des saisons a
I'efficacité des procédés de traitement mis en ceuvre. Ces variabilités saisonniéres ont été
relevées dans d’autres études (Gurke et al., 2015; Papageorgiou et al., 2016; Subedi et al.,
2017; Subedi and Kannan, 2015).
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Figure 1lI-2. Concentrations cumulées quantifiées des composés d’intérét dans les échantillons
liquides : les eaux renouvelées en bassin d’aération (EBL) et les eaux en sortie de clarificateur (EUT).
Fig.llI-2.A. Histogramme caractérisant la variabilité de la contamination générale, par catégorie de contaminants
et par type d’échantillon (EBL — Eaux des boues liquides, EUT — Eaux usées traitées).

Fig.Il-2.B. Représentation de la répartition relative moyenne des concentrations de chaque catégorie dans les
échantillons représentatifs de la filiere eau présentés par catégorie en Fig.Ill-2.A.

Fig.llI-2.C. Visualisation graphique des concentrations de chaque contaminant mesurées dans les échantillons
liquides de boues activées (®) et d’eaux usées traitées en sortie de clarificateur (O).

Les couleurs représentant chaque catégorie de contaminants sont conservées pour une meilleure lisibilité.
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Les différences observées, a I'échelle du contaminant en lui-méme, et des catégories de
contaminants, se corrigent lorsqu’est représentée la répartition relative de la contamination
dans chacun des échantillons. La Fig.llI-2.B présente la répartition moyenne des catégories
de contaminants dans I'ensemble des échantillons liquides, soit de boues activées, soit d’eaux
usées traitées. Cette représentation, détaillée des proportions relatives et écart-type par
rapport a la moyenne, suggére une contamination relativement constante dans la filiere face
a I'échelle saisonniére. La limite de ce systeme épuratoire serait atteinte, ou I'étape de
clarification n’impacterait pas les concentrations en contaminants organiques.

Les répartitions relatives de la contamination (pesticides vs résidus pharmaceutiques) dans
chacune des matrices démontre une dominance des résidus pharmaceutiques, représentant
plus de 80% des concentrations en contaminants. En effet, la Fig.lll-2 met en évidence une
dominance en antihypertenseurs (~27% de la contamination, 10 composés, FD=40-100%, 11
ng.L?a 9.7 pug.L?), en 'analgésique TRAMA (10 - 15 %, FD = 80 %, 3.5 ug.L"*a 18.4 ug.L™),
en anti-inflammatoires (10 - 12 %, 2 composés, FD > 60 %, 36 ng.L' a 7 pg.L?), et
anticonvulsants (12 - 18 %, 3 composés, FD > 30 %, 64 ng.L*a 12 ug.L™?). Ces résultats
montrent la dominance de 9 composés aux teneurs supérieures a 1 ug.L™? (Fig.111-2.C, Tab.lIl-
5) (TRAMA, CBZ, LAMO, VEN, IRB, TEL, VAL, SOTA, DCF). Les antibiotiques représentent
moins de 5% des concentrations totales de la filiere, parmi 14 composés identifiés a des
concentrations variant de 10 ng.L a 1.9 pg.L. Ces chiffres sont contradictoires avec la
littérature qui désignent les antibiotiques comme la catégorie dominante des eaux usées. Cette
remarque pourrait étre appuyée par le contexte de la COVID-19, ou les consultations sont
limitées ayant pour conséquence une diminution des prescriptions et des ventes associées.

9 pesticides ont été quantifiés dans les échantillons liquides au mémes ordres de grandeurs
que les concentrations en résidus pharmaceutiques jusque plus de 9 pg.L* (Fig.111-2.C, Tab.llI-
5). La proportion en pesticides dans les échantillons liquides tend & augmenter avec la filiere
de traitement des eaux usées, probablement d( a leur caractere hydrophile. Le métolachlore,
interdit en France depuis 2003, se distingue des pesticides avec ses teneurs particulierement
importantes, moyennant 453 ug.L ™t et 110 pg.L™? dans les eaux des boues activées et les eaux
usées traitées, respectivement. Ces teneurs pourraient étre expliquées par I'analyse de son
énantiomere, le S-métolachlore (énantimére a usage autorisé), et de ses produits conjugués
(ESA metolachlore, OA metolachlore, etc).

I1.3.A.1.2. Phase solide

20 composés n'ont pas été détectés dans les échantillons solides (Tab.llI-5). Ces composés
peuvent étre présents en phase solide, mais leurs teneurs seraient plus faibles que les limites
de détection de la méthode. Le postulat de considérer ces composés absents de la phase
solide alors que leur présence est confirmée en phase liquide, permet de les considérer
comme sans affinité avec la phase particulaire des boues activées. 8 résidus pharmaceutiques
ont été identifiés a des teneurs inférieures aux limites de quantification (DIPH, FLUCO, FURO,
ENRO, HYDRO, ATEN, SFDZ, SFMX). Seuls les composés quantifiés ont été inclus dans
I'évaluation de la contamination des échantillons solides, de phase particulaire des eaux
renouvelés en bassin d’aération (BL), de la phase solide des boues déshydratées (BD) (Fig.llI-
3, Tab.llI-5).

La plupart des composés observés en phase liquide ont été détectés en phase solide. Parmi
les contaminants étudiés, 48 contaminants ont été retrouvés dans les échantillons solides

issus des bassins d’aération et 44 contaminants dans les échantillons de boues déshydratées.
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43 composés sont identifiés dans I'ensemble des phases solides des boues activées et
déshydratées. Ces composés présentent des teneurs variables allant des limites de détection
a 2.5 mg.kg*(ms).

Les teneurs cumulées de chaque prélevement montrent des teneurs totales de I'ordre de 4 a
9 mg.kg* (ms). Les teneurs totales sont similaires entre les échantillons de la phase solide des
boues activées et des boues déshydratées, soit de 4.8 + 0.9 ug.kg? (ms) a 8.8 + 1.5 ug.kg?
(ms) pour la phase solide des boues activées, et de 4.1 + 0.5 ug.kg™* (ms)a 7.8 + 1.6 pg.kg™
(ms) pour les boues déshydratées. Les teneurs observées sont du méme ordre de grandeur
que la littérature (Chapitrel).

Comme remarqué pour les échantillons liquides, la répartition des catégories de contaminants
dans les phases solides des boues (Fig.llI-3.A) reste relativement homogene d’un échantillon
a l'autre. Deux catégories thérapeutiques se distinguent clairement dans la contamination des
échantillons solides : les antibiotiques et les antihypertenseurs (Fig.l11-3.B).
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Figure IlI-3. Teneurs cumulées quantifiées des contaminants d’intérét dans les échantillons solides :
la phase solide des eaux de bassin d’aération (BL) et les boues déshydratées par centrifugation (BD).
Fig.Ill-3.A. Histogramme caractérisant la variabilité de la contamination générale, par catégorie de contaminants
et par type d’échantillon (BL — boues activées, BD — boues déshydratées).

Fig.Il-3.B. Représentation de la répartition relative moyenne des concentrations de chaque catégorie dans les
échantillons représentatifs de la filiere boue présentés par catégorie en Fig.ll1-2.A.

Fig.Il1-3.C. Visualisation graphique des concentrations de chaque contaminant mesurées dans les échantillons
solides de boues activées (®) et de boues déshydratées en sortie de centrifugation(O).

Les couleurs représentant chaque catégorie de contaminants sont conservées pour une meilleure lisibilité.
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Les antibiotiques représentent la majorité de la contamination de la phase particulaire (38 -
46%) pour 14 composés a des teneurs de 8.8 ug.kgtjusque 2.5 mg.kg?* (ms), pour des
fréquences de détection variant fortement de 20 % a 100 %. CIPRO et ENO ne sont
identifiés qu’en phase solide avec des fréquences de détection respectives supérieures a
80% et 40 %. Les antibiotiques démontrent de forts contrastes d’affinité a la phase solide
selon les composés, suggérant des affinités préférentielles aux matieres en suspension et/ou
un degré de persistance aux procédés de la filiere de traitement (Fig.lll-1). Les
antihypertenseurs représentent 30 % de la contamination avec 8 composés dont la
fréquence de détection varie de 20 % a 100 %, et des teneurs comprises entre 6.5 pg.kgta
2.5 mg.kg™ (ms). Les antifongiques pourraient susciter un intérét croissant, par ces mémes
observations, notamment pour le MICO présentant une détection supérieure a 40 %, et ECO
qui a été identifié dans tous les échantillons solides. Les résultats montrent la prédominance
de 4 composés aux teneurs supérieures a 0.5 mg.kg* (Fig.llI-3.C, Tab.llI-5) (AZl, CIPRO,
OFLO, TEL), probablement expliquées par leur caractére amphotere (zwitterion) au pH des
boues. Il est a noter que la plupart des contaminants quantifiés a des teneurs de I'ordre de
quelques centaines de pug.kg™? (ms) présentent des valeurs en accord a celles relevées dans
la littérature (Sellier et al., 2022) (Fig.lll-4). Seulement 4 pesticides ont été quantifiés dans
les boues activées, a des teneurs inférieures a quelques pg.kg™? (ms) (Fig.llI-3.C, Tab.llI-5).
Les pesticides tracent une affinité réduite par leur proportion relativement faible en phase
solide.

* k k k%

Cette étude présente des niveaux de quantification des contaminants relativement proches
des moyennes précédemment relevées (Sellier et al., 2022) (Fig.llI-4).

Produits résiduaires organiques issus de la filiére de production des boues
- Données de I'étude k$| Boues non stabilisées
- Données de la litterature Boues brutes F Boues activées B3 Boues dépuration £3 Boues déshydratées
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Figure I11-4. Evaluation des teneurs en contaminants dans les produits résiduaires organiques non
stabilisés de cette étude en paralléle des données relevées de la littérature.

Les teneurs, de la littérature, dans les produits issues de la filiere de production des boues, (Chapitre 1) sont
représentées sous forme de boxplots colorés sans fond, et distinguant les différents types de boues (Fig.I-2). La
variabilité des teneurs mesurées de cette étude sont superposées aux données bibliographiques.
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[Tableau llI-4. Teneurs relatives aux boues mixtes activées, aux boues déshydratées et aux eaux usées traitées en sortie de station d’épuration.
Description des résultats obtenus dans les phases liquides (boues mixtes activées, eaux usées traitées) et dans les phases solides (boues mixtes activées, boues déshydratées).

FD —fréquence de détection mesurée sur les échantillons considérés (n=5). nd signifie que le contaminant n’a pas été détecté dans les échantillons considérés.] [commenté [AS1]: Remplacer les virgules et arrondir ]
Boues activées- phase liquides — ng/L Eaux usées traitées — ng/L Boues activées — phase solide - pg/kg Boues déshydratées - pug/kg

Contaminant FD Moyenne Gamme conc. FD Moyenne Gamme conc. FD Moyenne Gamme teneurs FD Moyenne Gamme teneurs
Analgesics
TRAMA 60% 8298 +4703 nd - 17704 100% 7265 +2844 3061 - 18439 100% 78,1 £9,6 5.4-105 100% 64.6 +59 47.1-84
Antibiotics
AZ| 80% 731 1383 nd - 1065 80% 766 +368 nd - 1867 100% 537 +108 249 - 845 60% 796.3 *131.6 nd - 996
CLARI 100% 76.6 +16.9 20.2-117 80% 71.7 +274 nd - 153 60% 328 196 nd - 71.9 40% 171 %73 nd-24.3
ERY 60% 196.1 +45.9 nd - 252 60% 239 +81 nd - 388 40% nd - <MQL 0% nd
ROXI 60% 349 +86 nd-52.1 80% 39.2 +14.1 nd - 80.6 20% nd -61.8 20% <maQL
SPIRA 100% 539 +77 277 - 695 80% 560 +195 nd - 1087 60% 213 +30 nd - 268 80% 829 +9.7 nd —100.
TYLO nd nd nd nd
CIPRO nd 20% nd -15.9 100% 601 +39 508 - 725 80% 764 +125 nd - 1004
ENO nd nd 80% nd - <MQL 40% nd-44.1
ENRO nd nd 20% nd - <MQL nd
FLUME 40% 147 +29 nd -17.6 60% 143 +54 nd -23.4 80% 293 *12 nd -81.2 60% 240 +134 nd -50.9
NALI nd 40% 115 +19 nd-13.3 nd nd
NOR 40% 116 +13 nd - 129 80% 934 £86 nd -111 100% 245 32 137-332 100% 2735 £38.2 195 - 406
OFLO 100% 727 £320 183 - 1725 100% 219 +32 134 - 298 100% 936 +148 579-1381 100% 1445 278 905 - 2487
SFDz 40% 33.8 +19.2 nd - 53 60% 17.7 +1.8 nd -19.4 80% 372 +9.1 nd - 48.6 40% <maQL
SFMZ nd 20% nd - 14.6 nd nd
SFMX 60% 237 82 nd - 397 80% 239 63 nd -410.6 80% 268 *4.9 nd-32,8 80% <MQL
SFP 60% 161 £52 nd - 261 80% 156 +40 nd - 251 60% 239 £39 nd -30.6 80% 204 £3.1 nd -26.4
Anticonvulsants
CBz 60% 1171 +£127 nd - 1386 100% 1123 +126 765-1503 100% 372 %4 24.9-46.4 100% 30 +4.38 17.8-44.1
ECBZ 20% nd - 106 40% 458 +183 nd - 64.1 nd nd
LAMO 100% 7616 1313 4150 - 12028 80% 6201 +2209 nd - 12624 80% 99.4 +15.6 nd - 135 40% 143 +27 nd -170
Antidepressants
AMI 100% 96.9 £15.0 44.1-130 100% 92,4 +15,6 51,8 - 147 100% 135 +26 93,4 - 235 100% 168 *16 131-214
ESCI 100% 190 #33.1 114 - 281 100% 140 *16 102 - 199 100% 95 13 68 - 137 100% 824 £323 34.6-133
FLUO 100% 28.0 +45 17.3-42.6 100% 236 *2.7 17.4-30.7 100% 60.7 +7.8 5.3-83.6 100% 61.0 +83 44.3-91
VEN 100% 1966 +358 963 - 2888 100% 1317,7 +225,9 808,8 - 2051,6 100% 82,0 +17,8 44,5 -146,4 100% 77,5 +12,6 51,2 -120,5
Antihistamines
CETI 100% 1682 +485 766-3108 | 100% 687,6 +105,8 303,5-895,8 | 100% 41,0 +3,0 32,2-49,8 100% 413 %51 28,9-53,3
DIPH 100% 341 +3.6 23.1-45.6 100% 34,9 £3,9 21,5-44 60% <MaQL 60% <MQL
Lipid regulators
ATOR 80% 197 +21 nd - 257 80% 232,1 £53,9 nd - 342,8 20% nd-13,8 20% nd-15,3
FENO 60% 233 +88 nd -335 80% 304,8 +54.2 nd -512,9 20% 12,1 +3,5 nd -19,5 80% 11,8 +1,3 nd-14,4
GEM 100% 635 +14.1 34.6-111 80% 124,3 +29.9 nd - 202,6 40% 2813 +98,6 nd - 379,9 20% nd -339,5
Antiinflammatories
DCF 100% 4715 +382 3675-5676 | 100% 5611,7 551 3985,2 - 6946,8 100% 2455 +47,4  143,1-416,1 100% 181,1 +12,8 158,5 - 228,6
MEFEN 60% 541 +11.9 nd-76.7 80% 61,6 +21.1 nd-121,2 100% 21,8 +10,7 3,32-43,2 100% 16,7 +3,2 3,32-22,9
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Contaminant
Antifungals
ECO
FLUCO
METRO
MICO
Antihypertensives
HYDRO
IRB

TEL

VAL
VERA
ACEB
ATEN
METO
PROP
SOTA
Hypnotics
DzP
OXzP
Pharmaceuticals
XYLA
LIDO
WAR

DOM
CcycLo
THEO
FURO
CAFE

SIL
Pesticides
ATZ

DEA

DIA

DIU

FLONI

ISO

LINU
MALA
MTLC
SIMA
TERB

TER

HEXA, IRG, DTERB

Boues activées- phase liquides — ng/L

FD Moyenne Gamme conc.
80% nd - <MQL
60% 798,0 +158,4 nd - 1049
80% 80,4 +17,7 nd-118

nd
80% 169 +37 nd -232
60% 8485 nd - 9418
100% 3887 +162 3594 -4515
60% 1223 +£231 nd - 1620
100% 16.0 +3.5 5.4-26.1
100% 456 +47 335-584
40% 420 +150 nd -570
100% 127 +15 83.5-170
100% 522 +83 356 -762
60% 273 +706 nd - 4145
100% 233 34 12.7-30.1
20% nd-774

nd
100% 967 +187 566 — 1420
60% <MmaQL
80% 334 +129 nd -717
40% 255 £3.7 nd-29.1
60% 957 +451 nd - 1471
60% 317 +154 nd - 613

nd

NA
80% 17.2 +36 nd -23.2

nd
80% 193 +34 nd -26.9
60% 19.3 +3.0 nd-22.3
100% 6.8 +0.9 <MDL-17.7
20% nd - <MDL
40% 99.3 £57.0 nd -314

nd
100% 4966 +1343 1974 - 8729
100% 219 £93 6.3 -48.7
60% 954 +34 nd - 101
60% 56 +28 nd -15.8

nd

FD

80%
80%
80%

80%
80%
80%
80%
100%
100%
40%
100%
80%
80%

100%
40%

80%
40%
80%
80%
40%
80%
100%
NA

80%
40%
100%
100%
60%
20%

20%
100%
100%
100%

20%

Eaux usées traitées— ng/L
Moyenne

nd - <MQL
714 +192 nd -1175
258 +94 nd -453
nd
78 =50 nd -279
7111 +1391 nd - 9683
3341 +622 nd - 4132
1853 +349 nd -2323
36.7 +11.1 15.2-76.6
456 +40.6 385-613
634 +192 nd - 826
109 +125 74-143
431 +104 nd - 623
2627 +950 nd - 5422
236 +4.4 11.7-32
367 =286 nd - 653
nd
628 +157 nd - 1040
<MmaL
317 =139 nd -733
276 £23 nd -33.7
721 £56.1 nd - 128
239 +92.0 nd - 482
31.0 +£9.0 22.2-76.6
9.0 *26 nd -14.2
nd-7.7
149 35 9.1-28.7
345 £15.2 15.9-94.7
<MQL
<MQL
nd
nd -122
6978 +539 5160 - 8154
7.3 £05 6.4-9.3
79.2 154 35.2-107
<MQL
nd

Gamme conc.

Boues activées — phase solide- ug/kg

FD Moyenne Gamme teneurs
60% 105 +11 nd -125
100% <MQL-6.3

nd
100% 835 *115 45.5-112
40% <MmaL

60% 181 £5.6 nd - 189
100% 1588 +276 1059 - 2487
100% 65.5 +27.2 26.2-173
80% 70.7 +22.7 nd -128
100% 45.7 +£10.0 22-78
40% <MQL
40% 81 +03 nd-8.3
100% 239 21 168 — 292
100% 286 *7.6 13.5-55.3

nd

60% 110 +27 nd - 142

nd
100% 104 +0.8 5.5-11.9

nd
100% 41 £3.1 29.2-47.1

nd
20% nd-23.3
80% <MmQL
100%  313.0 +108 61,4-636
80% 255 +2.9 nd-31.4

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
100% 453 +188 34.9-1130

nd
60% 16.7 +3.2 nd-23

nd

nd

FD

40%
60%
20%
100%

40%
80%
100%
100%

80%

20%

80%
100%

40%

80%

100%

60%
80%
100%

80%

80%

Boues déshydratées- pg/kg

Moyenne Gamme teneurs

151 +11 nd - 162
<MmaL
0-8.1
129 #2 86.3-208
nd
183 +63 nd - 2461
1840 246 nd - 2275
60.9 +18.8 35.7-135
433 73 <MQL-61.4
275 6.1 nd - 40.7
nd
nd-7.7
273 £ nd - 358
128 +26 3.7-18.7
nd
119 £27 nd - 146
nd
nd-7.2
nd
388 +6.4 22.5-57
nd
nd
nd-26
286 73 nd - 403
223 £2.0 4.9-26.0
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
109 +35 71.4-214
nd
27.2 147 nd -37.8
nd
nd
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1l.3.A.2. Evaluation des performances des traitement d’'épuration

L’analyse systématique des 42 contaminants dans chacune des phases des boues mixtes
activées permet d’obtenir une vision globale de leur distribution entre les eaux résiduaires
urbaines et les particules en suspension. L’évaluation de la répartition des contaminants dans
chaque matrice ne donne qu’un apergu de leur occurrence, c’est pourquoi il est nécessaire
d’inclure autant les notions de partition que de partage pour mieux comprendre leur affinité a
la phase particulaire.

La fraction massique et le coefficient de partage sont deux notions distinctes, définissant la
capacité d’adsorption des matiéres en suspension, dont la différence est exprimée par son
taux dans le volume d’échantillon considéré (MES). Ainsi, la compréhension du phénomene
d’adsorption et la détermination d’affinité du contaminant au matériau considéré dépend de
I'état d’équilibre entre les phases et le contaminant d’intérét. Le temps de rétention des boues
étant nettement plus long que le temps de rétention hydraulique, on peut supposer que les
boues mises en recirculation pendant le traitement des eaux usées sont en équilibre avec la
phase aqueuse pour les composés dissous.

Cet équilibre peut étre décrit de la fagon suivante : A + S «— SA, ou A représente I'adsorbant
(MES), S représente le soluté dans la phase liquide (concentration Ciquia) €t SA le soluté
adsorbé (concentration Ciiquid). De cette maniére, considérant le mélange adsorbant/adsorbat/
matrice, chacun des parametres propres a I'adsorbat, I'adsorbat, la matrice et leurs conditions
de tout un chacun, implique des valeurs de coefficient différentes.

- Le coefficient de partage exprime le rapport, a I'équilibre, entre la teneur du
contaminant dans la phase solide (Csoiiq) par rapport a la teneur qui n’a pas été sorbée,
soit la concentration dans la phase liquide rapportée aux taux de matieres en
suspension, défini en Eq.llI-1 :

Equation llI-1. Calculs de coefficient de partage Kd des contaminants organiques.
Kd — Coefficient de partage des boues mixtes activées (L.kg™)

_ Csolid Csolid — Teneur en phase particulaire (ug.kg* ms)

~ MES x Cliquid Ciiquia — Concentration du composé phase liquide (ug.L ™)
MES — Quantité totale de solide en suspension des boues mixtes activées
(kg particules.L échantillon)

Kd

- La fraction massique %Psiia exprime le rapport massique de la quantité d’un
contaminant sorbé sur la phase solide (msqii¢) par rapport a la quantité totale présente
dans I'échantillon considéré (Miotal = Msoiia + Miiquia), cOMme le présente 'Eq.111-2 :

Equation Il1-2. Calcul de la fraction massique %Psoiia des contaminants organiques

%Pyotiq = 100 x __ Msolid %Psoiid — Fraction massique dans les boues (%)
Msotig + Miiquid Csolia— Teneur en phase particulaire (pug.kg™ ms)
%Pyoria = 100 x MES X Csotia Ciiquia — Concentration en phase liquide (ug.L™?)

MES X Csotid + Ciiquid MES — Quantité de solide en suspension (kg ms.L)

Le coefficient de partage est déterminé expérimentalement par mesure des concentrations de
I'espéce concernée dans chacune des deux phases a I'équilibre. Il faut tenir compte du fait
que le coefficient de partage du contaminant concernée peut étre modifié par la présence
d’autres adsorbat dans I'une ou l'autre phase.
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La littérature releve de fortes variabilités sur les coefficients de partition et de partage,
dépendant de la nature de I'adsorbant, du contaminant considéré (adsorbat), et des conditions
opératoires mises en ceuvre (matrice). Il est important de noter des disparités entre les
résultats issus d’expérimentations laboratoires controlées et les résultats issus de
prélévements spontanés (Khan and Ongerth, 2002; Lajeunesse et al., 2012; Liu et al., 2019;
Stevens-garmon et al., 2011; Yan et al., 2014) (Tab.llI-5).

Les études effectuées directement sur la filiere integrent des conditions opératoires qui ne
peuvent pas étre véritablement reproduites en laboratoire (e.g., age des boues, biomasse
impliquée, taux de matiére organique dissoute, effets compétitifs, cocktail de contaminants).
Ainsi, les variabilités sur ces coefficients peuvent étre expliquées par (Sellier et al., 2022) :
- les niveaux de contaminations dans les eaux usées,

- les propriétés physico-chimiques des contaminants et du milieu.

Les contaminants généralement quantifiés en phase solide sont initialement identifiés en
phase liquide. L’affinité avec la phase particulaire serait expliquée par des processus de
sorption dont les interactions dépendant du pH du milieu considéré et des états d’ionisation
des groupes fonctionnels, autant des matiéres en suspension, que des composés. Ainsi des
composés signalant des groupes fonctionnels qui peuvent étre protonés ou déprotonés
peuvent étre impactés par le pH du milieu qui joue ainsi un réle crucial.

En remplacant Eq.lll-1 dans Eq.lll-2, on obtient, en absence de dégradation, une relation
sigmoide entre %Psoiq €t Kd dépendant de la teneur en MES dans la boue (Carballa et al.,
2008; Gonzalez-Gil et al., 2016; Narumiya et al., 2013; Ternes et al., 2004) :

Equation IlI-3. Relation entre les coefficients de partition %Ps.iiq, et le coefficient de partage Kd.
100

Kd x MES

PFsolid = T37Kd % MES

Psolig (%)

Kd — Coefficient de partage (L.kg™ ms)
MES — Quantité de solide en suspension (kg ms.L™) 20f

0 1

2 3 5
log Kd (L/kg)

Figure 111-5. Représentation graphique de la partition en phase solide d’'un composé (%Ps.iis) €n
fonction de sa valeur de coefficient de partage (log Kd), et de la quantité spécifique de solides en
suspension (10-50 g.L™) dans un procédé de traitement de boues activées.

Les courbes sigmoides distinguent les tendances typiques rencontrées aux réacteurs biologiques pour des
quantités spécifiques de boues variant de 10 g.L™ 4 50 g.L* (de droite a gauche), & un pas de 10 g.L™%. Le réacteur
est supposé étre en équilibre, complétement agité, et sans dégradation biologique (Gonzalez-Gil et al., 2016;
Narumiya et al., 2013; Ternes et al., 2004).

Ces courbes mettent ainsi en évidence une forte partition en phase solide des contaminants,
pour des couples de valeurs dont %Psiq st supérieur a 50 %, a des coefficients de partage
log Kd égaux ou supérieurs a 2. Au-dela de ces valeurs, les contaminants doivent étre
considérés comme possédant une forte affinité pour les MES. Ainsi, des valeurs de log Kd
supérieures a 1.5 suggerent déja plus de 20% de la quantité totale du contaminant en phase

solide.
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111.3.A.2.1. Variabilité accrue des coefficients de partition et de partage

Pour évaluer plus précisément les processus potentiels impactant les teneurs en contaminants
de la phase solide, un bilan de la répartition de la contamination a été établi. Le Tab.lll-6
résume les coefficients de partition %Psiq €t les coefficient de partage Kd calculés, face a
ceux retrouvés dans la littérature (Carballa et al., 2008; Gonzalez-Gil et al., 2016; Joss et al.,
2005; Narumiya et al., 2013; Verlicchi et al., 2012b). L’équilibre défini par la recirculation des
boues activés permet d’évaluer I'état de contamination des phases des boues mixtes activées.
Les mesures in-situ ponctuelles, comprenant différentes saisonnalités, permettent :

- d'une part, d’intégrer ces variables opératoires partiellement maitrisables (section 111.3.4.2),
- d’autre part, de visualiser 'impact de la dégradation.

Cette approche permet de mieux appréhender les contaminants récalcitrants a la filiere de
traitement des eaux usées et de production des boues d’épuration.

Tableau llI-5. Coefficients de partition et coefficient de partage des contaminants.

Les coefficients de partition (%Psoiid - Eq.11I-2) expriment le pourcentage de contaminant en phase solide. Les
coefficients de partage (Kd- Eq.llI-1) expriment le partage des contaminants entre la phase liquide et solide, a
I'équilibre (L.kg™) a des taux spécifiques de matiére en suspensionde 7.6 g.L1317.2 g.L'* (MES= 13 +5g.L'). Les
valeurs décrites sont représentatives des mesures pour lesquelles les contaminants ont été quantifiés suivant le
nombre de prélevement n (n=1-5). Aucune valeur de Kd n’est attribuée si I'une des concentrations en phase
solide ou liquide est nulle. La variabilité de Kd de la littérature est relevée.

Contaminants %Psolid Kd Kd literature Contaminants %Psolid Kd Kd literature
Analgesics Lipid regulators

TRAMA [0-100] n=5 ~9.1+104 n=3 13-190 ATOR <1 n=1 53.8%+21.2 n=1 87 - 200
Antibiotics FENO [0-100] n=4 28.6+5.9 n=3

AZI| [0-100] n=5 832+630 n=4 36-1178 GEM 3.2¢0.6 n=2 3326+2366 n=2 19.3- 100
CLARI <1 n=3  395+419 n=3  50.1-7943 Antihypertensives

ERY <1 n=2 16.8+9.8 n=2 29 - 1260 HYDRO [0-100] n=2 145+4 n=1 25.8 - 938
ROXI 100+28 n=1 na 13- 1995 IRB <1 n=3 215+13 n=3 933
SPIRA <1 n=3 365+ 103 n=3 TEL <1 n=5 403 +127 n=5

CIPRO 100 n=5 na 2512 - 389000 VAL [0-100] n=5 29.6+12 n=3 398 - 1514
ENO 100 n=4 na VERA 5.1#3.1 n=4 4932+3487 n=4

ENRO 100 n=1 na 32700 - 39000 ACEB <1 n=5 101.4+43.1 n=5

FLUME [0-100] n=4 914 +58 n=2 ATEN [0-100] n=2 na 3.6 - 1585
NOR [2-100] n=5 1684%877 n=2  113-40500 METO <1 n=2 51.5+40 n=2 10 - 1979
OFLO 2.841.7 n=5 2381+1563 n=5 137 - 22100 PROP <1 n=5 4912+154 n=5 100 - 2970
SFDZ [0-100] n=4 1696+2310 n=2 45-52.6 SOTA [0-100] n=5 133%3.0 n=3 18- 740
SFMX [0-100] n=4 929+144 n=2 3.2-398 Hypnotics

SEP [0-100] n=3 148 +44 n=2 1-398 DZP 0 n=5 na 21-291
Anticonvulsants OXZP [0-100] n=3 725+28.0 n=1 47 - 1600
CBz [0-100] n=5 30.8+15.8 n=3 1.2-6310 Pharmaceuticals

ECBZ 0 n=1 na LIDO <1 n=5 8775 n=5

LAMO <1 n=4 146+6.0 n=4 WAR 0 n=3 na 27
Antidepressants DOM [0-100] n=5 172.1%+90.2 n=4

AMI 1.840.7 n=5 1638+1043 n=5 741 - 26000 CYCLO 0 n=2 na 2.4-55
ESCI <1 n=5 598 +358 n=5 THEO <1 n=1 17.3+6.9 n=1 20-501
FLUO 2.0+¢1.1 n=5 1828+1520 n=5 3200 - 44000 FURO [0-100] n=4 12.6+109 n=3 39.8-158.5
VEN <1 n=549.8+335 n=5 100 - 363.1 CAFE [0-100] n=5 na 25-1259
Antihistamines

CETI <1 n=5 34.8+20.4 =5 Pesticides

DIPH <1 n=3 55+1.0 =3 967 ATZ 0 n=4 na

Antifungals DIA 0 n=3 na

ECO 26.7¥3.3 n=3 28450+5189 n=3 DIU 0 n=5 na

FLUCO [0-100] n=5 4.7+2.7 n=3 IRG 0 n=1 na

METRO 0 n=4 na 1ISO 0 n=2 na

MICO [0-100] n=5 na MTLC <1 n=5 147 £ 232 n=5

NSAIDs SIMA [0-100] n=3 146 +48 n=1

DCF <1 n=552.7+21.1 n=5 16 - 1260 TERB 0 n=3 na

MEFEN [0-100] n=5 188 + 146 n=3 294 - 19953 DTER 0 n=4 na
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L’étude de la partition des contaminants en phase solide met en évidence une affinité trés
variable de chaque composé avec les matiéres en suspension (MES = 13 + 5 g.L%), selon les
prélevements effectués (Tab.llI-6). Les prélevements ponctuels montrent trop de disparités ne
permettant pas de sortir de tendance claire. 32 composés ont été observés absents au moins
une fois de la phase solide, menant a des coefficients de partition fixes de 0 %. Pour les
composés quantifiables en phase solide, seuls 4 composés sont essentiellement retrouvés
dans la phase solide (ROXI, CIPRO, ENO, ENRO). Pour le reste des contaminants, la
variabilité des valeurs de partition ne permet pas de définir de valeur spécifique a la filiere,
dénotant I'importance des conditions de milieu prélevé. 19 composés présentent des partitions
en phase solide inférieures a 5 % voire a moins de 1 % suggérant faible affinité a la biomasse
épuratrice alors que I'évaluation des coefficients de partage des contaminants reléve une forte
affinité a la phase particulaire (Kd > 1000 L.kg™?), ol les valeurs restent considérablement
faibles face aux données relevées par la littérature (Tab.llI-5).

111.3.A.2.2. Tendance a la persistance des contaminants fortement hydrophobes
Les prélevements au niveau de la mise en recirculation des bassins d’aération impliquent
l'activité  microbienne des bassins d’aération, et témoigne de limpact des processus
biologiques pour des taux de matiéres en suspensions variant jusque 20 g.L ™.

Les représentations en Fig.l1I-6 définissent les couples de valeurs %Psoiq et log Kd, intégrant
les caractéristiques d’ionisation et d’hydrophobicité des contaminants.

La Fig.lll.6.A révele 'importance du rapport entre I'hydrophobicité et les états d’ionisation des
contaminants sur I'affinité a la phase particulaire.

Les contaminants plutdt hydrophiles (log Kow < 4.0) ne montrent pas de forte affinité avec la
phase solide (Fig.llI-6.A.a-f). Les contaminants basiques hydrophobes (Fig.llI-6.A.h) ont plus
tendance a étre plus identifiés que les contaminants neutres (Fig.ll1-6.A.e,f). Les contaminants
trés hydrophobes montrent une occurrence croissante a la phase particulaire (Fig.llI-6.A.g-i).
Ces observations confirment les conclusions du Chapitre .
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Figure IlI-6. Expression de la partition en phase solide (%Ps.) par rapport au coefficient de
distribution (log Kd) des contaminants organiques dans un procédé de traitement de boues mixtes
activées.
Fig.Ill-6.A. Les couples de données sont représentés par la superposition de points noirs en une courbe a
tendance exponentielle. Ces mémes données figurent sous différents graphes (Fig.lI-6.B.a-i), dont les catégories
impliqués sont indiquées par différentes couleurs, et distinguées suivant I'état d’ionisation au pH de I’échantillon
(Fig.Il1-6.B.a,d,g - contaminants basiques, Fig.lll-6.B.b,e,h - contaminants acides, Fig.lll-6.B.c,f,i- contaminants
neutres) et I’hydrophobicité des contaminants.

La compilation des données obtenues suivent, non pas la courbe théorique MES = 10 g.L*
(Fig.llI-5), mais dessinent ne suit pas les courbes théorique des taux de matiéres en
suspension spécifiques (Fig.lll-6.B), mais dessinent une tendance exponentielle a partir d’'un
log Kd équivalent ou supérieur a 3.5, associé a des coefficients de partition Psqia inférieurs a
25 %. Cette tendance montre que les données ne suivent pas la courbe théorique a I'équilibre
et témoignent d’'un autre processus. Les résultats pourraient exprimer :

a - Une dégradation active en phase solide, dont les niveaux résiduels des contaminants
représentent la teneur a partir de laquelle la biomasse n’est plus efficiente pour les éliminer.
L’action biologique de la biomasse aurait atteint ses limites, avec une résistance des
contaminants présentant un log Kd supérieur a 4,

b — Une problématique de rétention quasi-totale des contaminants présents dans la phase
solide menant a une extraction partielle des contaminants. La méthode analytique développée
ne permettrait pas de désorber I'ensemble des contaminants menant a ces différences
drastiques avec les courbes théoriques. Au vu de la correction des teneurs par les rendements
d’extraction évalués (Eq.lI-6), cette hypothese pourrait étre écartée.
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11.3.A.3. Conclusion

L’analyse des niveaux des contaminants autant dans les matieres en suspension, que dans le
milieu aqueux des boues mixtes activées a mis en avant qu'aucune phase n'était exempte de
contaminants. L’identification de 53 et 43 contaminants propres aux matrices épuratoires
liquides et solides, démontre une contamination réelle des eaux résiduaires urbaines, et des
produits a l'issue du traitement des stations d’épuration. Les contaminants sont quantifiables
au-dela des limites de méthode jusque 18 pg.L™ et 2.5 mg.kg? (ms) en phase liquide et solide,
respectivement.

L’affinité aux matiéres en suspension a pu étre exprimée pour 42 contaminants, par
I'évaluation des coefficients de partition en phase solide, et des coefficients de partage,
spécifigues au taux de matiére en suspension. Une dimension supplémentaire dans
I'évaluation de I'affinité des contaminants aux boues dans la filiere de production des boues
est apportée par les contaminants quantifiés dans chacune des phases liquide et solide. Ainsi,
ces données accedent, au sein du procédé biologique, a I'importance des processus de
dégradation et de sorption. L’efficience du procédé est moindre pour les contaminants aux
coefficients de partage supérieurs a 1000 L.kg™.

Il est important de souligner que des coefficients importants soulignent que :

(i) le contaminant est fortement voire totalement adsorbé en phase solide,

(i) la concentrations du contaminant solubilisé est inférieure aux limites de méthode,

(iii) les interactions du contaminant avec la phase solide réduit 'impact de la biodégradation.
Dans le cas contraire, de faibles coefficients peuvent suggérer que :

(i) le contaminant ne présente aucune affinité a la phase solide,

(i) la propention de contaminant adsorbé ne permet pas son identification dans la matrice.

Cette persistance relative au sein des procédés de boues activées pourrait refléter des liaisons
complexes entre les contaminants et la biomasse. Cette étude identifie les composés les plus
susceptibles d’étre identifiés en phase solide, a savoir les composés relativement
hydrophobes, avec une particularité dominante destinée aux composés basiques, appuyant
les résultats relevés de la littérature (Chapitre ).

L’état actuel des connaissances et des limites instrumentales permet dorienter sur les
composeés les plus susceptibles de persister dans la filiére et dans le cadre d’'une valorisation
en agriculture des boues d’épuration, spécifiquement lorsque ces composés sont considérés
résistants aux processus biologiques et de faible affinité a la phase aqueuse.
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I1.3.B — Caractérisation de la filiere de stabilisation des boues

L’analyse de la contamination des matrices stabilisées a travers les pratiques de
déshydratation et de compostage par 'ajout d’agents structurants, identifie I'efficacité des
procédés de stabilisation sur les teneurs des contaminants. Les résultats sont résumés en
fonction du type de matrice et des procédés mis en ceuvre (boues déshydratées, boues
compostées, agents structurants), impliquant les mélanges et processus de dégradation.

Cette partie présente les résultats obtenus sur la filiere de stabilisation des boues, avec
l'implication de I'aération et du stockage dans la réduction des teneurs dans les produits
résiduaires destinés a la valorisation agricole. Le Tab.llI-6 résume les fréquences de détection,
les valeurs moyennes et les plages des teneurs de chaque contaminant investigué,
respectivement dans les échantillons de boues déshydratées, de composts normés, prélevés
sur la plateforme de compostage a proximité de la station d’épuration, de composts agricoles
a base de boues, échantillonnés a proximité de parcelles amendées, et d’agents structurants
comme des déchets verts et ménagers.

11.3.B.1. Evolution des niveaux de contamination par déshydratation mécanique

Cette étude appuie la littérature sur I'absence d’effectivité des processus de déshydratation
sur I'élimination des contaminants en phases solide (Sellier et al., 2022). En effet, les teneurs
restent dans les mémes ordres de grandeur entre les boues mixtes activées et les boues
déshydratées, qui montre que le procédé de déshydratation mécanique n'affecte pas de
maniére significative I'occurrence des contaminants organiques (Fig.llI-7).

- AnhiBiolingies
a 114 p

Peihtdes

Teneurs dans les boues déshydratées - palkg (ms)

) Teneurs dans les boues mlrle.s‘ac‘lwée's — pgkg (ms)
Figure IlI-7. Implication de la déshydratation vis-a-vis des teneurs en contaminants.
Représentation des teneurs dans les boues déshydratées en fonction des teneurs dans les boues mixtes activées,
suivant les couleurs destinées a chaque catégorie de contaminant. La droite noire est |a droite de corrélation de
la tendance générale points de données, et suit la droite en pointillés de pente 1/1.

Une efficience de la déshydratation mécanique semble néanmoins suggérer, soit une affinité
préférentielle avec la phase liquide, soit des prémices de susceptibilité a la dégradabilité des
contaminants entre les procédés de boues activées et de déshydratation.

La faible occurrence des pesticides dans les boues, soit la présence de 2 pesticides en phase
solide sur 10 identifiés en la phase liquide, serait confortée lors de la centrifugation par leur
faible valeur d’hydrophobicité (Fig.lll-7.d). Les contaminants seraient ainsi transférés a la
phase liquide selon leur affinité préférentielle. Aussi, la puissance de la centrifugation mise en
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ceuvre par les centrifugeuses de terrain pourrait justifier la diminution des teneurs de la phase
solide. La centrifugation semble impacter un panel restreint de contaminants aux teneurs
inférieures a 100 pg.kg? (ms) (e.g. SFDZ, SFMX, SOTA, ACEB), suggérant l'impact de
I'activité biologique jusqu’a séparation des phases.

1l1.3.B.2. Etat de la contamination des matrices compostées et agents structurants

Le compostage est un processus aérobique appliqué comme procédure pour stabiliser les
boues a siccité réduite (boues déshydratées). Il permet entre autres d’hygiéniser les boues de
facon a réduire significativement toutes substances pathogenes et réduire les teneurs en
contaminants. L’'une des lacunes soulevée dans les études sur le compostage (Malmborg and
Magnér, 2015; Semblante et al., 2015b) concerne le bilan de matiére qui ne tient pas compte
de l'effet de mélange impliqué par la contribution des agents structurants, conduisant a une
efficience du procédé variable de 25 % a plus de 95 %. En effet, ces mélange de boues et de
biodéchets varient considérablement d'une plateforme a l'autre et proposent de multiples
ratios boues/agents structurants (e.g. 10/1, 8/1, 7/3, 2/1, 4/3, 1/1, 5/7, 2/3, 1/2, 1/3) (Dubey et
al., 2021; Semblante et al., 2015b). Aussi une diminution de 50 % a 90 % peut étre attribuée
a l'effet de mélange seul. De plus, le temps de stockage jouerait un réle important sur les
teneurs mesurées (Chenxi et al., 2008), ou la durée moyenne de stockage mentionnée par la
littérature et le compostage normé serait de 6 mois.

La méthode d’extraction et ses performances sur les matrices solides de boues et de composts
a permis d’accéder aux niveaux de contamination de matrices impliquées dans le compostage,
pratique préalablement appliquée aux produits résiduaires organiques avant amendement des
sols, le cas appliqué au sud de la France. Les résultats sur les composts indiquent qu‘aucun
échantillon n'est exempt de résidus pharmaceutiques, quelle que soit I'origine de la boue et la
pratique mise en ceuvre pour la composter (Tab.llI-7).

Les contaminants quantifiés sont présentés dans les figures suivantes, que ce soit pour les
agents structurants (Fig.lll-8 — déchets verts, déchets ménagers), ou les produits compostés,
respectant soit la norme de compostage NFU 44-095 (Fig.lll-9 — boues déshydratées,
composts normés), soit la pratique de mélange en plein champ par un exploitant agricole
(Fig.l-10 — composts agricoles). Ces figures représentent les teneurs cumulées des
contaminants quantifiés par catégorie, et soulignent la variabilité des teneurs indépendantes.

111.3.B.2.1. Agents structurants

Les agents structurants sont supposés absent de contaminant organique, or 'analyse des
échantillons de cette étude révele une réalité divergente (Tab.lll-7).

L’analyse de déchets verts expose I'identification de la plupart des contaminants, dont 26 sont
identifiés a des niveaux inférieurs aux limites de quantification et 15 quantifiés, présentant des
teneurs cumulées variant sur quelques centaines de pg.kg?, soit de 99 a 555 ug.kg? (ms).
Ainsi, ces déchets verts présentent de fortes teneurs en antibiotiques, ot NOR a été quantifié
dans chaque échantillon, aux teneurs les plus importantes moyennant 97 + 23 pg.kg? (ms).
Les antihypertenseurs sont également fortement représentés, notamment par la présence de
TEL et PROP, moyennant 83 + 33 pg.kg™ (ms) et 20 + 2 pg.kg? (ms), respectivement.
L’occurrence de ces contaminants indique une activité anthropique marquée ou le CAFE
s'impose inexorablement dans chaque échantillon avec une moyenne de 28 + 13 pg.kg™ (ms).

159



Chapitre 11l

L’analyse des déchets ménagers, qui peuvent servir d’agents structurants a la fabrication de
composts, reléve la détection d’une trentaine de contaminants. Seul CAFE est quantifié a des
teneurs moyennes de 28 + 12 ug.kg™ (ms), pouvant étre expliqué par la présence de marc de
café dans les déchets urbains.

La présence de contaminants organiques de type pharmaceutiques dans ces agents
structurants est surprenante, notamment pour les déchets verts. Ces observation pourraient
supposer une contamination inhérente de ces matrices a travers I'emploi des engins agricoles
(e.g., fabrication des mélanges boues/agents structurants, transport des matrices jusqu’au lieu
de stockage, contamination inhérente aux procédures de nettoyage des appareils).

Il est important de noter que ces agents structurants ne représentent pas la globalité des
produits utilisés pour le compostage. Ces derniers composent les agents structurants des
composts agricoles, prélevés a proximité des parcelles agricoles pendant le compostage de
I'exploitant. Ces résultats ne peuvent étre concretement utilisés pour représenter la
contamination introduite dans la fabrication de composts normés a base de boues.

[11.3.B.2.2. Composts normeés NFU 44-095

L’application de la méthode aux composts normés issus de la plateforme de compostage
permet de quantifier jusque 27 contaminants face aux 48 relevés dans les boues déshydratées
(Tab.llI-7, Fig.llI-8). Les composés quantifiés correspondent généralement a ceux présents
aux plus fortes fréquences de détection dans les boues d’épuration (Tab.l11.6-7).

La Fig.lll-8 expose les différences des teneurs cumulées entre les boues déshydratées, qui
atteignent jusque 7.8 mg.kg® et les teneurs cumulées des compost normés qui varient de 0.9
mg.kg? (ms) a plus de 1.3 mg.kg? (ms), suivant le prélévement. Les teneurs cumulées
rencontrées dans les composts normés se trouvent jusque 8 fois moins élevées que dans les
boues déshydratées, ce qui peut s’expliquer par I'effet de mélange, ou dilution, avec les agents
structurants.
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Figure 111-8. Teneurs cumulées quantifiées des contaminants d’intérét dans les boues compostées :
comparaison des teneurs dans les boues déshydratées (BD) et les composts normés (CN).

Fig.lll-2.A. Histogramme caractérisant la variabilité de la contamination générale, par catégorie de contaminants
et par type d’échantillon (BD — Boues déshydratées, CN — Composts normés).

Les couleurs représentant chaque catégorie de contaminants sont conservées pour une meilleure lisibilité.
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Fig.Ill-2.B. Représentation de la répartition relative moyenne des teneurs de chaque catégorie dans les
échantillons représentatifs de la filiere de déshydratation et de compostage présentés en Fig.lll-2.A..

Fig.lll-2.C. Visualisation graphique des teneur de chaque contaminant mesurées dans les composts. Les
composés non détectés, par rapport aux boues déshydratées utilisées pour composer les composts, ont été

spécifiés par « ND ». De la méme maniére, les catégories absentes des composts par rapport aux boues
déshydratées ne sont pas représentées d’un point.

La répartition relative des catégories de contaminants entre les boues déshydratées et
compostées est mise en avant, présentant une forte dominance en antihypertenseurs (= 30 -
35 %) et antibiotiques (= 20 - 40 %). Les contaminants présentent des teneurs généralement
proches des limites de a plusieurs dizaines de pg.kg™® (ms). Quelques contaminants tels que
CAFE, TEL, ou encore CIPRO et OFLO se démarquent a des teneurs d’'une centaine de pg.kg
1 (ms) jusque 500 pg.kg™* (ms). (Fig.llI-8, Tab.lll-7).

La prépondérance de 4 antibiotiques, représentant de 5 % a 40 % de la contamination totale
suivant I'échantillon, pour des teneurs jusque 190 pg.kg! (ms), est toutefois relativement
diminuée. Malgré tout, 2 antibiotiques, CIPRO et OFLO, sont présent a fortes teneurs
moyennant 165 pg.kg? (ms), et 100 pg.kg? (ms), respectivement. L'appariton d’une
contamination ubiquitaire en caféine est mise en avant, représentant de 14 % a 45 % de la
contamination totale des composts normés. Les teneurs en CAFE varient de 124 pg.kg* a517
ug.kg?, moyennant 334 + 76 pg.kg* (ms), valeur relativement similaire aux teneurs mesurées
dans des déchets ménagers. Cette contamination est trés vraisemblablement liée aux agents
structurants utilisés. Les 5 antihypertenseurs, quantifiés jusque 498 pg.kg? (ms) présentent
une bonne partie de la contamination a hauteur de 28 % a 54 %. Les teneurs en
antidépresseurs représentent encore 10% de la contamination totale atteignant jusque 76
ug.kg? (ms). Par ailleurs, les niveaux des régulateurs lipidiques et antifongiques diminuent

dans les composts normés en-dessous de 38 pug.kg?! (ms), représentant moins de 5% de la
contamination des échantillons.
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11.3.B.2.3. Composts agricoles

La qualité des composts agricoles a base de boues mélangé a des déchets verts a été évaluée
dans le cadre d’'une exploitation agricole du Sud de la France. Les résultats indique qu’aucun
compost n’est vierge de contaminants de type pharmaceutiques. Les teneurs cumulées dans
ces échantillons de composts agricoles sont jusque 100 fois plus élevées que les composts
normés. Ces résultats permettent de poser la remarque, qu’a 'opposé des composts normés,
les antibiotiques représentent moins de 15 % de la contamination totale (Fig.lll-9, Tab.Ill-7).
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Figure 111-9. Teneurs cumulées quantifiées des contaminants d’intérét dans les boues compostées :
comparaison des teneurs dans différents échantillons de composts agricoles (Com. A a K).

Fig.Il-9.A. Histogramme caractérisant la variabilité de la contamination générale, par catégorie de contaminants
et par type d’échantillon, prélevés a des localités et temporalités variables mais a proximité des champs.
Fig.Il-9.B. Représentation de la répartition relative moyenne des concentrations de chaque catégorie.
Fig.llI-2.C. Visualisation graphique des teneurs de chaque contaminant dans les différentes composts agricoles.

59 des 74 contaminants investigués ont été quantifiés dans les composts agricoles a des
teneurs cumulées atteignant plus de 100 mg.kg* (ms), jusqu’a 10 fois plus concentrés que les
boues déshydratées étudiées. Le stimulant CAFE est le composé le plus retrouvé dans ces
composts, a des teneurs relativement excessives moyennant plusieurs dizaines de mg.kg™
(ms). La quantification du reste des contaminants correspond aux mémes ordres de grandeur
des boues déshydratées, c’est-a-dire moins de 12 mg.kg? (ms). Ces teneurs se trouvent
relativement hautes en comparaison des teneurs relevées par la littérature (Sellier et al., 2022)
(Fig.lll-10). Selon I'hypothese que la répartition des contaminants reste constante dans une
filiere de production de boues, la répartition relativement homogene des catégories
thérapeutiques dans les composts agricoles suggere une filiere de production contrastée,
potentiellement expliquée par des procédés impliquant une biomasse distincte. En effet, il se
peut qu’a source différente, la biomasse engagée peut impacter différemment les processus
de stabilisation et donc les teneurs des contaminants suivant I'activité bactérienne.
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Cette étude est, a notre connaissance, la premiére signalant la présence d'un panel aussi
diversifié de contaminants a des teneurs relativement élevées dans les boues compostées de
la littérature (Sellier et al., 2022) (Fig.llI-10). Les données présentées relévent des teneurs
considérablement supérieures aux boues stabilisées de la littérature pour 6 contaminants
(CAFE, METRO, TRAMA, LIDO, OXZP, THEO), et fournit des premieres données sur ce type
de matrices pour 11 contaminants (CLARI, METRO, IRB, TEL, VAL, SOTA, ATOR, OXZP,
DZP, THEO, FURO).

* k k k%

Produits résiduaires organiques issus de la filiére de stabilisation des boues
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Figure IlI-10. Evaluation des teneurs en contaminants dans les produits résiduaires organiques
stabilisés de cette étude en paralléle des données relevées de la littérature.

Les teneurs, de la littérature, dans les produits issues de la filiere de production des boues, (Chapitre 1) sont
représentées sous forme de boxplots colorés sans fond, et distinguant les différents types de boues (Fig.I-2). La
variabilité des teneurs mesurées de cette étude sont superposées aux données bibliographiques.
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Tableau llI-6. Teneurs relatives aux composts normés et agricoles, et des teneurs mesurées dans les agents structurants ou biodéchets (déchets verts, déchets ménagers).
Description des résultats obtenus dans les produits résiduaires organiques (composts normés, compost agricoles, déchets verts, déchets ménagers).

FD — fréquence de détection mesurée sur les échantillons considérés, gamme de variabilité et moyenne sur les teneurs quantifiées, propres a chaque contaminants.

nd signifie que le contaminant n’a pas été détecté dans les échantillons considérés.

Compost normés NFU 44-095 Déchets verts Déchets ménagers Composts agricoles
Contaminant FD Moyenne Gamme teneurs FD Moyenne Gamme teneurs FD Moyenne Gamme teneurs FD Moyenne Gamme teneurs
Analgesics
TRAMA 80% 7.1 +0.0 nd-7.1 67% nd - 125 67% <MmaL 100% 1020.5 +181.5 317-1928
Antibiotics
AZI 40% <MmaQL 33% nd-8.4 nd 90% 28.9 +17.2 nd - 148
CLARI nd 17% nd - 16.6 17% <maQL 70% 17.7 6.5 nd - 51.1
ERY nd nd nd nd
ROXI nd nd nd nd
SPIRA nd nd nd 30% nd-18.3
TYLO nd nd nd nd
CIPRO 40% 165.5 +243 nd - 190 nd nd 40% 74.3 +3.7 nd - 80
ENO nd 33% 30.7 +3.4 nd -34.1 nd 40% 85.4 +44.2 nd -218
ENRO nd nd nd 20% 349 +17.6 nd - 52.4
FLUME 40% 57.4 +25 nd -59.9 33% 14.0 +0.6 nd - 14.6 nd 40% 50.2 +22.0 nd -116
NALI nd nd nd 70% 21.8 +6.4 nd - 58.8
NOR nd 100% 96.6 +23.2 26.9- 168 17% <MmaQL 60% 286.0 +72.5 nd - 682
OFLO 100% 103.0 +17.4 53.5-148 67% 40.0 +0.8 nd - 40.8 33% <MmaQL 100% 56.5 +10.8 17.5-128
SFDZ nd 17% <MaQL 50% <MmaQL 90% 342 +12.6 nd -135
SFMZ nd nd nd nd
SFMX nd nd 17% <MaQL 80% 30.8 +8.0 nd -57.5
SFP nd nd nd nd
Anticonvulsants
CcBz 80% 221 nd -24 33% 173.8 +166.3 nd - 340 50% <MmaQL 100% 73.2 +27.1 18.2 - 255
ECBZ nd 50% nd - 14.6 50% <MmQL 20% <MQL
LAMO nd nd nd nd
Antidepressants
AMI 100% 383 +18.8 <maQL-75.8 50% nd - <MQL 67% <mMaL 100% 715.8 +223.1 106 - 2232
ESCI 60% nd -29.1 50% 8.6 +4.8 nd -18.1 83% 03 01 ND-0.5 100% 19.8 +6.0 <MQL - 46.1
FLUO nd 67% 6.5 0.7 nd-7.1 nd 80% 24.8 +2.4 nd - 35.7
VEN 100% 17.2 +23 11.8-22.3 67% 40.5 +30.7 nd - 102 50% <mMaQL 100% 168.4 +61.1 56.4-711
Antihistamines
CETI 60% nd - 14.7 50% 111 +2.0 nd-15.1 17% <MaQL 100% 11.7 +2.7 <MqQLl - 14.2
DIPH nd 67% 3.4 +22 nd-7.8 67% <MaQL 100% 6.6 +15 2-15.1
Lipid regulators
ATOR 0% nd 33% nd - 10.6 nd 80% 61.9 +18.4 13.1-167
FENO 100% 25.6 +4.2 14.9-37.8 67% nd-33.1 17% <mMaQL 100% 38.1 +14.4 9.3-163
GEM 20% <maL 17% nd -24.9 nd 40% 116.6 +21.7 nd - 155
Antiinflammatories
DCF 40% 239 +6.6 nd - 30.5 33% 59.9 +27.5 nd- 87.3 33% <MaQL 100% 1075.3 +239.6 309 - 2769
MEFEN 20% nd-3.8 17% nd - 10.9 nd 70% 32.8 +53 nd -48
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Contaminant
Antifungals
ECO

FLUCO
METRO
MICO
Antihypertensives
HYDRO

IRB

TEL

VAL

VERA

ACEB

ATEN

METO

PROP

SOTA
Hypnotics
DzP

OXzP
Pharmaceuticals
XYLA

LIDO

WAR

DOM
CYCLO
THEO

FURO

CAFE

SIL
Pesticides
ATZ, HEXA, IRG
DEA, DIA, DTERB, ISO
DIU

FLONI

LINU

MALA

MTLC

SIMA

TER

TERB

FD

60%

100%

40%
100%
100%

20%

100%

20%

80%

80%

100%
60%

20%

Compost normés NFU 44-095
Moyenne Gamme teneurs

37.2

nd
nd -13.7
211.9-498
13.4-43.8
<MQL
nd
nd
nd
21.4-67.4
nd

10.5
313 +52
244

36.2

nd
nd -27.8

nd
<MmQL

nd

nd

nd
nd - 63.2

nd
124 - 517
nd-8.3

43.8

334 76

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd - <MDL
nd

FD

83%

50%

33%
67%
33%
50%
67%

67%

50%

17%
50%

17%
33%
100%
33%

33%
17%

17%
17%

Déchets verts
Moyenne Gamme teneurs

nd
nd-9.7
nd
nd - 14.6

nd
<maL
nd -179
nd-12.7
nd -22.2
nd-6.3
nd
nd
nd - 23.7
nd

82.6 +33.4

20.0

nd
nd

<MmaQL
nd-9.1

nd

nd

nd
nd-51.8
<MQL

<MQl - 11248

<MQL

2303.6 +2236.2

nd
nd
<MQL
<MaQL
nd
nd
nd
nd
<MaQL
<MQL

FD

67%
33%

33%
67%
83%
17%
33%
33%
17%
33%

17%

50%

33%

100%
17%

33%

50%
33%

Déchets ménagers
Moyenne Gamme teneurs

nd - 0.2

<MQL
nd

<MQL

0.2 +0.1

nd
<MmaQL
<MQL
<MQL
<MmaL
<MQL

nd
<MaQL
<MQL

nd

<MQL
nd

nd
<mMQL

nd
<MQL

nd

nd

nd

5.4-86.1

<MQL

282 +12.7

<MQL
nd
nd
nd
nd
nd
nd

<MQL

<MmaQL
nd

FD

30%
100%
90%
20%

20%
100%
60%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

70%
100%

40%
100%

40%

100%
40%
100%
90%

60%
40%
40%
60%
30%
40%
80%
30%

Composts agricoles

Moyenne Gamme teneurs
<MQL
27.4 +58 9.1-60.3
60.6 +11.3 15.5-108
16.7 +0.7 nd-2.73
15.3 +1.6 nd - 16.9
261.2 +87.6 29.9-835
189.6 +58.6 nd - 459
188.5 +38.7 53.8-425
83.3 +29.7 20.7-334
70.8 +41.0 <MaQL - 395
38.9 +11.5 14.7 -130
55.9 +17.0 14.9 - 203
57.3 +17.2 26-203
35.7 +14.2 <maL - 132
14.1 +2.0 nd - 22.7
66.0 +14.5 39.2-194
28.5 +15.3 nd -59.1
679.9 +181.9 202 - 2211
nd
70.2 +32.9 nd - 169
nd
1498.5 +296.0 373-3323
353 +16.1 nd - 86.6
156512.9 +64099.3 55724 - 724964
24.8 +29 <MqQL -35.1
nd
nd
25.8 +9.3 nd-63.4
325 +8.8 nd-51.5
29.1 +6.7 nd - 46.4
154.4 +21.5 nd - 240
nd - 10.2
46.7 +12.6 nd-715
1072.3 +488.0 nd - 3629
39.5 +8.3 nd - 54.6




Chapitre IlI

1l.3.B.2. Evaluation des performances de pratique de compostage

Le compostage se présente comme une alternative écologique et économique qui, apporte
les caractéristiques organiques et structurantes nécessaires a un sol, en recyclant deux types
de rebus : les solides issus des stations d’épuration et les agents structurants destinés a la
décharge. Les techniques de compostage different d’'une plateforme a l'autre, impactant
notamment sur la qualité agronomique des composts, mais également sur les niveaux des
contaminants organiques (Bourdat-Deschamps et al., 2017a; Lillenberg et al., 2009; Julia
Martin et al., 2012). En effet, le bon déroulement du compostage et de la production d’un
compost de qualité dépend de différentes étapes comme (i) la fermentation, phase thermophile
a 55°C minimum 72 H ou le taux d’humidité et I'aération doivent étre absolument maintenus,
(ii) la maturation, phase s’accompagnant d’une baisse de la température et d’'une stabilisation
du pH, (iii) le stockage du compost. Ainsi, I'évolution de la température est considérée comme
le résultat de I'activité microbiologique et I'indicateur de I'effet d’hygiénisation du traitement par
compostage et de la destruction des graines d’adventices® (procédé anti-germinatif).
L'utilisation des composts urbains en agriculture peut occasionnellement entrainer des effets
sur la végétation dont la cause semble étre la présence de produits nocifs ou l'insuffisance de
maturité.

Cette partie démontre l'efficacité de ces pratiques par le suivi des niveaux des type résidus
pharmaceutiques, tenant compte de l'origine de la boue, sa contamination initiale, et les
conditions de stockage employées. Cette évaluation expose l'importance d’intégrer les
mélanges boues et agents structurants afin de ne pas confondre diminution drastique suivant
le schéma de mélange, ou I'action de l'activité biologique des conditions aérobies.

111.3.B.2.1. Compostage normalisé nFU-44095

L’étude de la contamination des compost normés en fin de filiere de compostage, aprés de
multiples étapes de quartage, criblage, retournements et alternances d’épisodes climatiques
secs et humides, continue de mettre en évidence une occurrence en contaminants organiques.
Cependant, les teneurs cumulées dans ces composts normés sont mesurées a des niveaux
significativement faibles, jusque 5 fois moins concentrés face aux boues déshydratées. Cette
diminution drastique entre les boues et les composts a la suite d’'une dilution par mélange et
déja décrite dans la littérature. La diminution des concentrations observées correspondrait a
un rapport de 1/4 (v/v) entre les boues et I'apport en agent structurant.

La faible variabilité temporelle sur 6 mois des composts normalisés peut traduire un état de
« maturité » (Fig.lll-8, Tab.llI-7). Ces observations impliquent que les teneurs en contaminants
n’évoluent plus avec le temps, inspirant des processus de dégradation limités. Au vue de
l'intérét du compostage démontré a éliminer les produits phytotoxiques par les multiples
étapes impliqguées dans ce processus de stabilisation, cette hypotheése pourrait faire I'objet
d’approfondissements et étre potentiellement consolidée par un suivi de la maturation des
composts. En effet, les composts normés de cette étude correspondent au produit fini. Une
base de données plus solide issue d’analyses de la contamination étape par étape, du

mélange au conditionnement des matrices compostées, pourrait renforcer ces observations.

8la plante adventice pousse généralement dans les milieu aménagés et est souvent considérée comme nuisible,
voire qualifié de « mauvaise herbe ». Elle implique des pratiques de désherbage en production agricole.
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L’efficacité de la filiere de compostage a été évaluée par comparaison des teneurs des boues
déshydratées a celles des boues compostées NFU 44-095 (Fig.lll-11). La comparaison des
concentrations entre ces deux matrices permet ainsi de considérer 'importance de I'effet de
mélange, ou I'agent structurant est supposé vierge de toute contamination. Selon son origine,
des contaminants peuvent étre présents,par exemple la caféine (CAFE) (section 111.3.B.2.1).

Stimulant n
= Antibiotic
| Antifungal
M Anti-inflammatories CAFE
™ Antidepressant
M Antihistamine TEL
W Analgesic - *
Antihypertensive CIPRO .
M Lipid regulator * -
M Anticonvulsant
W Antiarrhythmic
B Antiemetic
M Hypnotic . /,,'1;{2

Bronchodilator . . LR T

W Vasodilator . e
M Diuretic FENO « VAL MICO PROP et
. -

Anesthetic - - LT
* ¢ WDiCl0 .-

Teneurs mesurées dans les composts normés - échelle log - pg/kg (ms)

SOTA CLARI MEFEN ACEB DOM ESCI_SPIRA DICLO NOR
0 1 2 3
Teneurs mesurées dans les boues déshydratées - échelle log -pg/kg (ms)
Figure llI-11. Représentation graphique logarithmique des teneurs dans les composts normés selon
les teneurs dans les boues déshydratées, considérant les schémas de mélange.
La droite pleine désigne le cas ou les teneurs sont identiques entre les boues déshydratées et les composts
normés. Les droites tracées en pointillés donnent un ordre d’idée sur la position des points considérant I'effet
de mélange associé a chacune des droites (1/2, 1/3, %, 1/5Les valeurs sont précisées des acronymes des
contaminants pour les substances considérées, colorées des catégories de contaminants respectives. Les croix
(x) désignent la zone dans laquelle les limites de quantification (MQL) sont atteintes. En-dessous de ces points,
les contaminants sont identifiés comme absents des matrices considérées.

Les teneurs des composts normés subsistent de I'ordre de plusieurs dizaines a centaines de
ug.kg? (ms), valeurs proches des teneurs des boues utilisées. De fagon surprenante, les
teneurs de 5 contaminants (CBZ, VAL, FLUME, CAFE, FENO) sont similaires dans les boues
déshydratées et dans les composts normés (droite de pente 1/0, v/v). Ainsi I'effet de dilution
n'est pas observable. Les agents structurants utilisés pour le compostage n’étant pas
accessibles sur la plateforme, ou directement utilisés, il n’a pas été possible d’identifier une
potentielle contamination dans ces agents structurants. Il pourrait étre envisagé 'occurrence
de ces contaminants étant donné la présence de ces contaminants sur la droite représentative
de pente 1/1. Par ailleurs, la plupart des contaminants se situent au-dela de I'effet de mélange
considéré sur la plateforme, soit a un mélange situé a 1/1 - 1/2 au lieu d’'un mélange de 1/4.

Cette observation majeure peut étre expliquée par :

- les multiples retournements successifs aux étapes de quartage et de criblage, retirent les
agents structurants inertes supérieures & 5 mm, modifient I'effet de mélange estimé en
rétablissant I'échantillon a une granulométrie faible relativement proche des boues,

- la persistance des composés face aux processus impliqués au compostage.
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En revanche, une dizaine de composés présentent une réduction des teneurs ne permettant
pas leur quantification (Fig.lll-11, Tab.llI-7). Les propositions susceptibles de justifier peuvent
étre formulées comme suit :
- I'effet de mélange est tel qu'il ne permet pas aux contaminants de présenter des niveaux de
contaminations au-dela des limites de quantification dans les composts normés (point
incohérent face aux teneurs similaires pour les 5 composés, exceptés s'ils sont présents a des
teneurs similaires dans les agents structurants),
- limportance des interactions de sorption des contaminants aux composants des agents
structurants (e.g., matiere organique, substances carbonées) peut participer a la formation de
résidus non-extractibles ne permettant pas d’identifier les contaminants dans les matrices,
- l'aération par retournement régulier di a la pratique de compostage améliore I'activité
bactérienne aérobie dégradant les contaminants biodisponibles,
- les conditions de fabrication peuvent impacter les teneurs suivant I'exposition des tas de
compost contraignant les contaminants a subir des processus d’élimination tels que :
(i) la thermo-dégradation, selon la sensibilité aux températures élevées atteintes au process,
(i) le lessivage, phénoméne plus ou moins accru suivant le mode d’exposition du compost
aux intempéries, évenements variables autant sur la fréquence, la durée et les volumes,
(iii) la photo-dégradation, intervenant principalement a la surface des tas de composts et dés
lors que ce dernier est retourné, présentant de nouvelles surfaces d’exposition) ou encore,
(iv) la biodégradation, dont l'efficacité peut dépendre du type d’activité biologique, de la
période de fabrication (conditions climatiques propices au développement biologique), du
mode et de la temporalité de stockage du compost produit.

L’effet de dilution n’est pas observable comme démontré par les teneurs inchangées entre les
deux matrices pour les contaminants persistants tels que la CBZ. Le criblage du compost ne
retiendrait que la fraction des boues. Aussi, les contaminants présentant des teneurs plus
faibles dans les composts normés auraient subi un processus d’atténuation.

111.3.B.2.2. Compostage agricole

La production de composts agricoles est généralement directement amendée apreés sa
fabrication. Les étapes visant a stabiliser le produit par des retournements réguliers et un
stockage relativement conséquent de 6 mois ne sont pas respectées comme pour la
production de composts normés. Ainsi, le compost agricole directement incorporé dans les
sols n’a pas atteint un niveau de maturation similaire au compost, ni suffisant a I'élimination
de composés phytotoxiques, pouvant justifier des teneurs élevées (Fig.llI-8, Fig.l11-9).

Les données associées aux composts agricoles ne pourront étre évaluées de la méme
maniére que les composts normés étant donné l'inaccessibilité aux matrices sources, et les
mélanges approximatifs avec les agents structurant et les éventuelles procédures de criblage
mises en place en plein champ. Néanmoins, il est important de noter que les teneurs
quantifiées peuvent étre variablement impactées par les processus mentionnés ci-dessus.
Sachant que ces produits résiduaires sont directement amendés, les processus de
dégradation par retournements réguliers, de lessivage et de photo-dégradation sont négligés,
laissant ainsi les niveaux de contamination interagir directement avec les composants du sol.
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11.3.B.3. Conclusion

L’état de contamination de produits résiduaires organiques avant amendement, ainsi que
I'efficacité des processus de stabilisation par déshydratation et de compostage ont été évalués
dans cette partie.

Les résultats montrent :

- la déshydratation mécanique par centrifugation n’implique pas de différence sur les niveaux
de contamination,

- la pratique du compostage dépend des composés persistants a la filiere de production de
boues, de leur niveaux, et des procédures mises en place sur les mélanges boues/agents
structurants et les conditions de stockage.

Cette partie met en avant I'importance des pratiques de stabilisation sur les niveaux de
contamination dans les matrices destinées a la valorisation agricole. Chaque contaminant
réagit différemment suivant des critéres étroitement liés aux conditions d’étude (e.g., teneurs
initiales, effets de compétition), a Il'activité biologique (e.g., type de biomasse, mode
d’action), aux conditions des procédés (e.g., effet de mélange, agents structurants, stockage),
ou encore aux conditions climatiques (e.g., exposition solaire, pluviométrie).

L’ensemble de ces parametres impliquent des résultats variables suivant les matrices d’étude.
Ainsi, les composts normés donnent des niveaux de quantification jusque 500 pg.kg? (ms)
pour 27 contaminants tandis que les composts agricoles distinguent des teneurs jusque 10
fois plus importantes pour 58 contaminants allant jusque 2.8 mg.kg™* (ms).

Il est important de noter que la contamination des agents structurants impacte directement les
teneurs des matrices considérées conduisant a niveaux élevés de caféine notamment,
marqueur anthropique relevé par la présence de marc de café dans les déchets ménagers,
dont les teneurs peuvent égaler jusqu’a 170 mg.kg™? (ms).

Le rapport des quantités utilisées a la pratique de compostage déduit 'importance de I'effet de
mélange sur la réduction des teneurs entre les matrices initiales (boues d’épuration) et finales
(boues compostées).

Bien que la diminution des niveaux quantifiés puisse étre dérivée de l'effet de mélange
boues/agent structurant réduisant les teneurs en dessous des limites analytiques, la formation
de résidus non-extractibles a travers des interactions fortes contaminants-matrice ne doit pas
étre écartée. Par ailleurs, divers processus peuvent directement influer sur I'occurrence des
contaminants (e.g., la photo-dégradation, la biodégradation, le lessivage), dont 'importance
ne peut étre définie dans cette étude, étant donné la multitude de variables engagées.
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[11.4. Conclusion générale

L’étude de I'occurrence des contaminants organiques, de type résidus pharmaceutiques et
pesticides, dans les différents types de boues d’épuration et des produits valorisables en
agriculture, a permis d’appréhender le devenir des contaminants dans les matrices d’étude.

L’analyse effectuée sur ces diverses matrices a mis en évidence 'occurrence de :

48 contaminants dans les boues activées jusque 2.5 mg.kg?, aux cumuls de 9 mg.kg?,
44 contaminants dans les boues déshydratées jusque 2.5 mg.kg?, aux cumuls de 8 mg.kg?,
27 contaminants dans les composts normés jusque 500 pg.kg?, aux cumuls de 1.2 mg.kg?,
59 contaminants dans les compost agricoles jusque 2.8 mg.kg, aux cumuls de 120 mg.kg.

La méthodologie proposée pour I'analyse des fractions soluble et particulaire repose sur la
relation entre les coefficients de partition et les coefficients de partage Kd, d'une part, et les
propriétés physico-chimiques des contaminants quantifiés, d’autre part. Considérant I'équilibre
des phases liquides et solides en contact dans les bassins de boues activées, la relation des
indices définit I'affinité a la sorption des contaminants dans le procédé considéré. Cette étude
suggere une persistance des contaminants hydrophobes, aux charges positives (contaminants
acides) ou négatives (contaminants basiques) par la différence impliquée entre les courbes
théoriques d’équilibre et la courbe expérimentale du procédé ou la dégradation semble jouer
son role épuratoire dans la filiere de traitement.

Les caractéristiques physico-chimiques des contaminants joueraient un rdle essentiel, autant
sur I'affinité avec les matrices solides, que leur dégradabilité dans les filieres de production et
de stabilisation des boues. Les interactions de sorption avec les matieres en suspensions
limitent ainsi I'activité de la biomasse a apporter une efficience similaire a celle associée aux
contaminants hydrophiles ou sans charge. La réduction des teneurs en-dessous des limites
de quantification, suivant les pratiques de stabilisation telles que la déshydratation mécanique
ou le compostage, inspire des processus d’atténuation (e.g. lessivage, dégradation).

Ce chapitre rappelle que les matrices impliquées dans la fabrication de produits compostés
valorisables en agriculture, tels que les déchets verts et les déchets ménagers, peuvent
représenter également une source de contamination additionnelle aux produits finis. Les
analyses réalisées sur ces matrices montrent 'occurrence de :

41 contaminants dans les déchets verts jusque 97 pg.kg?l, aux cumuls de 555 pg.kg?,
33 contaminants dans les déchets ménagers jusque 28 pg.kg? (ms).

Ainsi, chaque matrice joue un rdle significatif sur les teneurs résiduelles des produits
valorisables en agriculture, méme si leur diminution est possible dépendant des pratiques
mises en place (effet de dilution, agents structurants, stockage).

Il est nécessaire de souligner les performances analytiques comme une limite relativement
importante aux interprétations des contaminants a I'état de traces. En effet, la distinction d’'une
quantification et d’'une détection a cette échelle est relativement fine et peut mener & des
conclusions divergentes, si elles ne sont pas intégrées a la réflexion.
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CHAPITRE Il - Devenir des résidus pharmaceutiques et pesticides dans la filiére
de production et de stabilisation des boues issues de station d’épuration

Points a retenir

v  L’étude met en avant qu'aucune matrice boues ni agents structurants n'est vierge de
contaminants, quelle que soit son origine et les procédés ou pratiques mises en ceuvre
= Plus de 30 contaminants détectés dans des déchets verts et ménagers

v’ Les données collectées apportent une vision transversale des pratiques de stabilisation
par compostage, comparant une plateforme normalisée et une exploitation agricole.
= Les teneurs résiduelles peuvent étre jusque 100 fois plus élevées
- 6 contaminants relevés a des teneurs plus élevées que la littérature
- 11 contaminants supplémentaires quantifiés dans les boues stabilisées

v L’évaluation du devenir des contaminants dans la filiére a permis d’identifier 22
contaminants résistants a la filiere de production et de stabilisation des boues

- Des contaminants avéreés résistants : antibiotiques, antihypertenseurs

- Des contaminants émergents a surveiller : antifongiques et antidépresseurs
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CHAPITRE IV

Occurrence des résidus pharmaceutiques et pesticides
dans différents types de sols amendés par compostage,
et comparaison a la pratique de I'épandage

Ce chapitre présente I'évaluation de l'occurrence dans les sols d’'un panel de 67 résidus
pharmaceutiques et pesticides issues de l'utilisation de deux types de boues, pour la
fertilisation des sols par :

- des composts agricoles a base de boues non stabilisés, d’une part,

- des boues pateuses, d’autre part.

L’étude a porté, dans un premier temps, sur la réalisation de prélevements saisonniers de sols
aux contextes pédologiques variés. Ces sols sont anciennement amendés avec des composts
agricoles depuis plus de 15 ans, et I'activité d’amendement a cessé durant les trois années de
I'étude (Site 1). L'étude des sol valorisés par des produits résiduaires organiques a été
complétée par I'analyse de sols inclus dans un plan d’épandage (Site 2), sur la méme période.

Cette étude® vise a renforcer I'état des connaissances actuelles sur le devenir des
pharmaceutiques dans I'environnement a la suite des pratiques d’amendement et de
compostage par l'intégration de composés de la littérature identifiés dans la matrice source et
d’autres encore peu voire non-investigués, a notre connaissance, par les études in-situ.
L’étude détaillée de ces résultats évaluera la compréhension de l'occurrence des
contaminants sur I'apport répété a long terme des produits résiduaires organiques a différents
types de sols amendés, pour prévenir sur les potentiels effets du retour au sol.

9 Toutes les références introduites se tiennent a des expérimentations dites de terrain.
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IV.1. Introduction

Les stations de traitements des eaux usées urbaines ont pour fonction de traiter plus de 1
milliard de m® d’eaux usées produites par les activités domestiques en France avant leur rejet
dans le milieu aquatique (Lesueur et al., 2019). Plusieurs catégories de polluants organiques
non reglementés issus de produits pharmaceutiques et d’hygiéne corporelle, des agents
antimicrobiens, des répulsifs a insectes ou encore des édulcorants ont été identifiés dans ces
effluents jusqu'a des concentrations de l'ordre du pg.L?. Ces nouvelles catégories de
contaminants sont reconnues comme essentielles a suivre compte tenu de leurs effets avérés
ou suspectés sur les écosystémes aquatiques et la santé humaine [e.g. (Han Tran et al., 2018;
Luo et al., 2014; Petrie et al., 2014a)]. Bien que la directive Cadre sur 'Eau (2000/60/CE)
préconise la réduction voire la suppression des substances identifiés dans les effluents. Il a
été largement documenté qu’une partie des substances présentes dans les eaux usées se
retrouvent retenues dans les boues de stations aprés traitement (Sellier et al., 2022).

La constante production des boues urbaines nécessite la mise en place des mécanismes de
gestion et de management de ces produits issus du traitement des eaux usées suivant les
études d’analyse de cycle de vie (Christodoulou and Stamatelatou, 2016; Kelessidis and
Stasinakis, 2012; Seleiman et al., 2020b; Suh and Rousseaux, 2002). La valorisation agricole
des boues d’épuration est considérée comme une pratique pérenne de valorisation parmi les
plus avantageuses face aux autres pratiques d’incinération, ou d’enfouissement par exemple.

La fertilisation des sols agricoles par les boues de stations d'épuration apparait donc
aujourd’hui comme une pratique de recyclage peu couteuse permettant de boucler le cycle de
la matiere organique par le retour au sol. Outre la source de matiére organique, les boues
d’épuration sont riches en nutriments pour les cultures permettant la fertilisation des sols et
'amélioration des rendements (Bourdat-Deschamps et al., 2017b; Hamdi et al., 2019;
Seleiman et al., 2020b, 2020a; Sharma et al., 2017; Suh and Rousseaux, 2002). L’apport en
une biomasse riche par la valorisation agronomique permet également de reconstituer le stock
humique du sol (Garcia-Gil et al., 2004; Gianico et al., 2021).

Les nombreux avantages de I'amendement organique des boues en font une filiere de
valorisation privilégiée, cependant cette pratique est strictement encadrée du point de vue
sanitaire et environnemental (European Directive 91/271/EEC of 20/05/91, Part 503
Environmental Protection Agency of the United States) (Martin-Diaz et al., 2020; Oberg and
Mason-Renton, 2018). En effet, la valorisation agronomique s’effectue, d'une part, si
l'innocuité des épandages des boues d’épuration est assurée vis-a-vis des sols (absence de
microorganismes pathogénes), et d’autre part, si la valeur agronomique remplit les conditions
énoncées par l'arrété du 08 janvier 98 sur I'épandage des boues :

« La nature, les caractéristiques et les quantités de boues épandues ainsi que leur utilisation doivent étre telles

que leur usage et leur manipulation ne portent pas atteinte, a la santé de I’homme et des animaux, a I'état
phytosanitaire des cultures, a la qualité des sols et des milieux aquatiques. »

Bien que la valorisation agronomique des boues constitue la principale voie d’élimination en
Europe par les propriétés nutritives et fertilisantes (Eurostat, 2021b; Mateo-Sagasta et al.,
2015), celles-ci sont considérées comme une source considérable de polluants divers tels que
les éléments traces métalliques (e.g. Hg, Cd, Pb, Ni, Cr, Zn, Cu), les composés organiques de
type hydrocarbures aromatiques polycycliques et polychlorobiphényles (Kinney et al., 2006;
Meng et al., 2016; Patureau et al., 2012) remettant en question l'intérét de leur valorisation
agricole. En effet, les applications répétées entrainent une constante augmentation de la
contamination en ces éléments toxiques dans les sols et les eaux de lixiviation (Fang et al.,
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2018). Des reglementations supplémentaires sur la qualité des boues en termes de teneurs
limites de concentrations et de doses cumulées décennales, ont été ainsi fixées. Cette notion
de flux cumulés sur 10 ans prend de I'importance lorsqu’elle est limitée a 30 tonnes (ms).ha"
1,10 ans™. Comme les parcelles valorisées par des composts de boues normés ne font pas
I'objet d’un suivi de contréle des flux, ces derniers sont traduits en préconisation d’usage.

Au méme titre que les éléments traces métalliques, les composés organiques bien qu’ils
puissent étre dégradés par les communautés biologiques peuvent devenir toxiques a haute
dose pour les microorganismes du sol (Buta et al., 2021; Cycon et al., 2019; Noguera-Oviedo
and Aga, 2016; Seyoum et al., 2021; Wu et al., 2021), en modifiant le pouvoir de résistance
des communautés, et par conséquent, en altérant la microbiologie du sol. Face aux directives
mises en place concernant certaines catégories de contaminants, des préoccupations
émergent sur la présence de résidus pharmaceutiques (RPs) non réglementés dans les boues,
dont les études mettant en avant un potentiel risque sur I'environnement qu'ils soient apportés
par les phases liquides ou solides des effluents résiduaires urbains (Biel-Maeso et al., 2018;
J Martin et al., 2012; Thomaidi et al., 2016).

Ces contaminants non éliminés par les traitements standards des boues pourraient étre
problématiques dans les produits résiduaires utilisés pour l'usage agronomique. Ainsi,
'épandage et les amendements de ces produits contaminés pourraient entrainer une
augmentation des niveaux de RPs par leur contact direct avec les sols et leur transport dans
les compartiments environnementaux avoisinants. Ces derniéres années, les connaissances
concernant la contamination des divers compartiments environnementaux liée a I'application
aux sols de produits issus de stations d’épuration ont été renforcées sur les composés
pharmaceutiques susceptibles de s’accumuler dans cette matrice pour se transférer vers les
cultures (Ben Mordechay et al., 2018; Kinney et al., 2009; Wu et al., 2012, 2010a; Zhang et
al., 2021) et atteindre par ruissellement les eaux de surface (Ghirardini and Verlicchi, 2019;
Gottschall et al., 2012; Gray et al., 2017; Yang et al., 2012), ou encore les eaux souterraines
par lirrigation et linfiltration des précipitations (Burri et al., 2019; Gottschall et al., 2012; Li,
2014; Loos et al., 2010; Wojstawski et al., 2019).

L’idée est généralement admise que la lixiviation des substances organiques des boues vers
les eaux souterraines est un phénoméne négligeable (Cortet et al., 2011; Garcia-Santiago et
al., 2017). Or, aprés une valorisation des produits résiduaires organiques, autant pour les
boues liquides, pateuses, que compostées, les connaissances actuelles soulignent un besoin
accru de renforcer les connaissances globales sur I'évaluation, la détection et la caractéri-
sation dans I'écosysteme terrestre des RPs initialement identifiés dans les boues. En effet,
les évaluations des pires scénarios de flux de contamination par les RPs dans les sols
amendés estiment des charges annuelles aprés épandage pouvant atteindre quelques
centaines de grammes a une centaine de kilogrammes par hectare sur la surface des sols
(lvanova et al., 2018a). Cependant, les études sur leur présence dans les sols amendés et les
environnements aquatiques récepteurs sont restreints @ moins de 50 RPs parmi 9 catégories
thérapeutiques, principalement des antibiotiques, des anti-inflammatoires et des
antihypertenseurs (Ghirardini and Verlicchi, 2019; Meijas et al., 2021; Verlicchi and Zambello,
2015), alors que la littérature dans divers produits résiduaires organiques met en évidence
'occurrence de 305 RPs appartenant a 32 catégories thérapeutiques différentes (Sellier et
al., 2022),.
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L’investigation de nouveaux RPs suscite un intérét majeur en raison des nouvelles
préoccupations concernant les concepts d’évaluation de I'impact sur I'environnement apres
une contamination progressive de I'écosystéme aquatique et terrestre (e.g. résistance aux
antibiotiques, potentiel de toxicité sur les organismes terrestres et aquatiques) (Bondarczuk et
al., 2016; Camotti Bastos et al., 2020; Clarke and Smith, 2011; Meijas et al., 2021; Oppel et
al., 2004; Patureau et al., 2012; Prosser and Sibley, 2015; Thomaidi et al., 2016; Vazquez-
Roig et al., 2012; Wilkinson et al., 2017; Wu and Zhu, 2016). Le développement de méthodes
analytiques spécifiques aux contaminants de type résidus pharmaceutiques dans les produits
résiduaires organiques (Chapitre Il) a contribué a élargir la liste de contaminants et surtout &
améliorer les performances analytiques. Par conséquent, une forte variabilité des teneurs en
RPs a été observée dans les produits issus des boues d’épuration allant de quelques ng.kg™
a plusieurs centaines de pg.kg™ voire quelques mg.kg™ (ms) (Sellier et al., 2022). Par ailleurs,
les protocoles actuels d’extraction des sols ne permettent pas une sélectivité identique que les
protocoles d’extraction des boues pour 'ensemble des contaminants analysés.

Il est important de noter que les performances des méthodes analytiques rencontrées
présentent un frein a l'interprétation de la contamination des sols fertilisés par les produits
résiduaires. Les apports en produits résiduaires, selon les pratiques d’enfouissement,
représentant moins de 5 % massique de la quantité de sol (normes et précautions d’'usage,
Introduction). Cela implique un effet de dilution des RPs significatif conduisant a des teneurs
potentiellement inférieurs aux limites de détection (Chapitre 11.B).

Les gammes de concentrations rencontrées dans les sols peuvent tout de méme atteindre
quelques dizaines a centaines de pg.kg® (ms). Un certain niveau de persistance des
antibiotiques a été observé, notamment pour les fluoroquinolones a hauteur de quelques
ug.kg?! a dizaines de mg.kg* (Golet et al., 2002; Gottschall et al., 2012; Walters et al., 2010;
Wu et al., 2010b). Une étude montre la persistance des fluoroquinolones 5 mois apres
amendement a des teneurs de I'ordre de 250 a 450 pg.kg™ (ms) sans présenter de mobilité
vers le sous-sol, ou leur détection s’effectue jusque 20 cm de profondeur a des teneurs de 50
ug.kg! (ms) (Golet et al., 2003). 21 mois aprés application de produits résiduaires, les teneurs
ont été relevées entre 290 et 320 pg.kg? (ms) (Golet et al., 2002). Par ailleurs, moins
fréequemment observés dans les sols, l'anticonvulsant carbamazépine et les anti-
inflammatoires ibuprofene et diclofénac ont néanmoins été quantifiés & des teneurs
relativement proches des limites de quantification de I'ordre de quelques pg.kg™* (Bourdat-
Deschamps et al., 2017b; Golet et al., 2003).

La littérature suggere que le comportement des RPs dans le sol résulte d'un systéeme
complexe de processus qui dépend de multiples facteurs (e.g. les propriétés physico-
chimiques des composés cibles, des sols, des eaux interstitielles). Les teneurs ainsi mesurées
dans les sols dépendent de multiples facteurs, étroitement liés aux contextes des études
(conditions spatio-temporelles), a savoir les conditions agricoles (e.g. la fréquence et la
quantité d'application des produits résiduaires organiques), ou encore les conditions
pédoclimatiques (e.g. les caractéristiques du sol, les événements pluvieux), qui semblent
influencer a parts variables le devenir des RPs dans les sols amendés (Verlicchi and Zambello,
2015). L'ensemble de ces facteurs soulignent aussi une distribution des RPs dans les
compartiments environnementaux contrdlée par divers processus comme :

1 - la sorption (ab/ad/dé-sorption) sur la phase argilo-humique et la matiére organique,

2 - la dégradation par des processus physiques, chimiques ou biologiques,

3 - la formation de résidus non-extractibles,

4 - la formation de complexes limitant la biodisponibilité et I'extraction des contaminants.
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Une fois introduits dans les sols suivant les pratiques d’épandage et d’'amendement, les
composés organiques présents dans les boues d’épuration et composts peuvent étre
mobilisés par contact avec I'eau d’irrigation ou les précipitations et détectés a la fois dans la
phase dissoute et sur les particules en suspension (Gray et al., 2017; Yager et al., 2014; Yang
et al., 2012). La mobilisation peut étre principalement contrdlée par la désorption et la mise en
solution en fonction des propriétés des contaminants.

Le devenir des pharmaceutiques dans les sols est expliqué par trois mécanismes majoritaires :
(i) le transport conservatif ou les quantités retrouvées dans les couches superficielles du sol
correspondent aux quantités apportées,

(i) la sorption aux constituants du sol entraine une immobilisation des contaminants ou un
certain retard dans leur transport,

(iii) la dégradation ne permettant pas d’établir un bilan de masse complet des contaminants
lorsque les quantités et concentrations introduites sont connues.

Trois autres mécanismes minoritaires ont été identifiés (Thiele-Bruhn, 2003) :

(i) I'absorption par les plantes et les (micro)organismes du sol,

(i) la photo-dégradation, et

(iii) la volatilisation a partir de I'eau ou du sol.

La littérature actuelle souligne que le transport réactif est moindre face a I'immobilisation des
contaminants par la forte présence des contaminants dans la couche superficielle du sol avec
une faible occurrence dans les couches plus profondes (Maurer et al., 2020). Bien que le
transport soit limité dans les mois suivant I'application des produits résiduaires, les tendances
seraient partagées a long terme entre une accumulation dans la couche arable (=arrét,
accumulation) et une mobilité limitée (Beausse, 2004) par (i) le ruissellement vers les eaux de
surface, ou (ii) les écoulements des eaux de drainage vers les eaux souterraines (Bourdat-
Deschamps et al., 2017b; Gottschall et al., 2012). Des recherches récentes ont montré le
potentiel de plusieurs RPs (ex. tylosin) a étre mobilisés par les eaux de ruissellement aprés
épandage de biosolides (Edwards et al., 2009; Wu et al., 2010b).

La texture du sol pourrait également étre un paramétre influant sur la mobilité des RPs, qui
semble plus faible dans un sol sableux gu’argileux (Wu et al.,, 2010b). Des processus
d'échange de cations seraient impligués dans la rétention des composés, avec des
interactions importantes entre l'argile et les composés cibles adsorbés. Les interactions
électrostatiques et de répulsion joueraient un role important dans la compréhension du
transport des RPs. Ainsi, la sorption des RPs de type antibiotiques dans le sol dépendrait de
multiple variables comme le pH et la composition du sol (matiéres organiques et minéraux)
(Thiele-Bruhn, 2003). La mobilité des RPs dans le sol, et par conséquent leur potentiel de
contamination des eaux souterraines et de surface, serait également influence par la quantité
de substance appliquée, l'intensité des événements pluvieux et la structure du sol (Drillia et
al., 2005; C. S. Monteiro and Boxall, 2010).

La quantification de certains RPs dans le “topsoil” aurait encore lieu plus d'un an aprés
I'application de boues (Arun et al., 2020; Golet et al., 2003; Gottschall et al., 2012), suggérant
limportance des processus réversibles de sorption et de désorption des produits résiduaires
organiques aux sols récepteurs. La biodégradation serait aussi considérée comme l'un des
mécanismes principaux régissant le devenir des RPs avec la sorption (Oppel et al., 2004;
Silver et al., 2018). Cependant, aucune donnée quantitative sur I'importance relative de la
sorption ou de la biodégradation n’a été rapportée, bien que la dégradation soit toujours
considérée comme substantielle et rapide pour la majorité des composés excepté la
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carbamazépine (Salvia et al., 2014). Il est important de noter que le type de boues apporté
pourrait impacter sur les taux de dégradation en raison de différences dans les communautés
et les propriétés microbiennes (C. S. Monteiro and Boxall, 2010). De plus, les effets de certains
composeés, comme la sulfaméthazine, peuvent réduire les populations bactériennes et ainsi
impacter la dégradation microbienne des contaminants ciblés (Thiele-Bruhn, 2003).

Il semble que la matiére organique apportée par les produits résiduaires organiques puisse
favoriser la biodégradation via la mobilisation des contaminants par cotransport avec les
matieres organiques dissoutes (substances humiques, carbone organique) dans les sols
(Thiele-Bruhn, 2003), favorisant les processus de dégradation (Banzhaf and Hebig, 2016b;
Golet et al., 2003). Aussi, il est important de noter que certains composés peuvent s’associer
aux particules fines, favorisant leur mobilisation. Les niveaux plus élevés de matiére organique
dans les couches superficielles de sol pourraient augmenter la capacité de sorption des
contaminants et expliquer leurs teneurs élevées (Beausse, 2004; Maurer et al., 2020; Silver et
al., 2018). Cependant, la potentielle persistance observée dans les couches superficielles de
sol, avec une dégradation inférieure a 30 % voire moins de 1 % (Ghirardini et al., 2021; Goulas
etal., 2017), pourrait étre expliqguée par des concentrations si fortes qu’elles dépasseraient les
seuils de biodégradabilité (Golet et al., 2003), ou une adsorption accrue avec une teneur
élevée en matiere organique (les particules du sol et les produits résiduaires a grande surface
spécifique) impliquant une biodisponibilité réduite au microorganismes (Xu et al., 2009).

La compilation des études actuelles envisage la possibilité d’'une augmentation continue des
teneurs dans les sols amendés a chaque apport de produits résiduaires organiques, soit un
potentiel d'accumulation élevé par une tres faible biodégradabilité. Bien que I'ajout de matiere
organique puisse favoriser la mobilisation des RPs, celle-ci serait limitée excluant a priori leur
devenir dans les eaux souterraines a court terme, tendance discutée a long terme étant donné
les niveaux de contaminants quantifiés dans les eaux souterraines (Khaska et al., 2017; Le
Gal La Salle et al., 2018).

Le transfert des RPs dans les compartiments du sol dépend de variables complexes,
individuelles, binaires ou méme multiples (e.g. les propriétés physico-chimiques des
composés d’intérét comme la polarité, le coefficient de partage octanol-eau log Kow, le
coefficient de distribution solide-eau (log Kd) ; les caractéristiques de 'amendement utilisé, la
qualité et les propriétés du sol comme le taux de matiére organique, la capacité d’échange
cationique) (Al-Rajab et al., 2015; Patureau et al., 2012; Zhang et al., 2021). Le transfert des
RPs a travers les couches de sol serait influencé par (Drillia et al., 2005; Salvia et al., 2014):
- le type de sol (caractéristiques, teneur en argile, pH, capacité d'échange cationique),

- les quantités de résidus pharmaceutiques appliqués,

- lintensité des précipitations.
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L’application des boues entraine des conséquences multiples sur la dégradation des
contaminants organiques par rapport a des sols non amendés. Ainsi, un équilibre existe en la
capacité d’adsorption qui tend a réduire la biodisponibilit¢ (teneur élevée en matiere
organique), et l'augmentation relative de la population microbienne dont l'action de
dégradation est limitée par la biodisponibilit¢ des pharmaceutiques (Borgman and Chefetz,
2013). L’amendement et fertilisation organique par les boues résiduaires organiques réduirait
les taux de dégradation et de dissipation des pharmaceutiques estimés contrairement aux
contextes d’irrigation et de réutilisation des eaux usées (Ben Mordechay et al., 2018; Fu et al.,
2016; Shao et al., 2018).

Les propriétés physico-chimiques des pharmaceutiques influencent significativement leur
mouvement dans les sols; par exemple, la présence de structures basiques (composés a un
état d’ionisation positif), augmente I'affinité de sorption des composés, entrainant un potentiel
accru d’adsorption avec des groupes fonctionnels sur les surfaces du sol, et de la matiere
organique du sol particuliérement polaire (Zhang et al., 2021). La dépendance des
contaminants a la spéciation ne doit pas étre exclue, ni le fait que le pH du sol puisse modifier
leur spéciation (Wang et al., 2018). De nombreuses corrélations sont observées entre les
espéeces ioniques et les contaminants sorbés aux sols amendés ou la spéciation ionique des
RPs lors de leur sorption et désorption des boues d’épuration et leur mobilisation dans les sols
amendés serait primordiale. Pour les composés neutres, une faible mobilité dans les sols peut
également s'expliquer par la présence d'un cycle aromatique hydrophobe (Salvia et al., 2014).

Un schéma prédictif de la majorité des mécanismes de sorption a été établi sur I'nypothése
d'équilibre, comprenant les diverses interactions identifiées avec la matiere organique ou
l'argile et les charges des contaminants (S. C. Monteiro and Boxall, 2010). Les mécanismes
les plus importants sont I'association avec la matiére organique, I'échange d'ions, I'adsorption
sur les constituants minéraux, la liaison hydrogene et la formation de complexes avec des
cations métalliques. Il est considéré que I'adsorption serait principalement due aux interactions
ioniques et non aux interactions hydrophobes (Diaz-Cruz et al., 2009; Thiele-Bruhn, 2003).

La diversification des composés organiques identifiés comme émergents, autres
qu’antibiotiques, nécessite une évaluation approfondie de leur devenir dans I'environnement.
Malgré les études réalisées concernant le devenir des pharmaceutiques dans I'écosystéme
terrestre, encore peu de données sont disponibles sur leur devenir quand ils sont apportés par
un produit organique issues des boues d’épuration.

Les données sur leurs niveaux deviennent restreintes, notamment lorsque les méthodes
analytiques deviennent une limite & leur étude dans les compartiments terrestres. L’absence
de méthodes d’analyse normalisées dans I'étude de la contamination environnementale par
les résidus pharmaceutiques intensifie le manque de connaissances sur l'identification des
composés dans les sols. Par ailleurs, 'hétérogénéité des études, et le peu d’informations
disponibles sur les données d’amendement et leur contamination en RPs constituent un frein
supplémentaire dans la comparaison des observations. Malgré les limites analytiques, le
besoin d’améliorer la compréhension du devenir des contaminants dans les sols et des
facteurs influencant est essentiel pour évaluer I'enjeu environnemental de la gestion des boues
et le retour de la matiere organique aux sols. Il est ainsi important d’étudier les caractéristiques
des parcelles réceptrices susceptibles d’interférer avec les pratiques d’épandage, et de
présenter des résultats lorsque les boues sont évacuées dans des conditions compatibles
avec les restrictions environnementales.
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Chapitre IV

Cette étude s’inscrit dans I'objectif de renforcer I'état des connaissances sur le devenir des
résidus pharmaceutiques dans I'environnement aprés valorisation agricole des boues
d’épuration. Pour ce faire, des sols a pédologies et historiques d’amendement variés ont été
investigués proposant une base de réflexion sur la thématique de retour au sol de cette matiére
organique inévitablement produite du traitement des eaux usées.

Les études in-situ sont restreintes, et les données relatives aux contaminations des composts
de boues sont rares. Cette étude in-situ compléete ces lacunes, d’autant plus que ce cas de
valorisation agricole ne comprend que des préconisations d’'usage.

En vue d’acquérir des données sur la persistance des contaminants organiques aprés I'apport
répété de produits résiduaires organiques sur une décennie, des parcelles de sols amendés
représentatives de la zone méditerranéenne et cévenole typique, sont prélevées en région
Occitanie. Afin d’étudier I'évolution des contaminants organiques avec la profondeur, des
profils d’échantillonnage a différents horizons de sols sont effectués dans des parcelles aux
caractéristiques variant suivant différents facteurs (e.g., évolution spatiales et temporelles,
apports en produits organiques, distribution granulométrique, propriétés physico-chimiques).

L’évaluation de la contamination liée a cet usage s'effectue au-dela du nombre de
contaminants maximal investigué a notre connaissance, soit 67 contaminants organiques,
considérant au moins 58 d’entre eux introduits parmi les sources de composts agricoles.
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IV.2. Matériels et méthodes

IV.2.1. Contexte général de I'étude

L’évaluation du contexte permet de donner le cadre de I'étude ou les criteres géomorpho-
logiques et climatiques établissent I'aptitude du sol a recevoir et épurer la contamination. Bien
que les parametres physico-chimiques des boues (e.g., siccité, stabilité) et des sols (e.g.,
pédologie, MO, CEC) puissent jouer un réle majeur, la connaissance du site permet de mieux
appréhender la vulnérabilité des compartiments environnementaux engageés.

Les contextes pédo-géologiques des sites d’étude peuvent permettre d’identifier des facteurs
susceptibles d'influencer le transfert des contaminants dans les sols amendés. Le contexte
climatologique permet d’observer I'importance des événements pluvieux en fonction des
périodes de fertilisation organique en identifiant les périodes de percolation susceptibles de
favoriser le transport des contaminants vers les eaux de surface et les eaux souterraines.

IV.2.1.1. Contexte géologique
L’étude est étendue a deux exploitations utilisant des produits résiduaires organiques, en
région Occitanie (Fig.IV-1.A), localisées dans deux contextes géologiques tres distincts.

Roches sédimentaires [ Cakcaires, mames, gypse M Sables W Grés B Craie M Argiles
Roches métamorphiques Bl Schistes et grés ©Gn
Roches magmatiques I Granites

k{2 e L ; :

Figure IV-1. Localisation des sites d’intérét : Cartes géologiques détaillées et simplifiées (BRGM).
Fig.IV-1.A. Localisation des sites d’études a I'échelle nationale Echelle 1:650000.
Fig.IV-1.B. Carte géologique détaillée de localisation des sites d’étude a I’échelle 1:100000.
Fig.IV-1.C. Carte géologique simplifiée de localisation des sites d’étude a I'échelle 1:100000.
Production : logiciel QGis3 (v3.16.4-Hannover). Description : Notice de carte géologique BRGM — UZES (1:50 000).
m c1—albien : peu typique de la région d'Uzés.a La Bruguiére, un niveau de sable phosphaté jaunatre fossilifére,
autrefois exploité a Leymeriella, repose sur les grés et calcaires marneux Orbitolines.

e2— éocene inférieur : sables, grés, et argiles bariolées ; formations, d'origine fluvio-lacustre, constituées de
sables quartzeux et d'argiles plus ou moins sableuses, bariolées, avec des teintes rouge, blanche et jaune.

g—oligocéne.

p— pliocéne (marneux indifférencié) : constitués essentiellement d'argiles finement sableuses, de marnes, de
sables (et de silts), dépots marins saumatres et continentaux s'ordonnant dans I'ensemble selon un cycle
sédimentaire (illite prédominante de 60 a 70%, proportions variables de kaolinite de 10 a 40%, et smectite <30%).

* Le Site 1 (UZES, Fig.IV-1.B, Fig.IV-2,3), est localisé dans le Gard au nord d’'Uzes, sur les
communes de Belvezet et La Bruguiere, a 300 m d’altitude dans un contexte géologique
composeé principalement des formations sédimentaires d’age crétacé a tertiaire dominés par
des affleurements des roches calcaires. La carte géologique du Site 1 (notice BRGM - UZES,
carte géologique 1:50 000) comprend la majeure partie de I'ancienne « Uzége » proche du
Rhoéne, c'est-a-dire la partie nord-est du Languedoc. Plusieurs ensembles géologiques et
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structuraux occupent le territoire, or seuls les plateaux de Crétacé inférieur nous intéressent,
plateaux trés cassés et affectés par de nombreuses failles, couvrant une grande partie de la
région (Fig.IV-3) (Rolley, 2007). Aussi, le Site 1 est constitué par des dépots sablo-gréseuse
issue du démentellement de roches cristallines du massif cévenole. Cette zone principalement
calcaire, se caractérise par des plateaux en altitudes et des zones en dépressions ou
I'évolution pédogénique des sols est marquée par la géologie locale ainsi que I'évolution
climatique récente du secteur pendant le quaternaire (Notice de la carte géologique d’Uzes,
feuille n°939). La description géologique simplifiée du site (Fig.IV-1.C) peut étre résumée a
des formations résiduelles, colluviales et détritiques, reposées sur des substratums composés
de roches calcaires et marno-calcaires.

L’exploitant réceptionne des boues d’épuration issues de procédés de digestion a partir
desquelles il compose ces composts agricoles (Chapitre Ill). L'amendement de ces produits
est effectué sur diverses parcelles d’historiques variant de 5 a 15 années, moyennant 20
tons.hal.an? de matiére brute selon les conditions climatiques qu'il rencontre et le temps
disponible face a son activité professionnelle principale.

Deux zones peuvent étre détaillées au Site 1, localisées sur deux communes (Fig.IV-3) :
* Belvézet, zone considérée par I'agriculteur comme des terres agricoles sans potentiel par
une forte présence d’argile et un taux faible en matiére organique.

* La Bruguiere, zone représentée comme des terres a fort potentiel agricole par un support
riche en minéraux apportés par charriage hydraulique, est anticlinale®, avec une bordure
calcaire fortement composée de débris et centre plus riche en sédiments variés.

Figure IV-2. Carte géologique résumant les zones d’intérét du Site 1 : Belvézet, La Bruguiére (BRGM).
Fig.IV-2.A. Localisation des sites d’études a I'échelle nationale Echelle 1:650000.
Fig.IV-2.B. Intersection de deux cartes géologiques de localisation du Site 1 a I’échelle 1:100000.
Fig.IV-2.C. Carte géologique de localisation du Site 1 a I’échelle 1:100000.
Production : logiciel QGis3 (v3.16.4-Hannover). Description : Notice de carte géologique BRGM — UZES (1:50 000).
OE - Loess : d'épaisseur trés variable souvent comprise entre 2 et 5 métres. Limons de couleur jaune pale a
rouge poreux et tendres, contenant des grains de quartz, des argiles, fréquemment calcareux (20 a 25 % de
COsCa), reposant souvent sur une couche d'argile rouge et de cailloutis essentiellement urgoniens.
m ns—: bédoulien — aptien inférieur : marnes noiratres épaisses.
m1 — burdigalien : supérieur - molasse calcaire jaundtre, moyen - marneuse, inférieur - gréseuse verdatre.
m c2— cénomalien : supérieur - série de calcaires roux ou gris, +/- sableux, associés a des grés durs puis des grés
durs et tendres avec niveaux de spongolite blanche, légére et tendre. moyen a argiles et lignites inférieur - sables
avec barres de grés quartzites durs, purs ou ferrugineux, et de couleur fréquemment rougeéatre

10 Anticlinale : plaques tectoniques qui se rejoignent lors de la formation des Alpes et des Pyrénées avec
déformation des calcaires, pour suite de plisser les couches de calcaires accumulant une couche de sédiments.
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* Le Site 2 (LUNEL, Fig.IV-1.B, Fig.IV-3), est localisé dans un contexte cétier limitrophe aux
département du Gard et de I'Hérault, au sud de la nappe de la Vistrenque a une altitude de 5
m, dans I'agglomération des Pays de I'Or (clause de confidentialité). Ce site est couvert par
des deépbts récents d’age quaternaire issus principalement par les dép6éts alluviaux du Rhéne
et des sédiments marins de la derniére période de déglaciation (Flandrienne ~ 10 kans).
L’évolution géologique récente, depuis le miocéne jusqu'au quaternaire a tres fortement
contribué a la situation pédologique locale (Notice de la carte géologique de Lunel, feuille
n°991). La description géologique (Fig.IV-1.C) indique que la couverture sédimentaire de
surface est principalement composée de dépots détritiques limono-sableux.

L’exploitant participe a des plans d’épandage de boues pateuses de 1 a 4 tons.ha'.an™. Les
apports cumulés varient de 5 a 20 tons.ha®, appliqués sur 15 années successives.

Zone Cévenole

Faille des Cévennes

TERRAINS SEDIMENTAIRES Zone des Garrigues
Faille de Villefort

PLIO-QUARTERNAIRE

] Aot P

[EEE Caillouts, saties et arciles du Quatemalre ancien et du Plocéne

TERTIAIRE Faille de Nimes

[ Molasses mamo-sableuses du Mioczne
] Marmes, grs, calcaires de 'Oligocéne

[ Marmes, calaies, s, sbles,
conglomérats de | Eocine

Costiéres

SECONDAIRE

[0 ssbes, sr2s, quartaties calcalres, argles du Crétacé supérieur
Calcaires du Créiacé moyen (Urgonien)

[ celceires, calcaires argleux, marmes cu Crétace inférieur

Dolomies, calcaires argleux, calcaires du Jurassique supérieur et moyen ~—— Contour géologque
[ Dolomies, calcaires, marmes du Lias

Faille

[EE] Avgies barioiées, calcaire, dolomies cu Trias
TERRAINS CRISTALLINS
PRIMAIRE

D Série métamarphique
schistes, micaschistes

B Genite

Echelle
B Congloménts, gras, schistes, houille du Carbonifire 6 5 W 5 @

Figure IV-3. Localisation des sites a I’échelle du département du Gard.
Réutilisation de la carte issue de I’essai de synthése géologique du département du Gard (Rolley, 2007).

A titre d’information

Histoire géologique.

La surface représentée dans le Gard dans la zone d’Uzes se trouvait pendant le Crétacé inférieur dans
la zone littorale des faciés de type provencal, caractérisée par une importante sédimentation calcaire.
Les formations les plus anciennes sont celles de I'Hauterivien, constituées de calcaires argileux et de
marnes d’épaisseur notable et se poursuivant dans toute la série du Barrémien inférieur. C'est a ce
niveau que se manifeste le passage aux formations calcaires récifales de I’'Urgonien, qui occupent
ensuite la moitié supérieure de cet étage. L’Urgonien se présente sous forme de calcaires cristallins
compacts et épais avec des Rudistes, et constitue la plupart des massifs de la feuille. L'Aptien inférieur
marneux et transgressif repose sur une surface urgonienne (rivages) et, bien qu'il donne lieu a plusieurs
dépressions, il est peu visible. L'Aptien supérieur gréseux apparait le plus souvent sous forme d'une
barre caractéristique.
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Remarques tectoniques.

La région d'Uzés présente plusieurs types d'accidents tectoniques :

1. Les accidents pyrénéo-provencaux orientés ouest-est sont les plus importants et probablement les
plus anciens : antéoligocénes. La faille de Roquemaure en est le type méme ; passant au sud de Saint-
Victor-laCoste, elle intéresse la bordure nord urgonienne jusqu'a Pougnadoresse et peut-étre méme
au-dela. Les failles de la Tave, d'Aigaliers et de Saint-Victor-des-Oules ont la méme direction. Ce
systeme majeur a sans doute déterminé I'orientation générale traduite par les massifs urgoniens.
2. Les accidents « alpins» de direction nord-est a sud-ouest, dont le type est |a faille de Nimes, affectent
la bordure sud urgonienne au nord d'Estézargues, la faille du massif des Angles-Théziers ainsi que celle
de Saint-Bonnet. Ces accidents se sont produits au cours de I'Oligocene.

3. Les accidents Nord-Sud, failles et décrochements, parfois gauchis au nord-ouest, affectent tant les
séries crétacées urgoniennes, cénomano-turoniennes et oligocénes donnant des compartiments
abaissés ou relevés.

Morphologie et hydrogéologie.

Le trait frappant de la région d'Uzeés est la présence des grandes surfaces planes urgoniennes, plateaux
a peine ondulés par des plis larges qui apparaissent au passage des anticlinaux et se présentent comme
des surfaces structurales dues a I'action de I'érosion sur I'Urgonien. Le réseau hydrographique est en
général indépendant de la structure géologique d'ensemble. Il semble en effet s'étre mis en place lors
de périodes d'aplanissement ayant masqué plus ou moins complétement les éléments fondamentaux
de cette structure. Les érosions pliocénes et quaternaires ultérieures ont simplement entrainé
I'approfondissement de ce réseau sans modifier son orientation. C'est ainsi que le Gard s'enfonce dans
I'Urgonien calcaire dur et pas dans des formations crétacées et tertiaires, plus tendres. Plusieurs
niveaux aquiféres sont a signaler d'abord dans le Barrémien marneux (e.g , Belvézet) car les calcaires
crétacés donnant des plateaux secs et arides peuvent souvent contenir des nappes importantes. Le
Cénomanien sablo-gréseux représente un niveau intéressant ou sont effectués plusieurs captages
(e.g., Saint-Laurent-la-Vernéde). Le Miocéne de base sableux, ainsi que la molasse au nord et au SE
d'Uzes sont aquiféres, mais fournissent des débits variables.

L’étude de la géologique des sols des sites d’étude permet d’observer une diversité et des
évolutions géologiques conduisant a la mise en place de matériaux argileux, sableux avec une
dominance de carbonates, d’oxides et de matériaux sableux. Les conséquences impliquent
une diversité de sols, ces derniers étant connus pour étre de bons supports des contaminants
organiques mais de faibles contenants en matiére organique.

IV.2.1.2. Contexte climatologique

L’altitude générale de la région donne au climat une tendance méditerranéen avec une
pluviométrie moyenne inférieure a la pluviométrie métropolitaine, dont les ordres de grandeur
atteignent 1040 mm.an’. La région est caractérisée par une influence climatique particuliére,
spécifique au sud de la France. L'influence continentale se traduit par des écarts thermiques
et une pluviométrie relativement hétérogéne entre les périodes hivernales et estivales. En
effet, des sécheresses intenses et déficits pluviométriques sont observés en période estivale,
tandis que des épisodes cévenols caractérisent la période automnale.

Le climat rencontré dans le département du Gard est un climat méditerranéen relativement
chaud et sec (Carter et al., 2019; Sadutto et al., 2021; Seifrtova et al., 2009; Vazquez-Roig et
al., 2012, 2011) (Tab.IV-1, Fig.IV-4,5). La distribution des précipitations tout au long de I'année
y est relativement hétérogene, atteignant une pluviométrie cumulée en moyenne entre 600 a
800 mm.an, ou des disparités sont relevées en accord avec la morphologie du paysage. Un
climat doux en hiver et chaud I'été avec de faibles précipitations annuelles variant de 550 a
600 mm.an’, s'observent au sud du département, a proximité du Site 2. Le climat est atténué
dans les terres, au niveau des Cévennes, ou l'influence des climats continental et océanique
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augmentent les précipitations annuelles de 800 & 1000 mm.an?, a proximité du Site 1.
L’altitude peut jouer sur le climat avec une élévation sensible de la pluviométrie et un
abaissement des températures notamment en hiver.

Tableau IV-1. Donnés climatologiques des deux derniéres décennies sur le Gard (MétéoFrance).

Evolution des pluviométries et températures sur les périodes d’épandage des sites d’étude (2000-2020), données
relevées aux stations météorologiques les plus proches des sites, c’est-a-dire distancés d’une vingtaine de kms

des sites d’intérét : Site 1 — Uzés proche de Méjannes-le-Clap (station n°30164001, altitude = 318 m ; Office
national des foréts, Météo France). Site 2 — Lunel proche de Marsillargues (station n°34151005, altitude =4 m ;
Météo France, Conseil général ou régional).

Année 20 00 01 02 03 04 0 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Station Méjannes-le-Clap

Précipitation

(mm.an-) 991 954 1668 1076 893 723 940 549 1284 826 1205 781 783 931 1651 867 1018 563 1359 844 648
::ir:p‘ o) 90 -1,7 -83 -1 -50 -104 54 -63 -52 -1 -89 -46 -11 -54 -23 -35 -30 -74 -86 -3,7 -46
max. (°C) 359 380 354 397 355 356 368 370 369 375 378 344 370 347 365 366 358 380 381 451 373
Station Marsillargues

Précipitation

(mm.an-) 515 681 669 817 561 575 419 441 850 663 782 622 431 476 643 578 600 330 1124 424 416
:;‘elr:p(,c) -41 -86 -5,7 -82 4,4 94 58 -70 60 95 -81 -65 -98 -57 -1,4 -35 -28 -55 -54 -35 -36
max. (°C) 360 362 355 410 370 374 381 371 361 380 352 370 386 351 353 372 361 395 384 426 39,5

Les variations de précipitations sont clairement représentées en Fig.IV-4. L'influence du
massif cévenole manifeste clairement une augmentation de la pluviométrie au niveau du Site
1, avec des épisodes pluvieux intenses, mais relativement homogénes entre les années
moyennent des hauteurs d’eau mensuelles d’'une centaine de mm (min. = 40 mm a juin-juil.,
max. = 125-145 mm a sept.-nov.). L’apparition des pluies violentes (épisodes cévenols),
principalement a 'automne et au printemps, provoque des inondations ou jusque 350 mm
peuvent étre déversés en I'espace de quelques heures (précipitations maximales mesurées
en 24H). Ces épisodes peuvent représenter 14 a 97 % du cumul des hauteurs de précipitations
mensuelles, dont ces dernieres peuvent atteindre jusqu’a 556 mm. Les moyennes annuelles
de précipitations mesurées a proximité du Site 1 sont évaluées supérieures a 550 mm. Les
années 2002 et 2014 se sont révélées particulierement arrosées avec des hauteurs de
précipitation atteignant plus de 1600 mm.an™. Sur les 20 derniéres années, la précipitations
moyenne annuelle est estimée entre 687 et 1120 mm. Comme décrit précédemment, les
précipitations dans le sud du Gard, a proximité du Site 2, supérieures a 220 mm.an™ sont
particulierement plus basses qu’'au Site 1, puisqu’elles ne dépassent pas 907 mm.an™. Les
précipitations ces 20 dernieres années ont été relativement homogéenes définissant des
variations annuelles de 415 a 785 mm, ou les hauteurs cumulées moyennent une cinquantaine
de mm.mois? (min. = 20-30 mm a juin-aodt, max. = 75-90 mm & sept.-nov.).

Les orages conséquents impliquant des excés en eau (inondations — nov. a fév.) alternent
avec des périodes de déficit pluviométrique (sécheresse — mai a sept.). Les périodes de
sécheresse pluviométriques peuvent étre accentués par des sécheresse thermiques. Les
températures minimales peuvent descendre en-dessous de -11°C (2001) et monter jusque
45°C (2019). Ainsi, l'alternance de pénurie et d’excés en eau est observée avec des
sécheresses en été et des inondations en automne-hiver (Fig.IV-5).

188



Cumul des hauteurs de precipitations o Precipitation maximale en 24H
Station Méjeannes-le-Clap
500

Précipiatations mensuelles (mm)

o o2 %y 0 @ @ « N o
153 508 OFK 4 X & AR ye o

0:2000 ZUEH-A 2002 .2003 ZSN-ZUDS 2006 éué? 2008 2009 2010 201!"2012 2013 2;014- -2015 206 ZDI-% 2018 2019 2020
Figure IV-4. Chronique temporelle des précipitations (2000-2020) sur la communes de Méjannes-le-
Clap (n°sandre=30164001) (Gard, France)

Données issues de la publitheque MétéoFrance.
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Figure IV-5. Chronique temporelle des températures (2000-2020) sur la commune de Méjannes-le-
Clap (n°sandre=30164001) (Gard, France)
Données issues de la publitheque MétéoFrance.

L’étude climatologique permet de déterminer les périodes favorables a I'épandage en
déterminant les périodes possibles d’accés aux parcelles et les périodes de drainage afin de
limiter le transfert des contaminants vers les compartiments aqueux, c’est-a-dire les eaux de
ruissellement, les eaux de surface et les eaux souterraines et superficielles.

Il est important de noter que les caractéristiques climatiques peuvent se résumer ainsi :
- les précipitations moyennes annuelles sont variables, selon les orages méditerranéens, avec
d’'importants événements pluvieux en automne et une baisse significative en été,

- un risque important d’arrét de la végétation du fait de la faiblesse des températures en hiver,
- un stress hydrique relevé en été en lien avec des températures élevées,

avec pour conséquences (i) un potentiel de lessivage relativement variable suivant la période,
(i) une absorption potentiellement réduite par les plantes en éléments solubles en été, et (iii)
une minéralisation réduite des contaminants organiques introduits par amendement.

Ainsi, les précipitations rencontrées sur les sites d’intérét peuvent étre pénalisantes pour
I'épandage, notamment au Site 1, ayant pour conséquence I'inaccessibilité aux parcelles ainsi
que de potentiels phénomenes de lessivage et mobilisation des contaminants.
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IV.2.2. Stratégie de prélévements

Dans l'objectif d’observer I'impact a long terme de I'application répétées de boues pateuses et
de composts de boues, la sélection des parcelles a fait 'objet d’'une stratégie tenant compte
des contextes géo-climatiques, ainsi que des lieux, et des profondeurs de sols pouvant
impacter sur les caractéristiques pédologiques des sols.

Les périodes d’échantillonnage ont été définies suivant la temporalité saisonniere. La Fig.IV-
6 représente les apports en produits résiduaires connus sur les différentes parcelles, ainsi que
la campagne d’échantillonnage effectuée. Comme mentionné, les précipitations peuvent étre
pénalisantes pour des raisons de lessivage des contaminants vers les eaux souterraines, de
ruissellement vers les eaux superficielles, et d’accessibilité aux parcelles. Etant donné les forts
événements pluvieux ayant eu lieu sur les sites durant la période d’étude de 2018 a 2020
(Fig.lV-4), cette derniere raison explique l'absence d’amendement. Néanmoins, les
préléevements ont été maintenus. La Fig.IV-6 représente la temporalité des apports en produits
résiduaires connus sur les différentes parcelles, ainsi que la campagne d’échantillonnage.

Sol A X XX
S0l B X XX
S0l C HX X
S0l D BX ..
SolE X X
Sol F X X
S0l G X X
Sol H X X
5 Y % % X
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X X X ey X s % X X

SPE=69ha 24 13 30 s
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i3 i4 15
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Figure IV-6. Chronologie des apports en produits valorisables et périodes d’échantillonnage.

Les sols A a H ont été amendés par des composts agricoles, pour lesquels les fleches noires (<)
représentent les périodes sur lesquelles au moins un apport a 20 tons.ha™ de matiére brute a été
effectué. Les sols | ont été épandus par des boues pateuses, ol les croix noires (x) précisent les apports
et les tonnages, en tons.ha? de matiére brute, effectués et déclarés dans les plans d’épandage.
Les croix rouges (X) identifient chacune des campagnes d’échantillonnage suivant le sol prélevé.
IV.2.2.1. Présentation des parcelles de I'étude.

Etant donné la convention de confidentialité signée a l'instar du Site 2, seule la stratégie
d’échantillonnage sur le Site 1 est présentée.

Le choix des parcelles prélevées a été établi en considérant :
1 — La variabilité pédologique spatiale d’'une maniére a couvrir un large panel de propriétés ;
2 — L’historique d’amendement d’une maniére a prélever des parcelles au contexte variable.

Les prélevements ont été réalisés selon des profils verticaux entre 0 cm et 60 cm. Cette
stratégie permet de couvrir les profondeurs impliqués par : (i) I'enfouissement des produits
organiques, (ii) le labourage des sols, et (iii) la mobilisation des contaminants présents dans
les matrices amendées jusqu’aux couches argileuses denses.

En l'absence des cartes pédologiques disponibles du secteur d’étude, la localisation des
parcelles sélectionnées est précisée sur les fond géologique (Fig.IV-7) et IGN (Fig.IV-8).
En I'absence d’historiques détaillé, le choix s’est porté sur huit parcelles fertilisées par des
produits organiques a base de boues d’épuration pour des périodes allant de 5 a 15 années
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(Fig.IV-7, points ®). Deux parcelles vierge de composts de boues ont été sélectionnées
(Fig.IV-7, points O) afin de constituer une base de comparaison des teneurs dans les sols.

Le cadre reglementaire de localisation des parcelles vis-a-vis des eaux souterraines a été
étudiée. Selon les bonnes pratiques d’utilisation des produits résiduaires organiques (Annexe
Il de I'arrété du 8 janvier 1998), 'ensemble des parcelles se trouvent distancées de plus de 35
m des puits déclarés pour la consommation humaine et présentent une bande d’isolement de
5 m par rapport aux ruisseaux permanents (conditions liées a I'enfouissement immédiat des
produits). Ainsi, la cartographie de la vulnérabilité des aquiféres sur la zone d’étude a été
représentée par des périmetres de protections éloignés des captages (Fig.IV-7, délimitation -
---), permettant de visualiser que 'ensemble des parcelles agricoles se trouvent relativement
distancées des zones vulnérables aux contaminations et pollutions.

Figure IV-7. Carte géologique montrant les parcelles prélevées du Site 1 : Belvézet, La Bruguiére, avec
spécification des zones de protections des captages éloignées (BRGM,QGis3).

La délimitation en pointillées (----) désigne les zones de protections des captages éloignées pour la production
d’eau potable. Les parcelles prélevées sont désignées par des points ® et O désignant respectivement les
parcelles amendées et dépourvues d’apport en boues.

IV.2.2.2. Caractérisation des échantillons.

L’échantillonnage sur cette zone d’étude permet d’évaluer I'implication des amendements sur
un secteur représentant une homogénéité géologique (Fig. V-8, points ®O).

La pratique du co-compostage n’a pas permis le prélevement direct des composts agricoles a
base de boues, ces derniers étant directement incorporés aux parcelles au moment du
mélange. Cependant, grace a la collaboration de I'agriculteur, un échantillon du compost
agricole introduit aux sols C et D (Fig. IV-6) a pu étre récupéré, et d’autres biodéchets (e.g.
composts agricoles, déchets verts, déchets ménagers) retrouvés a proximité des parcelles
comme étant des excédents ont été prélevés (Fig.IV-8, points m). Ces échantillons sont
intéressants pour caractériser la matrice et approximer la contamination qui a été introduite.
Néanmoins la durée du stockage n’est pas connue.
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Figure IV-8. Carte IGN des parcelles du Site 1 désignant les points de prélevements de sols (A-H) pour
la composition d’échantillons représentatifs de sols, de composts et d’eaux superficielles (QGis3).
Cartes produites a I’aide du logiciel QGis3 (v3.16.4-Hannover).

La délimitation en pointillées (----) désigne les zones de protections des captages éloignées pour la production
d’eau potable. Les parcelles prélevées sont désignées par des points ® et O désignant respectivement les
parcelles amendées et dépourvues d’apport en boues. Les composts de I’agriculteur (composts agricoles a base
de boues d’épuration, composts issus de déchets ménagers, composts de déchets verts) ont été prélevés en plein
champ, dont les localisations sont données par les points m. Des points d’eaux superficielles sont désignées par
des points a. Les cadres a et b désignent les zones d’études de La Bruguiére et de Belvézet, respectivement.

IV.2.2.2.1. Echantillons de compost

Les échantillons de composts et biodéchets ont été prélevés au moment de 'amendement
épandage et durant leur stockage en champ entre 2018 et 2020, permettant d’obtenir 22
échantillons, dont 12 composts agricoles, 4 déchets verts et 6 déchets ménagers.

L’innocuité et I'efficacité agronomique des boues ont été démontrées par leur caractérisation
par un laboratoire accrédité COFRAC N°1-0751 (SADEF, France), dont le Tab.IV-2 résume
les caractéristiques physico-chimiques globales des composts de I'agriculteur. Le ratio C/N =
12-16, correspond a une libération rapide par minéralisation des éléments fertilisants, ou les
indices élevés (C/N > 15) peuvent traduire un compostage incomplet.

Tableau IV-2. Caractéristiques physico-chimiques globales des composts agricoles.

La densité varie de 0.45 4 0.6 kg.L™. Données exprimées selon la masse séche puis la masse brute. Sic. — Siccité ;
OM — Matiere organique ; OC — Carbone organique ; N — Azote total ; N-NHa4 — Azote ammoniacal ; N-NOs — Azote
nitrique ; P20s, K20, CaO, MgO — Oxydes de phosphore, potassium, calcium, et magnésium.

Ph Sic. OM ocC N N-NH4 N- P20s K20 CaO MgO

[range] (%) gkg? | gkg? g.kg? g.kg! | NO: | gkg | gkg | g.kg?! | gkg
g.kg? 1 1 1

6.7t07 | 85-67 | 512-592 | 252-327 | 20.3-21.4 | 1.3-27 | <0.02 | 11-13 | 12-14 | 99-124 | 13-19

[5.6-7.6] 369 —437 169-218 13.3-17.3 1.0-1.8 7-10 7-12 62-93 8-16
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Tableau IV-3. Polluants inorganiques et organiques des composts et seuils reglementaires.

Teneurs exprimées en mg.kg™ de matiére séche (105°C). Eléments Traces métalliques (NF EN ISO 17294) : As —
Arsenic ; Cd — Cadmium ; Cr — Chrome ; Cu — Cuivre ; Hg — Mercure — Ni — Niquel ; Pb — Plomb ; Se — Sélenium ;
Zn — Zinc. Comprosés traces organiques de type Hydrocarbures Aromatiques Polycyclique (NF X 33-012) : HAP1
— Benzo(b)fluoranthéne ; HAP2 — Benzo(a)pyréne ; HAP3 — Fluoranthéne.

As Cd Cr Cu Hg Ni Pb Se Zn HAP1 | HAP2 | HAP3

Seuils 18 3 120 300 2 60 180 12 600 15 2.5 4

Com.1 | 461 | 099 | 470 | 200 | 0.39 | 329 | 91.7 | <15 | 488 0.8 0.45 1.11
+1.63 | #0.26 | #14.6 | #24 | +0.16 | 7.1 | #19.5 +69

Com.2 | 6.01 | 1.19 | 76.0 | 238 | 531 | 63.9 169 <15 | 464 0.36 0.13 0.59
+2.03 | #0.29 | #21.3 | #28 | #+0.97 | £10.9 | +28 +66

Com.3 | 6.01 | 3.39 | 414 | 320 | 1.15 | 33.7 148 <15 | 549 0.3 0.13 0.60
+2.03 | #0.61 | #13.2 | #37 | +0.33 | +7.2 +26 +77

Com.4 | 515 | 1.21 131 263 | 1.18 | 70.9 196 <15 | 540 0.57 0.22 0.88
+1.78 | #0.30 | +33 +31 | #0.34 | #11.7 | #31 +76

Les teneurs obtenues en polluants inorganiques et organiques respectent la réglementation
sur valorisation en agriculture des produits résiduaires organiques. L’analyse des teneurs en
contaminants organiques est détaillée au Chapitre Il1.

IV.2.2.2.2. Echantillons de sols

Des échantillons composites homogenes représentatifs de chaque profil de sol (> 2 kg du
niveau prélevé et du type de sol rencontré) ont été préparés a partir de 5 sous-échantillons de
sol, respectant les recommandations d’usage (NF EN 12579). Chaque prélevement est réalisé
selon un profil identifié par la position topographique des parcelles (Fig.IV-8,9).

Chague sol a été prélevé sur trois horizons, dans la couche superficielle de sol (0 - 20 cm), et
les couches plus profondes, soit les horizons 20 — 40 cm, et 40 - 60cm. Afin d’évaluer
l'influence impliquée par les mélanges, des mesures directes de pH ont été effectuées sur la
couche superficielle 0 — 20 cm (humides, secs, conservés, remaniés) a I'aide d’'une sonde
multiparamétrique spécifique a la mesure directe dans des sols humides. Pour comparaison,
le pH de I'eau du sol a également été mesuré par la mise en suspension de I'échantillon de
sol sec a un rapport 1 /5 (v/v) (NF 1ISO 10390, sonde InLab ExpertPro - Mettler Toledo). Une
quantité de 100 g de chaque échantillon de sol homogénéisé (quartage) a été lyophilisée
pendant 24H pour en déterminer le taux d’humidité et la préparer pour I'extraction et I'analyse
des contaminants organiques. Les échantillons représentatifs de chaque parcelle ont été
mélangés et séchés a l'air ambiant (atmosphere laboratoire, 20°C + 5°C, ~48H), puis tamisés
atravers un crible de diamétre de maille =2 mm, conformément a 'OCDE (NF EN ISO 16720,
NF EN ISO 16179). Le tamisage a moins de 2mm a permis d’assurer 'homogénéité des
échantillons et d’éliminer les constituants grossiers et résidus indésirables de la fraction
granulométriqgue pour la détermination de la densité structurale (e.g., débris minéraux,
végétaux, macrofaune).

La caractérisation des sols a été effectué sur les échantillons, prélevés en période séche, pour
s’assurer de la conservation de la distribution granulométrique, soit les échantillons issus de
la période estivale de 2020. L’analyse des paramétres agronomiques et propriétés physico-
chimiques des 18 échantillons de sols, représentatifs de chaque horizon homogéne, ont été
réalisées au méme laboratoire accrédité COFRAC N°1-0751 (SADEF, France) (Tab.IV-4).
La caractérisation des sols a permis leur classification pédologique en fonction de leur texture
(Fig.IV-10), a tendance sableuse (sol A), limoneuse (sols B et E) ou argileuse (sols C, G et H).
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Figure IV-9. Cartes IGN des parcelles prélevées du Site 1 désignant les points de prélevements de sols
(A-H) pour la composition des échantillons représentatifs des parcelles d’étude (QGis3).

Cartes produites a I'aide du logiciel QGis3 (v3.16.4-Hannover).

Fig.IV-9.a. Parcelles d’étude assimilées a la zone d’étude de La Bruguiére (Fig.IV-1-3, Fig.IV-7,8).

Fig.IV-9.b. Parcelles d’étude assimilées a la zone d’étude de Belvézet (Fig.IV-1-3, Fig.IV-7,8).

La délimitation en pointillées (----) désigne les zones de protections des captages éloignées pour la production
d’eau potable. Les points de prélevements des parcelles amendées sont désignés par des points ®.

= R <&

Dans le cadre d’'une valorisation agricole des boues, des analyses de caractérisation des sols
portant sur les paramétres agronomiques, les teneurs en éléments traces métalliques et en
composés organiques ont été réalisées.

194



Tableau IV-4. Caractéristiques pédologiques des sols en fonction des profondeurs de prélevement.
Les pédologies sont données pour des sols secs et tamisés & 2 mm (NF ISO 11464). pH (NF ISO 10 390) ; CE — Conductivité a 20°C (NF I1SO 11265) ; CO3?% - Carbonates totaux (NF ISO 10 693) ;
Caractérisation agronomique exprimée en g.kg™ de masse séche : OM — Matiére organique ; OC — Carbone organique (NF I1SO 14235) ; N — Azote total (NF ISO 13 878) ; Granulométrie sur les
fractions d’argile (clay) / de limons (fin et épais) / de sables (fin et grossiers) (NFX 31-107 sans décarbonation) ; CR — Capacité de rétention ; Moisture — Humidité pondérale des sols a pF
(logarithme de la succion) équivalent a 2.8 et 4.2 ; CEC - Capacité d’échange cationique, Metson meq.kg™ (NFX 31 130, exprimé au pH du sol) ; Eléments majeurs échangeables (NFX 31108,
NFX 31161) : P20s - Phosphore; K20 - Potassium; MgO — Magnesium ; CaO - Calcium; NazO - Sodium; Aluminium échangeable < 5 mg.kg™ ; Oligo-éléments assimilables DTPA (NFX 31121): Fe —
Fer ; Mn — Manganese ; Cu— Cuivre ; Zn — Zinc ; B — Bore. Mercure total <1 mg.kg™.

Soil A

Soil B

Soil C

Soil E

Soil G

Soil H

PHeau

7.3
7.0
7.0

8.0
8.2
8.3

8.2
8.3
8.4

8.2
8.3
8.3

8.2
8.4
8.4

8.2
8.3
8.4

CE

mS/cm

0.12
0.07
0.06

0.09
0.08
0.08

0.10
0.09
0.09

0.09
0.09
0.09

0.10
0.09
0.09

0.12
0.10
0.09

COz*

%

<0.5
<0.5
<0.5

3.3
3.3
3.9

58.4
60.5
61.8

127
105
3.6

56.9
56.5
55.4

56.2
57.1
56.7

oM
gkg’
1

30.1
24.0
195

30.2
19.2
11.6

26.4
20.3
16.5

222
141
7.4

214
15.0
10.6

28.2
20.4
15.2

Cco

gkg*
17.4
13.8
11.3

175
1.1
6.72

153
117
9.52

12.8
8.17
4.3

124
8.68
6.11

16.3
11.8
8.79

1.69
1.34
1.07

1.86
1.20
0.74

1.58
127
1.03

1.36
0.86
0.5

133
1.05
0.78

1.73
1.23
0.99

Clay Fine Thick Fine Coarse CR

(%)
16.0

16.2
17.0

18.8
18.1
18.7

29.2
29.7
295

22.0
233
255

235
24.9
27.9

24,0
248
24.7

silt (%)
7.9 9.2
8.4 9.6
7.7 8.2
13.1 17.0
13.0 17.3
13.3 179
35.1 14.6
37.7 115
38.0 134
16.6 21.7
16.7 24.9
17.1 30.2
30.6 243
321 234
35.2 20.7
35.9 19.0
38.2 16.2
34.8 19.0

sand (%)
36.7 302
412 246
39.7 274
303 208
302 214
253 248
11.6 9.5
11.3 9.8
105 8.6
242 155
225 126
19.4 7.8
14.3 7.3
13.4 6.2
10.8 5.4
13.8 7.3
14.2 6.6
13.7 7.8

Moisture %

pF
%lsec 2.8
47 13.7
48 14.0
44 14.0
52 16.3
47 15.0
50 152
48 232
46 217
48 212
49 18.8
49 18.4
49 19.4
49 18.9
48 18.3
56 18.4
52 21.9
52 20.5
52 20.2

pF

4.2
8.6
8.7
9.3

9.8
8.7
8.8

142
135
133

115
116
12.4

114
112
12.0

11.0
118
118

CEC

Metson pHsil

127
125
116

140
126
135

127
120
116

141
143
147

107
108
114

137
132
129

158
146
134

184
157
153

169
152
142

177
165
159

141
132
131

181
164
154

P20s

a/kg
0.35
0.26
0.22

0.70
0.40
0.13

0.20
0.14
0.09

0.26
0.11
0.02

0.08
0.05
0.03

0.24
0.11
0.05

K>0

a/kg
0.29
0.19
0.17

0.35
0.17
0.11

0.31
0.21
0.17

0.17
0.13
0.12

0.19
0.15
0.14

0.31
0.21
0.19

MgO

g/kg
0.25
0.24
0.22

0.23
0.19
0.17

0.19
0.17
0.16

0.17
0.15
0.15

0.15
0.13
0.12

0.21
0.20
0.19

CaO

g/kg
3.88
3.44
3.16

9.44
10.2
10.9

115
114
111

11.6
121
115

105
113
11.2

116
11.9
118

Na,O Fe
g/kg  mg/kg
0.025 435
0.025 63.8
0.022 56.5
0.015 224
0.015 235
0.014 17.2
0.018 13.8
0.013 11.8
0.012 9.8
0.011 15.5
0.014 12.3
0.018 9.2
0.011 7.6
0.012 7.0
0.016 6.8
0.014 10.7
0.009 9.8
0.009 9.1

Mn
mg/kg
9.9

12,0
17.7

55
4.5
3.6

4.9
4.4
4.5

4.7
5.9
3.9

75
5.6
4.0

7.0
6.0
5.7

Cu
mg/kg
10.6

14.4
14.9

25
2.3
1.3

11
1.0
0.84

189
131
2.5

0.72
0.64
0.56

0.78
0.8
0.62

Zn
mg/kg
5.1

3.3
25

3.6
16
0.51

21
11
0.58

11
0.53
0.25

0.52
0.25

2.1
0.98
0.47

mg/kg
0.54

0.46
0.43

0.8
0.49
0.33

0.3
0.24
0.25

0.33
0.26
0.15

0.25
0.22
0.18

0.38
0.31
0.22
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1. Clay
ifty- o i i Organic matter content
g- é:gg;y loam studied SOI.IS 100% acgurdmg to depth sampling
- Y sandy loam soil
g. gaﬂgy c\‘ay \ WSoil A 20-30 g/kg
. Sandy-clay loam loamy soil 15-25
-25 glkg
6. Clay loam HSoil B <O> 520 gikg
7. Sitty M Soil E
8. Silty-loam silty-clay-loam soil
30 Iég:rd'; W Soil C
. M Soil G
11.Loamy sand SoilH %Silt

12.Sandy loam

© literature soils

100% 100%

100% SoSand 100% %Sand

Figure IV-10. Diagramme des texture des sols étudiés selon la classification USDA.

Gauche : comparaison de la classification granulométrique des sols d’intérét aux sols amendés par la littérature
(Ghirardini and Verlicchi, 2019). Droite : identification de la classification granulométrique des sols, distingués
des profil de profondeur de prélevement ou la teneur en matiére organique, aux prélévement correspond a 20
—40 cm et 40 — 60 cm, est exprimée par rapport au prélévement de surface (0 - 20 cm).

Les sols D, F et | n"apparaissent pas sur les triangles des textures étant donné I'absence d’analyse leur étant
associé. Les sols D et F sont respectivement considérés ayant des caractéristiques similaires aux sols C et E, selon
leur positionnement géographique (FiglV-9). Les sols | n’ont pas été analysés mais relévent de sols argileux.

Les sols de cette étude peuvent se décrire de la maniére suivante :
- Les sols étudiés montrent une tendance vers des valeur pH alcalins.

- Les taux de matiére organique sont relativement élevés (> 5 g.kg™). Cette richesse en matiére
organique est clairement identifiée dans les profondeurs de labour par les apports en produits
résiduaires organiques avec des teneurs atteignant 20 - 30 g.kg™* dans les 20 premiers cm, et
ou la profondeur identifie une diminution du taux de matiére organique a = 10 - 15 g.kg™.

- Les teneurs en carbone organique et en azote diminuent proportionnellement avec la
profondeur. Les rapports C/N entre 8 et 10, désignant 'indice de degré de I'évolution de la
matiére organique, sont relativement bons d’un point de vue agronomique (8 < C/N < 14). Un
C/N élevé indique une vitesse de minéralisation et une libération rapides des éléments.

- Les capacités d’échange cationique des sols sont variables entre 107 meq.kg? < CEC < 184

meq.kg?, suggérant une bonne capacité a immobiliser les éléments et composés
échangeables, qu’ils soient organiques et inorganique.

- Les éléments majeurs échangeables montrent des teneurs relativement élevées (P,Os > 0.16
mg.kg! et K,O > 0.19 mg.kg™) voire au-dessus des valeurs optimales (MgO > 0.1 mg.kg?,
CaO > 3.35 mg.kg?), dont les teneurs diminuent jusqu'aux profondeurs de 40 cm pour se
stabiliser a I'horizon le plus profond.

- Les oligo-éléments sont généralement au-dessus des valeurs recommandées sur toute la
profondeur du sol prélevé. Le zinc, et le cuivre sont mesurés a 20 cm de profondeur a des
teneurs respectivement supérieures a 1.2 mg.kg?, et 0.4 mg.kg™. Le fer, le magnésium et le
bore sont mesurés a 60 cm de profondeur a des teneurs respectives supérieures a 20 mg.kg
1,8 mg.kg?, et 0.44 mg.kg?.
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Chapitre IV

Une reconnaissance par le classement international des sols (Munsell Soil color book) permet
I'identification des principales topologies rencontrées dans les zones d’étude (TablV-5, Fig.IV-
11). La couleur des sols est ainsi déterminée qualitativement par référence a un code
international de couleur, la charte Munsell, ou la modification des teintes d’'un méme profil de
sol signale des caractéristiques dépendantes de I'activité biologique du sol. Il indique
principalement (1) le degré de drainage, (2) le contenu en matiére organique, et (3) le degré
d’altération chimique, tout en apportant une indication sur les especes minérales dominantes.
Les sols d'intérét de cette étude, bien qu’ils montrent des caractéristiques variées (Tab.IV-4,
Fig.IV-10) présentent des couleurs relativement similaires, a savoir de jaune (Y), jaune-rouge
(YR), a rouge (R), suivant la parcelle d’étude, la profondeur et la période d’échantillonnage.

Tableau IV-5. Classification internationale de la coloration des sols.
La classification globale des sols prélevés, suivant leur profondeur soit P1—0a 20 cm, P2-20-40cm, P3-40-
60 cm.se désigne, en trois étapes, de la maniére suivante :
- lateinte associant un chiffre avec un lettrage, correspondant a la couleur majeure du sol
Y —yellow (jaune), YR — yellow/red (jaune/rouge), R — red (rouge)
- lavaleur distinguée suivant que la teinte du sol soit claire (8) a sombre (2.5)
- lachrominance, c’est-a-dire la puissance de la couleur, comme la saturation d’un état coloré.

Profondeur du préléevement
Code du sol p1 P2 P3
Sol témoin limoneux 2.5YR3/3
Sol témoin argileux 2.5Y8/2 2.5Y8/2
Sol A 2.5YR2.5/1 2.5YR 2.5/1 2.5YR2.5/1
Sol B 7.5YR3/3 10R 4/3 10R 4/5
Sol C 10 YR 6/4 10 YR 6/5 10 YR 6/5
Sol D 10 YR 6/3 2.5Y6/3 2.5Y6/3
Sol E 10 YR 6/3 10 YR 6/3 10 YR 6/3
Sol F 2.5Y5/4 2.5Y5/3 2.5Y5/3
Sol G 2.5Y8/2 2.5Y6/3 2.5Y7/3
Soil H 5YR5/5 5YR5/4 5YR5/4

Sont données a la suite des photographies des différents sols tamisés a 2 mm afin de
visualiser les différences qui peuvent étre observées (Fig.IV-11). A noter que la désignation
des couleurs doit se faire sur sol humide malléable, a lumiére naturelle indirecte, en 'absence
d’une couche de verre ou de plastique pour comparer a la référence Munsell.

Figure IV-11. Classification de la coloration des différents types de sols, suivant leur échantillonnage.
Les photographies présentées ci-aprés sont désignées du type de sol, la profondeur et la temporalité de
prélevement. Les sols témoins, supposés absents d’apports ainsi que les sols composites utilisés au
développement et a la validation de la méthode sont précisés. Les photographies des produits résiduaires
organiques de I'étude sont également associées, a savoir des boues d’épuration lyophilisées, des composts de
boues normés NFU 44-095, des composts agricoles a base de boues et des agents structurants issus de déchets
verts et de déchets ménagers.
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Figure IV-11. Classification de la coloration des différents types de sols, suivant leur échantillonnage — Visualisation des sols humides
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Figure IV-11. Classification de la coloration des différents types de sols, suivant leur échantillonnage — Visualisation des sols humides
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Chapitre IV

IV.2.3. Analyse des contaminants

Le compostage représente une alternative économique et écologique moins restrictive a la
valorisation en agriculture des boues pateuses. Le co-compostage des boues avec des
déchets verts est mis en ceuvre dans le cas d’étude du Site 1. Chacune des pratiques
nécessite des prérequis d’analyse afin de respecter certains critéres tels que le respect des
seuils en éléments métalliques, et la connaissance en contaminants organiques. Ainsi, cette
étude applique la méthode d’analyse, détaillée en Chapitre I, permettant d’évaluer
'occurrence des contaminants organiques de type résidus pharmaceutiques et pesticides
dans différents types de sols : le cas de sols sableux, limoneux et argileux.

Les échantillons ont été conservés a -20°C dans des sacs en plastique scellés afin de stopper
I'activité bactérienne des sols et préserver les contaminations de la dégradation biologique.
115 analyses des contaminants organiques sont réalisées, en duplicatas. Des analyses de
contréles sont introduites dans les séries analytiques selon la préparation (humide, sec,
lyophilisé) et de stockage (-20°C, ambiant) pour assurer de I'impact négligeable sur les
niveaux de contamination mesurés dans les sols d’étude.

Les contaminants organiques d’intérét ont été choisis, sur la base de de la littérature, plus
particulierement leur forte détection et occurrence dans les diverses matrices solides produites
par les stations d’épuration (Chapitre 1) (Sellier et al., 2022). Ainsi, les 48 résidus
pharmaceutiques, répartis dans un dizaine de catégories thérapeutiques, la caféine, et les 15
pesticides sont analysés. lls représentent un large panel de propriétés physico-chimiques, a
travers leur coefficient de partage octanol-eau caractérisant leur hydrophobicité variée (-3.5 <
log Kow < 6.9), la gamme de polarité menant I'ionisation de 39 composés (16 bases, 18 acides,
5 neutres) suivant leurs constantes d’acidité (3.6 < pka < 16.0 et -1.6 < pkp < 9.8). Cette
sélection permet d’étudier les contaminants susceptibles d’étre présents et persistants dans
les sols amendés (Klement et al., 2018; KodeSova et al., 2016a, 2015).

La méthode UAE-SPE-LC-MS? validée en Chapitre I.B est utilisée pour I'analyse des
contaminants sélectionnés dans des échantillons de sols amendés. Les informations relatives
aux composés sélectionnés et performances de méthode sont détaillées en Chapitres I-Il, les
limites de détection (MDL) et les limites de quantification (MQL) sont rappelées en Tab.IV-6.

En résumé, 5 g de sol sec et tamisé a 2 mm sont soumis a une extraction séquentielle
(acétonitrile/méthanol/eau ultrapure 7/1/2, qualité LC-MS, VWR) assistée par ultrasons (20
min, 30°C) en conditions acides (pH = 3.0 — 250 pL acide acétique dilué a 50% v/v, Sigma-
Aldrich), et en conditions alcalines (pH = 9.0 — 500 pL hydroxyde de sodium 1M, Sigma-
Aldrich). Les surnageants obtenus par centrifugation des échantillons (10 000 rpm, 5 min,
20°C) sont successivement extraits sur cartouche Oasis PRIME HLB (2cc, 150mg, Waters),
en mode « pass-through », permettant un gain de temps considérable. L’éluat est évaporeé a
sec sous courant d’azote (n2, 40°C), avant d’étre repris dans 50 yL de solvant.

Les erreurs sur les mesures sont déterminées par la loi de propagation des erreurs, tenant
compte de la justesse et de la fidélité de la méthode. Les mesures de contrdle qualités par
'analyse de blancs, du suivi des solutions de dopage et des gammes d’étalonnage ont été
effectués tout au long des séries d’analyse afin d’assurer la qualité des données produites.
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Chapitre IV

IV.3. Résultats

L’analyse des 10 types de sols amendés apporte des données supplémentaires importantes
sur la contamination organique par l'identification de 36 contaminants, soit 28/48 résidus
pharmaceutiques, 7/15 pesticides et le stimulant caféine (Tab.IV-10, Fig.IV-12,13).

La plupart des contaminants montrent des teneurs encore quantifiables, relativement proches
des limites de la méthode analytique employée. Afin de sortir des tendances sur le devenir
des résidus pharmaceutiques dans les sols, les résultats obtenus sont présentés (Fig.IV-12) :
- par type de sol, sous la forme d’histogrammes des teneurs cumulées propres a chaque
catégorie (= stimulant, smmmm mm pharmaceutiques, m pesticides),

- selon les profondeurs de prélevements (P1 - 0 a 20cm, P2 - 20 a 40 cm, P3 - 40 a 60 cm),
- en fonction de la temporalité des prélévements.

Les données acquises apportent des résultats additionnels a la compréhension du devenir des
contaminants dans les sols amendés. Un apercu des gammes de teneurs en contaminants
suivant le type de sol, pour des amendements en compost agricoles a base de boues
d’épuration (Sols A-H) et des épandages de boues péateuses (Sols 1) est donné en Tab.IV-6.
Ce tableau présente ainsi les fréquences de détection sur 'ensemble de la campagne pour
chaque sol (Fig.IV-12 a Fig.IV-15) incluant toutes les données, suivant la profondeur (P1 - 0
a 20 cm, P2 -20 a 40 cm, P3 — 40 a 60 cm) et la campagne de prélevement (Fig.I\V-6). Les
limites de la méthode, la limite de détection (MDL) d’une part, et la limite de quantification
(MQL) d’autre part, sont rappelées pour chaque contaminant, aux trois types de sols étudiés
(sols a tendance sableuse, limoneuse, argileuse).

IV.3.1. Sols témoins, supposés vierge d’apport organique contaminé

De facon surprenante, les analyses concernant des sols supposés exempts de fertilisation par
les boues d’épuration révélent des teneurs pour 16 contaminants organiques (Tab.IV-6,
Fig.lV-12,13). Trois contaminants sont communs aux deux sols témoins a tendance limoneuse
et argileuse. VAL, GEM et CAFE, sont observés a des teneurs respectives inférieures aux
limites de quantification, proches de 1.5 ug.kg* (ms), a des cumuls variant de 1.9 + 0.4 pg.kg-
1(ms) a 3.5 + 2.8 ug.kg* (ms) (Fig.IV-12,13).

Le sol t¢émoin argileux indique la présence d’HYDRO a hauteur de 0.8 + 0.1 pg.kg™* (ms), tandis
que 5 autres des contaminants (VAL, ACEB, SFDZ, METRO, FENO) sont seulement détectés.
Le sol témoin limoneux montre une plus grande diversité en termes de contamination ou SFMX
et DIU sont respectivement quantifiés a 0.3 = 0.2 pg.kg? (ms) et 0.9 + 0.2 pg.kg? (ms),
détectant la présence de 6 autres contaminants (SFMZ, SFP, FLUCO, DCF, MEFEN, SIMA).

IV.3.2. Sols amendés par les produits résiduaires organiques

Une trentaine de composés présentent des valeurs relativement proches des limites de
quantification jusqu'a 5 ug.kg?* (ms). Or, la caféine est le contaminant omniprésent dans la
plupart des sols amendés de I'étude au-dela de 100 ug.kg™? (ms) (Fig.IV-12).

IV.3.2.1. La caféine

Selon la Fig.IV-13.A, la caféine est présente dans les sols amendés par des composts
agricoles (Sols A-H), avec une fréquence de détection de 100%. Ces teneurs variant entre 0.5
ug.kg? jusque 130 pg.kg?! (ms) représentent plus de 20 % de la contamination totale des sols
amendés (Fig.IV-12). La présence de caféine en fortes teneurs initialement dans les composts
agricoles utilisés apr I'exploitant (Chapitre Il1), justifierait que les parcelles ont été amendées.
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Chapitre IV

IV.3.2.1. Les résidus pharmaceutiques

Mis a part la caféine, une grande diversité des contaminants est observée dans la couche
superficielle de sol (Fig.I\V-12). L’occurrence des contaminants diminue avec la profondeur de
sol étudiée. Quelques contaminants de type anticonvulsants (CBZ, LAMO), régulateurs
lipidiques (GEM), antihypertenseurs (VEN), antidépresseurs (TEL, ACEB, ATEN, PROP), ou
antibiotiques (CLARI, NALI) semblent rémanents.

Malgré les teneurs cumulées de I'ordre d’une vingtaine a une centaine de ug.kg? et leur
persistance dans les sols amendés apres plus de 5 années d'amendement, leur occurrence
dans I'environnement est difficile @ mesurer en raison de leurs fortes propriétés de sorption et
des multiples interactions avec les matrices environnementales. Les teneurs relativement
faibles ne permettent pas de définir de tendance marquée suivant les sols d’étude.
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Figure IV-12. Teneurs individuelles des contaminants identifiés dans les sols amendés.

Les couleurs des points correspondent aux types de sols analysés (Fig.IV-10).

Fig.IV-12.A. Représentation des contaminants quantifiés dans la couche superficielle des sols amendés d’étude
(P1, 0-20cm) avec représentation a une échelle agrandie des contaminants hors caféine.

Fig.IV-12.B. Représentation des contaminants quantifiés dans la couche plus profonde des sols amendés d’étude
(P2, 20-40cm) avec représentation a une échelle agrandie des contaminants hors caféine.

Fig.IV-12.C. Représentation des contaminants quantifiés dans la couche la plus profondes des sols amendés
d’étude (P3, 40-60cm) avec représentation a une échelle agrandie des contaminants hors caféine.
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Figure IV-13. Représentation des teneurs cumulées des sols exempts de produits résiduaires face aux sols fertilisés depuis plus de 15 années par des composts agricoles
(sols A-H amendés par des boues compostées avec des déchets solides municipaux) et des boues pateuses (sols | épandus par des boues d’épuration).

Présentation des teneurs cumulées en fonction du type de sol, dans I’ordre chronologique des prélévements des profils de sol (janv. 2020, juin 2020, sept.2020, janv. 2021)

P1 - profondeur d’enfouissement de 0 a 20 cm, P2 — profondeur de labour de 20 a 40 cm, P3 — profondeur maximale de prélévement de 40 a 60 cm.
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Tableau IV-6. Teneurs relatives aux contaminants organiques dans différents types de sols, classés selon leur caractéristique pédologique.
Description récapitulative des mesures obtenues dans I'ensemble des échantillons associés au type de sol considéré sols sableux (A), sols limoneux (B, E, F), sols argileux (C, D, G, H).
Les fréquences de détection (FD) sont précisées par rapport au nombre d’échantillons impliqués (n), de méme pour les gammes des teneurs rencontrées.
Les limites de détection (MDL) et de quantification (MQL) de la méthode sont rappelées pour chaque type de sol.

MDL  MQL
Analgesic

TRAMA | 028 0.43
Antibiotics

CLARI 0.03 0.5
ERY * na na
ROXI * 019 0.42
SPIRA * na na
NALI * na na
SFDZ 029 058
SFMZ 026 0.66
SFMX 026 0.50
SFP 030 081
TYLO * 021 042
Anticonvulsants
CBz 0.06 0.12
ECBZ 0.03 0.6
LAMO 024 069
Antidepressants

AMI 030 0.56
ESCI 030 0.65
FLUO 0.24 055
VEN 032 047
Antihistamines

CETI 037 0.89
DIPH 0.02 0.03
Antifungals

ECO* 0.01 0.2
FLUCO 020 039
METRO | 028 0.46
Lipid regulators
ATOR 0.24 045
FENO 0.21 030
GEM 0.24 047
Anti-inflammatories
DICLO 027 035
MEFEN 027 041

60%

20%

30%
10%
30%

20%

40%

60%

20%

10%
30%

30%

Sol atendance siliceuse

Sol A

Conc.
mg/kg

nd-8.2

nd-2.0

nd

nd
nd
nd
nd
nd

nd-1.7
0.19
nd-3.5

nd
nd-2.0

nd
nd-6.9

nd
nd-1.1

nd-2.2
nd
nd

nd
0.50
nd-1.2

nd-1.3
nd

MDL

0.02
na
na
na
na

0.29

0.27

0.26

0.30

0.18

0.05
0.03
0.22

0.28
0.28
0.20
0.30

0.37
0.01

0.01
0.18
0.25

0.29
0.19
0.20

0.24
0.28

MQL

0.12

0.04
na
na
na
na

0.58

0.67

0.50

0.82

035

0.10
0.05
0.62

0.53
0.60
0.46
0.65

0.88
0.03

0.02
0.37
0.43

0.58
0.26
0.40

0.62
0.43

témoin
Conc.
ug/ke

nd

nd

nd
<MQL

0.3
<MQL

nd

nd
nd
nd

nd

nd

nd
nd

nd
nd

nd
<MQL
nd

nd
nd
1.9

<maL
<maL

FD
n=10

30%

60%

20%

20%

30%

30%

30%

10%

50%

Sol B

Conc.
ng/kg

nd-1.4

nd-1.0

nd
nd
nd
nd
nd

nd-0.8
nd-0.2
nd-2.0

nd

nd

nd
nd-1.2

nd
nd-0.3

0.86
nd
nd
nd

nd-1.4

nd
nd

FD
n=6

33%

17%

17%
50%

Sol atendance limoneuse

Sol E
Conc.
ug/kg

nd

nd

nd
nd
nd
nd
nd

nd

nd-4.4

nd
nd
nd
nd

nd
0.13

nd
nd
nd

nd
0.61
nd-2.2

nd
nd

FD
n=

50%

50%

50%

50%

33%

33%

17%

Sol F
Conc.
ug/kg

nd-1.4

nd

nd
nd
nd
nd
nd

nd -0.9
nd
nd-2.1

nd
nd
nd
nd

nd
nd-0.3

nd -0.2
nd
nd-0.9
nd
0.63

nd
nd

MDL

0.02
0.31
0.04
0.30
0.35
0.27
0.21
0.21
0.28

na

0.05
0.04
0.21

0.25
0.30
0.18
0.32

0.38
0.01

na
0.19
0.22

0.18
0.21
0.19

0.22
0.27

MQL

0.58

0.03
0,57
0.09
0.46
0,91
0.54
0.52
0,41
0.75

na

0.09
0.07
0.60

0.48
0.66
0.41
0,36

0.91
0.02

na
0.84
0.62

0.97
0.29
0,38

0.57
0.41

témoin

Conc.
ug/keg

nd

nd
nd
nd
nd
nd
<MmaL
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
<maL

nd
<MmaQL
14

nd
nd

Sol C

FD  Conc.
n=6  pg/kg

nd

17% 0.15
nd
nd
nd

17% 1.01
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd

nd
nd
17% 0,70

nd
nd

FD
n=3

33%

100%

100%

33%

33%

67%

100%

Sol atendance argileuse

Sol D
Conc.
mg/keg

nd

0.26
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

0.1-0.4
nd
1.9-35

nd

nd

nd
0.38

nd
0.14
nd
nd-0.8
nd

0.5-0.7

nd
nd

FD
n=6

67%

33%

Sol G
Conc.
ug/ke

nd

nd
nd
nd
nd
nd-1.0
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd-0.9

nd
nd

FD
n=1:

14%

7%

36%

21%
7%
21%

7%
29%

7%
7%

21%

57%

14%
7%

Sol H
Conc.
ug/keg

nd

nd-0.7

nd
1.04

nd

nd-1.3
nd
nd
nd
nd

nd-1.6
1.46
nd-14

nd
nd
nd
nd

2.39
nd-0.1

1.87
0.77

nd
nd-1.8
nd-3.3

nd-3.1
1.93

FD
n=

19%

69%

13%

25%

44%

19%

Sol |

Conc.
ng/kg

nd

nd -0.57
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

nd-3.70

nd
nd - 1.47
nd -1.03
nd

nd
nd-0.94

nd
nd

nd
nd
nd -0.61

nd
nd
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Sol atendance siliceuse

MDL

MQL

Antihypertensives

HYDRO | 0.29
TEL 0.31
VAL 0.26
VERA 0.23
ACEB 0.20
ATEN 0.01
METO 0.08
PROP 0.16
SOTA 0.23
Hypnotics
DzP 0.22
OXzP 0.25
Pharmaceuticals
XYLA 0.16
LIDO 0.27
WAR 0.21
DOM 0.29
CYCLO | 0.29
THEO 0.03
FURO 0.21
CAFE 0.22
SIL 0.24
Pesticides
ATZ 0.23
DEA 0.23
DIA 0.19
DIU 0.29
FLONI 0.15
HEXA 0.22
IRG 0.02
ISO 0.20
LINU 0.22
MALA 0.23
MTLC 0.07
SIMA 0.08
TERB 0.07
TER 0.23
DTER 0.03

0.58
0.40
0.37
0.45
0.40
0.02
0.17
0.19
0.44

0.47
0.45

031
0.74
0.56
0.34
0.45
0.07
0.41
0.44
0.49

0.56
0.45
0.37
0.39
0.44
0.49
0.05
0.25
0.43
0.39
0.15
0.17
0.14
0.46
0.06

n=10

10%
40%

10%
30%
10%

10%

10%

20%

10%

10%
100%

10%

50%

Sol A
Conc.

mg/kg

0.71
nd-2.1
nd
1.74
nd -0.6
0.67
nd
0.58
nd

nd
nd

nd
0.84
nd
nd-2.2
nd
0.78
1.18
2.5-127
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
0.07
nd
nd
nd
nd
nd-0.3
nd
nd
nd

0.28
0.32
0.24
0.21
0.15
0.01
0.07
0.16
0.20

0.22
0.21

0.15
0.26
0.18
0.27
0.27
0.03
0.23
0.71
0.25

0.20
0.20
0.19
0.27
0.23
0.19
0.02
0.18
0.19
0.20
0.08
0.08
0.07
0.21
0.03

MQL

0.57
0.42
0.35
0.41
0.30
0.02
0.15
0.19
0.38

0.47
0.65

0.30
0.72
0.49
031
0.43
0.07
0.46
2.53
0.50

0.48
0.41
0.38
0.36
0.53
0.41
0.04
0.22
0.38
0.36
0.16
0.15
0.13
0.42
0.05

témoin
Conc.
ug/kg

nd
nd
<MQL
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1.9
nd

nd
nd
nd
0.9
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
<MmaQL
nd
nd
nd

Sol atendance limoneuse

n=10

30%

20%

20%

10%

10%

10%
100%

80%

Sol B

Conc.

nd
nd-3.7

nd
nd-1.2
nd -0.5

nd

nd

0.35

nd

nd
nd

nd

nd

nd
0.86

1.60
0.9-48
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd-0.4
nd
nd
nd

Sol E

FD Conc.
n=6  g/kg

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
100% 0.6-8
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

33%

17%
33%
17%

17%

100%

17%

17%

17%

Sol F

Conc.
ug/kg

nd
nd-1.5
nd
0.83
nd-0.7
0.80
nd
0.84
nd

nd
nd

0.87

0.30
0.30
0.21
0.12
0.16
0.01
0.09
0.12
0.24

0.16
0.24

0.14
0.18
0.20
0.40
0.22
0.04
0.25
0.23
0.18

0.19
0.27
0.20
0.19
0.18
0.20
0.02
0.17
0.19
0.20
0.08
0.08
0.07
0.23
0.04

MQL

0.60
0.38
0.29
0.24
0.32
0.02
0.18
0.15
0.47

0.35
0.67

0.28
0.50
0.52
0.46
0.33
0.08
0.49
0.38
0.35

0.47
0.53
0.39
0,26
0.56
0.43
0.05
0.22
0.39
0.35
0.15
0.16
0.14
0.45
0.08

témoin
Conc.

ug/keg

0.8
nd
<MQL
nd
<MmaQL
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
3.4
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

FD
n=6

17%

33%

17%

17%
100%

Sol C
Conc.

Hg/kg

nd
1.38

nd

nd

nd-0.4

nd

nd
0.24

nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
1.5
0.4-40
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

FD
n=3

33%

33%

33%

100%

Sol atendance argileuse
Sol G

Sol D

Conc.

nd
1.76
nd
0.25
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
0.56
nd
nd
nd
2-28
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

FD
n=6

100%

17%

Conc
ue/kg

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
<11
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
0.7
nd
nd
nd
nd
nd
nd

Sol H
D Conc.
n=14 pg/kg
21% nd-2.1
36% nd-3.9
29% nd-2.1
14% nd-0.7
21% nd-1.6
7% 0.84
7% 1.25
21% nd-1.9
7% 0.78
7% 2.52
7% 1.61
7% 0.55
7% 1.21
21% nd-1.9
7% 1.18
nd
nd
nd
100% 0.6-7
7% 1.42
7% 1.01
nd
nd
nd nd-3.2
7% 0.70
7% 1.50
14% nd-2.2
7% 1.52
14% nd-1.8
nd
14% nd-0.7
7% 0.89
7% 1.21
14% nd-0.8
7% 1.60

FD
n=8

38%
13%
13%
13%

19%

75%

13%

13%
94%

63%

Sol |

Conc.
ug/kg

nd
nd -2.0
nd-1.5
nd-0.7
nd-0.5

nd

nd
nd-0.4

nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd-1.5
nd

nd-0.8
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Chapitre IV

IV.4. Discussions
La particularité des sols de cette étude est que, peu éloignés (section 2.1.1), ils sont censés
subir les mémes conditions climatiques (section 2.1.2).

IV.4.1. La caféine

Etant donné le temps de demi-vie relativement faible de la caféine, de I'ordre de quelques
heures a quelques jours (PubChem), la présence significative de caféine dans ces échantillons
souléve la question de la représentativité des concentrations observées et de leur persistance.
Dans notre cas d’étude, aucun amendement n’a été fait dans les 3 années précédant les
prélevements. Ecartant la possibilité d’apport récent, la question d’une contamination de la
chaine analytique peut se poser. La démarche d’assurance qualité et contréle qualité ne
présente pas de contamination dans les séries d’échantillons de contréle, qui sont exempts de
pic représentatif de la caféine. De plus, 'absence de caféine dans le sol | montre I'absence de
contamination lors de la procédure de préparation des échantillons.

La présence relativement importante en caféine se justifierait :

- d’'une part, par des fortes interactions avec la matiére organique limitant la disponibilité du
composé face aux phénomenes de lessivage ou de dégradation par exemple. Cette
observation pourrait étre une démonstration de la séquestration des contaminants avec la
matiére organique apportée des produits résiduaires organiques.

- d’autre part, par I'application de composts fortement contaminés en caféine a plus de 85 %
via les des déchets ménagers, eux-mémes contaminés en caféine (Chapitre Ill). La caféine
serait ainsi restituée au sol de fagon continue via le marc de café produit présents dans les
déchets ménagers et présent sur chacune des parcelles.

IV.4.2. Les contaminants organiques

Il estimportant de noter que les sols considérés témoins peuvent, dans certains cas, présenter
une contamination plus importante que certains sols amendés de I'étude, le cas
particulierement des sols a tendance argileuse : les sols C, G et H). Cette observation suggere
gue ces sols ont malgré tout recu des amendements a des niveaux non négligeables.
L’étude des sols dont 'amendement est avéré permet de statuer sur différents points :

1) il n’y a pas de différence marquante des niveaux de contamination des sols par les boues
pateuses et les composts agricoles. Cependant, la contamination du sol | (Site 2), ayant regu
des boues péateuses, contraste avec la contamination des autres sols (Site 1). Au vu des
contaminants retrouvés dans les sols, ces boues pateuses seraient riches en LAMO. Le MTLC
retrouvé dans les sols pourrait étre issu de boues d’épuration (Chapitre Ill), ou attribué a
I'activité herbicide sur les parcelles d’étude.

2) une accumulation des contaminants selon la durée d'application peut étre envisagée. Les
sols argileux G et H aux historiques d’amendement contrastés, 5 et 15 ans respectivement,
suggérent une accumulation des contaminants avec les apports répétés dans le temps. En
effet, le sol G moins amendé montre une contamination relativement négligeable avec la
détection de 4 contaminants uniquement a des teneurs cumulées de I'ordre de 1 pg.kg™ (ms),
hors CAFE. En revanche, le sol H permet la détection de 14 contaminants, parmi lesquels 9
sont observés au-dessus des limites de quantification a des teneurs cumulées atteignant 10
ug.kg? (ms). La présence diminuée de caféine dans le sol H pourrait suggérer un épuisement
de sa source, le marc de café, a travers les intempéries et les phénomenes de désorption et
lessivage, au cours du temps.
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3) une décroissance des teneurs en contaminants est observée suivant la profondeur de sol.
Que ce soit en considérant ou non la caféine (Fig.IV-12). Les teneurs cumulées dans la
premiéere profondeur (P1 — 0 a 20 cm) sont supérieures des profondeurs de 20 cm a 60 cm.
Cette observation suggérerait une persistance des contaminants par :

(a) une accumulation et immobilisation sur le long terme dans les couches superficielles de
sol, ou la teneur en matiere organique est plus importante (section 1V.2.2.2.2., Tab.IV-4,
Fig.IV-10.B), favorisant 'adsorption des contaminants,

(b) une dégradabilité relativement réduite voir limitée sur le long terme, maintenant de fortes
teneurs dans les premiers cm de sol.

Les 10 contaminants identifiés & chaque profondeur peuvent étre considérés comme mobilisés
de la couche de labour (0 — 20 cm) aux horizons plus profonds, soit par leur désorption via les
produits résiduaires organiques et leur transport a travers les flux d’eaux, soit mobilisés par le
transport des particules colloidales, de faible granulométrie. Les autres contaminants observés
uniqguement dans les couches superficielles peuvent justifier d’'un effet de dilution des produits
résiduaires avec le sols qui ne permet pas de les détecter avec la méthode d’analyse actuelle.

4) la répartition des contaminants est différente selon le type de sol.

Considérant les sols amendés par la méme source de composts agricoles, la diversité
pédologique des sols étudiés met en exergue des processus permettant 'observation d’'une
répatrtition variable suivant le sol. Le sol a tendance sableuse (sol A) présente une diversité de
contamination avec 22 contaminants a des teneurs cumulées de 100 ug.kg?, tandis que cette
diversité diminue dans les sols a tendance limoneuse (sols B, F) avec 18 contaminants aux
teneurs proches de 40 pg.kg™?, ou encore les sols a tendance argileuse (sols D, H) avec 10
contaminants a des teneurs cumulées inférieures a 30 pg.kg™.

Les interactions avec le complexe argilo-humique des sols a tendance argileuse fait qu'il serait
difficile d’observer les contaminants (dominance en antihypertenseurs) face aux sols limoneux
et sableux (dominance en antifongiques, antiépileptiques, régulateurs lipidiques), pouvant
s’expliquer par deux hypothéses :

(a) la formation de résidus non-extractibles liée aux forts taux de MO,

(b) un fort lessivage des contaminants.

5) une hétérogénéité de la répartition des contaminants est observée suivant les campagnes.
Les données présentent une variabilité des teneurs avec le temps post-amendement. Cette
variabilité temporelle des teneurs pourrait relever de :

- 'hétérogénéité marquée des sols au sein méme d’une parcelle (sol H) et entre plusieurs
parcelles a proximité immédiate (sols E et F, C et D),

- les couvertures végétales et succession de zones de cultures pouvant impliquer un biais
dans la distribution des résultats.
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IV.5. Conclusion générale

Cette étude vise a évaluer I'occurrence des contaminants organiques suite aux apports
répétés cumulatifs de composts non stabilisés a hauteur de 20 tons.ha* sur 15 ans, suivant
les préconisations définies.

L’étude met en évidence I'observation d’'une quarantaine de résidus pharmaceutiques dans
les sols amendés. La quantification de 36 des 63 contaminants investigués, a des teneurs
proches des limites de quantification a 5 pg.kg® (ms), sur des profils de sols, aux
caractéristiques pédologiques et historiques d’amendement variés, démontre une certaine
persistance dans les sols (e.g., antidépresseurs, antibiotiques, antihypertenseurs et
antiépileptiques). Il a été montré que, bien que les résidus pharmaceutiques puissent étre
mesurés a des teneurs relativement faibles de I'ordre de quelques pg.kg?, I'accumulation dans
le sol serait faible et le transfert de ces derniers serait possible dans les couches plus

profondes de sol, malgré une perte de détection avec la profondeur d’étude.

Les contaminants présents dans les sols, supposés absents de tout apport, et donc envisagés
vierges de toute contamination, doivent étre également considérés. La zone d’étude peut ainsi
étre considérée comme contaminée par des sources diffuses. En effet, aucun sol n’est exempt
de contamination. Les analyses appuient I'importance de considérer toutes les matrices
introduites au sol comme potentielles sources de contamination étant donné le stimulant CAFE
composant la majeure partie de la contamination, par la présence de marc de café issu dans
les déchets ménagers qui constituent les agents structurants des composts agricoles.

Les résultats permettent d’énoncer quelques tendances, dont leur investigation est
relativement limitée par l'effet de dilution et les limites analytiques de la méthode. D’ordre
général, il semble que les composés les plus concentrés dans les composts agricoles soient
les composés retrouvés parmi les plus concentrés dans les sols amendés. L’occurrence
marquée des contaminants dans la couche superficielle de sol aprés 15 années
d’amendement suggére également des processus cumulatifs avec les apports organiques.

Parmi les tendances globales observées :
- la répartition des contaminants est différente selon le type de sol,
- une décroissance des teneurs en contaminants est observée suivant la profondeur,
- I'hétérogénéité de la contamination est observée suivant les campagnes.

La variabilité temporelle pourrait relever de I'hétérogénéité marquée des sols au sein méme

d'une parcelle et entre plusieurs parcelles a proximité immeédiate, mais également des
couvertures végétales et succession de cultures pouvant impliquer un biais dans les résultats.
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CHAPITRE IV - Occurrence des résidus pharmaceutiques et pesticides dans
différents types de sols amendés par compostage, et comparaison a la pratique de
I'épandage.

Points a retenir

v' Analyse de sols a pédologies variées de la zone méditerranéenne et cévenole
- 1 sol sableux
- 3 sols limoneux
- 5 sols argileux

v Plus de 15 ans d’épandage (boues pateuses) et amendement (composts) a 20 tons.ha*

v 1 contaminant (caféine) rémanent a plusieurs dizaines de pg.kg?* (ms)
= Présence marquée par I'apport en déchets ménagers riches en marc de café
v’ 35 contaminants quantifiés a hauteur de 5 pg.kg* (ms)
= Occurrence analogue aux 58 contaminants introduits par les composts agricoles

Présence des contaminants dépendant de multi-facteurs :
v la contamination de la source
v les fréquences d’apport
v le travail du sol

=>» Caractere persistant des contaminants dans la zone de travail du sol
Antidépresseurs — Antibiotiques — Antihypertenseurs — Anticonvulsant

= Accumulation faible dominée par les processus de transfert :
- Mobilisation dans les couches plus profondes
- Dégradation autant par le sol que le compost non stabilisé
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Conclusion générale

En conséquence de I'activité anthropique croissante, ou chaque rejet peut étre a l'origine d’'une
contamination, les contaminants organiques représentent une partie significative des
questionnements actuels sur le risque pour l'environnement et la santé humaine. Avant
d’établir des niveaux de contamination limites pour lesquels un risque peut étre occasionné, il
est nécessaire d’identifier les contaminants présents, leurs concentrations et teneurs ainsi que
leurs devenirs et mécanismes de transfert d’'un compartiment environnemental a I'autre.

En ce qui concerne les résidus pharmaceutiques, les stations d’épuration représentent un
exutoire considérable ou les boues d’épuration, autant que les effluents, peuvent étre
considérées comme des sources de contaminations environnementales. Or, la valorisation en
agriculture des produits résiduaires organiques présente une solution assurant une gestion
durable des boues, cependant les bénéfices que représentent 'apport en nutriments peuvent
étre entachés par un apport significatif en éléments susceptibles d’affecter le biote du sol et
'écosystéme terrestre. Liés aux matiéres en suspension lors du traitement des eaux
résiduaires urbaines, les résidus pharmaceutiques sont ainsi transférés dans I'environnement
lorsque ces matieres sont appliquées sur les parcelles agricoles. Malgré des critéres stricts et
de bonnes pratiques, la valorisation agricole des boues est néanmoins susceptible d’étre a
'origine de lintroduction directe de contaminants dans l'environnement. La diversité des
matrices solides et les contextes de valorisation conditionnent le devenir des contaminants
organiques. Afin d’assurer une gestion efficace adaptée, le comportement des contaminants
dans les sols doit étre estimé voire quantifié sur les parcelles réceptrices des matrices
contaminées.

Dans ce sens, les travaux de thése ont porté sur I'étude de la contamination liée a la
valorisation des produits résiduaires organiques en amendement et compostage et se décline
suivant deux axes :

- identifier les contaminants présents dans les matrices sources, ainsi que leur évolution a
travers les filiéres de production et de stabilisation des boues d’épuration,

- étudier leur devenir dans les matrices réceptrices, a savoir les sols amendés par les produits
résiduaires organiques existants.

Le suivi de la source a I'environnement porte sur un large panel de contaminants, comprenant
des produits pharmaceutiques, et des pesticides, en contexte climatique méditerranéen.

De fagon a identifier les contaminants apportés dans les sols amendés, il a été nécessaire de
caractériser les résidus pharmaceutiques inhérents aux matrices solides de cette filiere. Le
travail préliminaire d’analyse bibliographique de 110 références entre 2002 et 2021 a permis
de mettre en évidence 305 résidus pharmaceutiques dans les matrices boues présentant des
teneurs allant de quelques ng.kg™? a plusieurs centaines de mg.kgt (ms). Une variabilité
significative des teneurs dans ces différentes matrices a été mise en évidence. L'analyse a
permis de comprendre que les contaminants présentent autant des caractéristiques
hydrophobes qu’hydrophiles. Lors des traitements conventionnels des eaux usées les
contaminants peuvent étre adsorbés sur les différents composants matriciels ou étre dégradés
par voie chimique ou bactérienne.
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L’hydrophobicité est connue pour étre une caractéristique utile pour prédire la sorption des
contaminants sur les boues. Cependant l'identification de contaminants hydrophiles dans les
boues révele le role fondamental que peuvent jouer les interactions électrostatiques entre les
charges portées par les composants matriciels des boues ainsi que celles des contaminants
présents sous forme ionique.

A l'issue de I'analyse bibliographique et tenant compte de leur niveau de détection dans les
compartiments environnementaux a proximité du secteur d’étude, 80 contaminants organiques
ont été sélectionnés, incluant des contaminants fortement étudiés et émergents, de fagon a
renforcer et les élargir la base des connaissances existantes. Ces contaminants d’intérét
couvrent la diversité des caractéristiques physico-chimiques pouvant étre rencontrées dans
les matrices d’intérét, soit 23 contaminants strictement hydrophobes et 29 hydrophiles suivant
les états d’ionisation qu’ils présentent, soit 18 acides, 24 bases, 33 neutres 5 amphotéres.

Une méthode d’analyse LC-MS? rapide et robuste assure la comparaison des niveaux de
contamination pour 62 résidus pharmaceutiques, 15 pesticides, 2 édulcorants et 1 stimulant.
Cette analyse propose deux cycles d’extraction en milieu organique, I'un en milieu acide puis
l'autre en milieu alcalin, assistés par ultrasons, combinés d'une étape de purification sur
cartouche Oasis HLB PRIME, avant analyse des extraits concentrés.

L’utilisation de pH variés du milieu d’extraction a permis de déstabiliser les charges de surface
des groupements fonctionnels des matrices cibles pour modifier les interactions contaminants-
matrice. Cela a permis d'atteindre des limites de quantification de 0.1 a 31.6 ug.kg* pour les
boues d’épuration et boues compostées, et variant de 0.02 a 2.53 ug.kg™ pour des sols
sableux, limoneux et argileux, riches en matiere organique. La méthode analytique
s’appliquant a la fois aux boues et aux sols a été développée selon une démarche qualité
applicable a I'analyse de traces afin de garantir la conformité des données et des conclusions
robustes, répondant a un manque de données normalisée dans le domaine.

L’analyse d’échantillons réels démontre qu’aucun échantillon impliqué dans la valorisation des
boues n’est exempt de contamination. De 35 a 59 contaminants ont été quantifiés dans les
produits résiduaires organiques, dont les cumuls peuvent aller au-dela de 80 mg.kg* (ms), ou
12 mg.kg? (ms) sans la caféine. Cette étude appuie I'importance d’évaluer la contamination
des agents structurant entrants dans la fabrication de composts normés, déchets verts et
ménagers, dans lesquels plus de 30 contaminants ont été détectés néanmoins a des teneurs
négligeables excepté 10 contaminants, au-dessus de 30 pg.kg? (ms), et la caféine allant a 90
ug.kg* a 11 mg.kg?, respectivement selon les matrices analysés. Les bonnes performances
d’analyse permettent I'appréciation d’'un bon nombre de contaminants, or I'effet de dilution
conduit a des teneurs en-dessous des limites de quantification. L’effet de mélange est le
facteur justifiant en grande partie les teneurs réduites observées dans les composts.
Néanmoins, certains contaminants peuvent ne pas présenter de diminution suivant I'origine
des matrices, les teneurs associées, ainsi que les procédés et les pratiques employées au
compostage.

La réduction des rejets en contaminants est une priorité dans I'objectif de retrouver le bon état
des masses d’eau. La réduction optimale des contaminants a la source par les pratiques de
stabilisation des boues d’épuration est globalement relevée, or des efforts seraient encore
nécessaires pour réduire les teneurs en sortie des filieres boues. Cette étude souligne la
présence de 6 contaminants a des teneurs supérieures a la littérature, ainsi que les données
apportées pour 11 contaminants supplémentaires dans des matrices valorisables en
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agriculture. Les résultats ont confirmé la présence généralisée de 22 contaminants d’intérét
dans les matiéres en suspension des boues activées jusqu’aux composts normés. Les
catégories de contaminants les plus présentes sont les antibiotiques, les antihypertenseurs,
les antifongiques et les antidépresseurs.

L’analyse de sols amendés sur 15 années, en contexte climatique méditerranéen, rapporte
qu’aucun sol n’est exempt de contaminants, et ce jusque 60 cm. La persistance des
contaminants par immobilisation dans la zone d’application a pu étre vérifiée. Une faible
occurrence est observée dans les horizons profonds de sol, ou 20 contaminants ont été
quantifiés a des teneurs inférieures a 5 pg.kg? (ms), dans tous les types de sols. La
persistance des contaminants dans la zone superficielle des sols, aprés 3 années sans
amendement, souligne le caractére persistant de la contamination. Les catégories de
contaminants retrouvés dans les sols amendés et considérés résistants aux processus de
dégradation ou soumis a une sorption irréversible par la formation de résidus liés sont les
antihypertenseurs et les antidépresseurs.

Les comportements des résidus pharmaceutiques dans les différents types de sol semblent
globalement similaires dans ce contexte climatique chaud aux évenements pluvieux intenses.
Les teneurs mesurées varient suivant les profondeurs de prélévement.

Dans un premier temps, I'effet de dilution des apports peut justifier les fréquences de détection
décroissantes ou les contaminants peu concentrés se retrouveraient en-dessous des limites
de méthode. Ce cas suggere l'importance de la source apportée, ces niveaux de
contamination, ainsi que la fréquence et les quantités appliquées. Il est nécessaire d’évaluer
le poids de l'effet de mélange boues-sol comme un facteur limitant & I'évaluation et la
compréhension au devenir des contaminants a travers les sols amendés.

Dans un second temps, les processus réactifs peuvent diminuer les teneurs a part variables
entre leur mobilisation (lessivage, lixiviation), leur dégradation (métabolisation, minéralisation),
leur séquestration (absorption, adsorption), ou encore la formation de résidus non-extractibles.

L’étude a I'échelle terrain ne permet pas de distinguer les processus de transfert des
contaminations a I'état de traces, étant donné I'ampleur des variables influentes aux
interprétations, par exemple les systemes racinaires, réseaux de macropores, activité de la
macrofaune comme des variants pouvant mener a une estimation déformée des processus.
Cependant, les résultats appuient le caractéere persistant de la contamination des sols
amendés par une répartition relativement similaire des contaminants dans [I'’horizon

superficielle de sol et les matrices contaminées appliquées.
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Perspectives

Perspectives

Compte tenu de la complexité des phénomenes régissant les processus de transferts des
contaminants dans I'environnement aprés valorisation de matiéres organiques sur les sols,
des questions méthodologiques d’évaluation globale de la contamination et des besoins de
suivi & long terme subsistent pour poursuivre ces travaux de recherche. Il reste de nombreux
aspects méritant d’étre approfondis afin de conforter les conclusions de la thése.

En termes de perspective de recherche, les axes de travail suivants sont recommandés :

- Un suivi de longue durée par I'étude d’un sol exempt d’apport et de son suivi temporel sur
chaque apport permettrait d’établir un bilan complet essentiel pour I'amélioration des
connaissances et la détermination des parametres de transfert, sous la condition de méthodes
analytiques efficientes.

- Une démarche d’évaluation des risques environnementaux sur les contaminants identifiés
permettrait d’établir le niveau de risque impliqué a cette gestion des boues, et d’orienter sur
des limites et alternatives aux risques engagés.

- Une recherche en vue d’améliorer les performances de la méthode d’extraction, incluant les
antibiotiques, ou d’autres antifongiques émergents, serait nécessaire pour conforter les
résultats de ces travaux sur leur accumulation et leur persistance dans les sols amendés, a
travers les résidus liés et non-extractibles. L’intégration de ces contaminants serait
intéressante, pour évaluer leur ascendance face a la contamination globale.

Ces éléments pourraient permettre de mieux appréhender la contamination environnementale
par les résidus de médicaments et dévoiler les points sur lesquels il est encore possible d’agir.
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Glossaire
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Adsorption — Processus physico-chimique de surface universel. Certains éléments, dont les liaisons
chimiques ne sont pas satisfaites, tentent de combler le manque par leur fixation réversible sur les
surfaces solides des adsorbants & proximité, dépendant de la structure et des propriétés du solide.

Amendement - Opération visant & incorporer une substance au sol dans le but d’améliorer ses
propriétés physiques, dont la valeur organique est directement fonction de la vitesse de dégradation et
d’incorporation dans le sol de la matiere organique qu’elle contient.

Anthropique - Relatif a I'existence de I'étre humain et de ses activités (e.g., industrie, agriculture).

ik kx B aannn

Biomasse - Matiére organique, non fossile, d'origine végétale, animale, bactérienne, ou fongique
utilisable comme source d’énergie pour la production de chaleur ou d’électricité.

Blanc d’analyse - Résultats d'une analyse réalisée sur un échantillon ne contenant pas la(les)
analyte(s) d’intérét, soumis aux mémes procédures analytiques, allant du prétraitement au dosage, et
mettant en ceuvre les mémes quantités, réactifs et équipements notamment.

Boues d’épuration - Sédiments résiduaires, principal déchet produit par une station d'épuration a
partir des effluents liquides, constitués de matiéres organique animale, végétale et minérale humide.
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Capacité d’échange cationique — CEC Quantité totale de cations que le sol est capable de stocker
sur son complexe adsorbant, et restituer dans des conditions définies. Elle définit le degré d’adsorption
et d’échange cationique résultant des charges électriques négatives a la surface des argiles et matieres
organiques d’un sol.

Contaminant organique - Molécules chimiques issues des activités anthropiques dont les sources
et les natures sont diverses et variées. Les contaminants qualifi€és comme nocifs ou toxiques pour
I’'hnomme ou I'écosysteme (faune et/ou la flore environnementale), méme a de trés faibles concentrations
peuvent mener a la mise en place de réglementations et ainsi considérés comme micropolluants.

Complexe argilo-humique - Ensemble d’humus et d’argile stabilisant la structure du sol, dont les
charges négatives s’associent en un complexe par I'intermédiaire de cations Ca?*, Fe**. L'argile favorise
I'humification et ralentit la minéralisation de 'humus, tandis que ce dernier a pour action de protéger
I'argile, formant un « ciment » qui permet la formation d’agrégats solides, résistants a la dégradation
par l'eau.

Compostage - Processus de transformation de déchets organiques en présence d’eau et d’'oxygéne
sous I'action de microorganismes pour décomposer la matiére sous aération forcée ou retournement, a
des températures élevées qui imitent un processus naturel de décomposition. Procédé de stabilisation
reconnu comme une pratique de valorisation a part entiére, ou dans ce cas d’étude, le mélange de
boues d’épuration et d’agents structurants (e.g., déchets verts issus de déchetterie, déchets ménagers)
permet de convertir ces déchets en produits a haute valeur ajoutée, riches en matiéres organiques
stables avec un rapport carbone/azote indispensable au sol.

Contamination - Augmentation des teneurs/concentrations en éléments minéraux, organiques ou
pathogénes, par des rejets d’origine anthropique, sans préjuger de la modification de la qualité du milieu.
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Déchet - Substance dont le détenteur se défait ou dont il a I'intention de se défaire, pouvant étre
considéré comme dangereux, s'il présente un risque pour la santé humaine et I'environnement par les
éléments de nature minérale ou organique, qui contient.

Dégradation - Ensemble des processus détériorant la forme active des contaminants (e.g., photo-
dégradation, biodégradation, thermo-dégradation) de fagon a créer des produits de dégradation.

T

Eaux usées - Terme utilisé dans ce document se rapportant essentiellement aux eaux usées urbaines
ou municipales collectées par le réseau d’assainissement, et résultant principalement des effluents
domestiques, mais également des eaux dérivées des établissement publiques, commerciaux,
hospitaliers, ou encore des eaux pluviales ou autres écoulements urbains.

Eaux interstitielles - Eaux qui passent dans les sols.

Echantillon composite - Echantillon composé d’un regroupement de divers sous-échantillons,
entrainant une perte didentité¢ des échantillons d'origine mais dans le but de représenter les
caractéristiques principales globales de prélevements pour limiter les analyses longues et co(teuses.

Echantillon dopé - Echantillon auquel a été ajouté une quantité¢ connue d'une ou plusieurs
substances d'intérét avant le processus analytique. Les substances dopées, ou fortifiées, peuvent étre
des standards analytiques ou des étalons marqués analogues (=surrogates), dont le comportement est
similaire aux analytes.

Epandage - Opération visant a répandre divers produits bruts sur les surfaces agricoles représentant
un intérét agronomique (e.g., engrais, fertilisants, amendements, herbicides, pesticides). Dans ce
document, I'épandage concerne avant tout le retour au sol encadrés de déchets organiques non
transformés, dont la valeur fertilisante est dépendante de la teneur totale en éléments fertilisants et des
proportions organiques et minérales en azote et phosphore.

Etalonnage - Fonction visant a relier une valeur d’information a une grandeur, ici la concentration en
analyte a l'intérieur d’'un intervalle de valeur défini suivant le domaine d’application de la méthode.

Evaluation intra-laboratoire - Méthode d’analyse soumis a une étude documentaire et statistique
au sein d’un laboratoire, fondée sur un protocole optimisé, et apportant la preuve que dans son domaine
d’application, la méthode d’analyse satisfait a des criteres de performances préétablis.

Exactitude - Etroitesse de I'accord entre une valeur mesurée et une valeur vraie d’'une mesure.

——__T

Lessivage - Transport des éléments du sol par les eaux de surface ou de pluie, ayant pour
conséquence I'appauvrissement et la dégradation des sols lessivés, la contamination voire pollution des
cours d’eau et apports sédimentaires.

Limite de détection - MDL La plus petite concentration de I'analyte en-dessous de laquelle, il n’est
plus possible de distinguer la réponse associée a I'analyte d’intérét des interférences associées a la
méthode d’analyse et la matrice analysée, permettant d’identifier le composés sans le quantifier dans
les conditions mises en ceuvre.

Limite de quantification - MQL La plus petite concentration de I'analyte en-dessous de laquelle la
concentration ou teneur ne peut étre déterminée, permettant de distinguer la quantification de
I'observation.

Lixiviation - Processus permettant d’obtenir un liquide résiduel (=lixiviat) dans lequel une substance
chimique aurait migré de haut en bas d’un profil de colonne par la percolation d’une solution aqueuse
(=lixiviant).
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Matiére organique - Terme regroupant de nombreuses substances et composés carbonés d’origine
végétale et animale. La matiere organique du sol est considérée comme trés complexe, principalement
des composés humiques, des racines, des micro-organismes etc. La matiére organique ne doit pas étre
confondu avec I'humus qui est une altération de la matiére organique et incluant par exemple I'acide
fulvique, I'acide humique ou I'’humine, dont 'augmentation des poids moléculaires respectifs exprime
leur stabilité croissante et leur présence permanente dans le sol, si le profil de sol n’est pas altéré par
le labourage.

Matrice - Ensemble des constituants de I'échantillon autres que I'(es) analyte(s).

Matériau de référence — Matériau caractéristique, tragable et validé périodiquement par rapport a
des matériaux de référence certifiés (valeurs des propriétés certifiées par un organisme de certification),
provenant d’échantillons réels analysés plusieurs fois, dont une ou plusieurs propriétés sont
suffisamment bien définies pour qu’il soit possible de l'utiliser pour I'évaluation d’'une méthode de
mesure sur une nature de matériau spécifique.

Méthode d’analyse - procédure écrite décrivant I'ensemble des moyens et modes opératoires
nécessaires pour effectuer I'analyse de(s) l'analyte(s) (e.g., domaine d’application, réactifs,
appareillage, matériel, modes opératoires, expression des résultats, robustesse, précision).
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Norme - Etat habituellement répandu, considéré le plus souvent comme une regle a suivre. Dans ce
document, les normes mentionnées sont les suivantes :

NF EN ISO 5667-13. Qualité de I'eau : Echantillonnage — P13. Ligne directrices pour I'échantillonnage des boues.
NF EN 12579. Amendements organiques et supports de cultures — Echantillonnage.

NF EN ISO 5667-15. Qualité de I'eau : Echantillonnage — P15. Lignes directrices pour la conservation et le
traitement des échantillons de boues et de sédiments.

NF EN ISO 16179. Boues, biodéchets et sols : Lignes directrices pour le prétraitement des échantillons.

NF EN ISO 16720. Qualité du sol : Prétraitement des échantillons par lyophilisation pour analyse subséquente.
NF 44-095. Amendements organiques — Composts de matiéres d’intérét agronomique du traitement des eaux.
NF T90-210. Qualité de I'eau — Protocole d’évaluation initiale de performances d’'une méthode dans un laboratoire.
NF EN 12457-2. Caractérisation des déchets — Lixiviation - Essai de conformité pour lixiviation de déchets
fragmentés et des boues — Partie 2 : Essai en baché unique avec un rapport liquide-solide de 10 L.kg? et une
granularité inférieure a 4 mm (sans ou avec réduction de la granularité).

NF EN 14405. Caractérisation des déchets — Essai de comportement a la lixiviation — Essais de percolation a
écoulement ascendant (dans des conditions spécifiées).

PR - .

Récupération - pourcentage de récupération, ou rendement d’extraction, permettant d’identifier, pour
une matrice caractéristique donnée a un niveau de dopage donné, la présence de pertes et
d’interférence potentielles lors du processus globale de la méthode d’analyse.

Recyclage - Toute opération de valorisation dont le résultat principal est que les déchets sont traités
et servent a des fins utiles en substitution a d’autres substances, matiéres ou produits qui auraient été
utilisés a une fin particuliere, sont traités en substances, matiéres ou produits, excluant les opérations
de valorisation énergétique ou de mise en décharge.

Réplicat - Aliquotes distincts obtenus d’'un méme échantillon et soumis a la méme procédure analytique
dans sa globalité, du prétraitement jusqu’au dosage, permettant d’évaluer I'étroitesse de I'accord entre
les résultats individuels successifs obtenus sur le méme échantillon soumis a I'essai dans les conditions
suivantes : méme procédure, méme analyste, méme appareil, mais peut comprendre d’autres
conditions variables. Selon les conditions d’exécution de I'essai, cette caractéristique s’exprime sous
forme de répétabilité ou de reproductibilité dont la caractéristique est exprimée par 'écart-type relatif
par rapport aux valeurs moyennes ou le coefficient de variation.

Répétabilité - Evaluation de I'étroitesse de I'accord entre les résultats individuels répétés obtenus sur
le méme échantillon soumis a I'essai dans un ensemble de conditions qui comprennent les mémes
procédure, analyste, appareil, et conditions de fonctionnement, sur une courte période.
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Reproductibilité - Evaluation de I'étroitesse de I'accord entre les résultats individuels obtenus sur le
méme échantillon soumis a I'essai dans les conditions suivantes qui comprennent les mémes
procédures, analyste, appareil, et conditions de fonctionnement, sur une période plus étendue voire
différentes périodes ; ou la variabilité de I'analyste peut également étre inclue.

Ruissellement - Ecoulement des eaux a la surface des sols, instantané et temporaire, diffus ou
concentré, des eaux sur un versant a la suite d’'une averse, ou l'intensité des précipitations favorise cet
écoulement en proportion de l'insuffisance de l'infiltration et la capacité de rétention du sol.
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Sorption - Ensemble des processus par lequel la substance est adsorbée ou absorbée sur ou dans
une autre substances, respectivement. Processus réversibles, la désorption est le processus de
transformation inverse de la sorption, par laquelle les substances sorbées se détachent du sorbant.

Sol - Partie vivante constituant la couche la plus externe de la crolte terrestre, a l'interface des
différents compartiments environnementaux (sous-sol, air, eau, vivant). Le sol est dissocié de la crolte
terrestre par la présence significative de vie. C’est une formation naturelle de surface, a structure
meuble et d’épaisseur variable, résultant de la transformation de la roche meére sous-jacente et de la
matiere organique, sous l'influence de processus physiques, chimiques et biologiques. Le sol est ainsi
composé de composants chimiques minéraux et organiques, contenant des composés fortement
carbonatés et azotés, peuplé d’organismes de tailles variables. Les matieres organiques se lient a la
matiere du sol dans leurs formes les plus évoluées, faisant de la réserve en carbone organique (¥
stockés dans les 60 premiers cm), une des propriétés du sol favorisant le piégeage des contaminants
par exemple. Les propriétés physiques et la composition chimique variable du sol, fait de son
hétérogénéité, I'abri d’'une diversité biologique (=biodiversité) essentielle. Les organismes vivants
contribuent a améliorer la fertilité du sol en participant a la dégradation de contaminants. C’est ainsi que
le sol joue un réle déterminant et essentiel dans I'écosystéme. Lors de la valorisation des boues
d’épuration, il est considéré comme systéme épuratoire, ou son aptitude a recycler les produits
résiduaires organiques dépend de son épaisseur et sa texture, sa porosité ou encore sa capacité
d’échange cationique (Lesueur et al., 2019).
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Topsol - Partie superficielle, ou couche arable, représentant les 20 premiers centimétres de sol
contenant plus de la moitié du stock total de carbone organique du sol.

Transfert - Ensemble de processus de sorption, de dégradation, d'immobilisation, et de lixiviation. Il
est nécessaire de distinguer la nuance subtilement présente entre le transport de I'eau et le transfert de
contaminants par le biais de I'eau.
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Zone non-saturée - Egalement mentionnée « zone vadose », est la zone située entre la surface du
sol et la nappe phréatique ou le sol est caractérisé par la présence d'air et d'eau dans leurs espaces
poreux.
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Liste des abréviations

Les abréviations définies intégrent I'utilisation de la langue frangaise et de I'anglais a travers ce
manuscrit, et sont symbolisées en gras ou normal, selon leur utilisation respective.

CE
CEC
COE
CR
dw
ETM
ESI
ESI
HAP
LCA
mb
MDL
MQL
MeCN
MeOH
MES
MRM
ms
oC
oM
QAQC
PCB
RP
STEU
Sic
TS
USDA
WWTP

Conductivité électrique

“Cation exchange capacity” - Capacité d’échange cationique

Contaminant organique émergent

Capacité de rétention

“dry weight” - masse séche

Elément trace métallique

“Electrospray ionisation” - ionisation par électrospray

Eau Ultra-Pure

Hydrocarbure aromatique polycyclique

“Life cycle assesment” - Analyse du cycle de vie

Masse brute

“Method detection limit” - Limite de détection de la méthode analytique

“Method quantitifcation limit” - Limite de quantification de la méthode analytique
Acétonitrile aussi noté ACN

Méthanol

Matiéres en suspension

‘Multiple Reaction Monitoring” — Mode de surveillance des réactions multiples
Masse seche

“Organic carbon” - Carbone organique

“Organic matter” - Matiére organique

Procédure d’assurance qualité et contréle qualité

Polychlorobiphényle

Résidu pharmaceutique aussi not¢ PhC pour “"Pharmaceutical compound”
Station de traitement des eaux usées

Siccité

“Total solid” - Total des solides en suspension

“United States Depatment of Agriculture” - Département de I'agriculture Etats-Unis
“Wastewater treatment plant” - Station de traitement des eaux usées
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Liste des sigles des contaminants organiques

Résidus pharmaceutiques

ACEB - Acebutolol.

ACEK — Acesulfame K.
AMI — Amitriptyline.

ATEN — Aténolol.

ATOR - Atorvastatin.

AZI — Azithromycine.
CAFE — Caféine.

CBZ — Carbamazépine.
CETI - Cétirizine.

CIPRO - Ciprofloxacine.
CYCLO - Cyclophosphamide.
CLARI — Clarithromycine.
DCF - Diclofénac.

DZP - Diazépam.

DIPH — Diphenhydramine.
DOM — Domperidone.
ECBZ — Epoxy-Carbamazepine.
ECO — Econazole.

ENO - Enoxacine.

ENRO - Enrofloxacine.
ERY — Erythromycine.
ESCI — Escitalopram.
FENO — Acide fénofibrique.
FLUCO - Fluconazole.
FLUME — Flumequine.
FLUO — Fluoxétine.

FURO — Furosemide.

GEM - Gemfibrozil.

GLI — Glibenclamide.
HYDRO - Hydrochlorothiazide.
IRB — Irbesartan.

LAMO - Lamotrigine.

Pesticides

ATZ — Atrazine.

DIA — Deisopropyldéséthylatrazine.
DEA - Déséthylatrazine.

DIU — Diuron.

FLONI — Flonicamide.

HEXA — Hexazinone.

IRG - Irgarol.

LIDO - Lidocaine.
MEFEN — Acide méfénamique.
MET — Metformin.
METO — Métoprolol.
METRO — Métronidazole.
MICO - Miconazole.
NALI — Acide nalidixique.
NOR - Norfloxacine.
OFLO - Ofloxacine.
OXZP — Oxazepam.
PROP — Propanolol.
ROXI — Roxithromycine.
SAC — Saccharine.
SFDZ - Sulfadiazine.
SFMZ — Sulfaméthazine.
SFMX — Sulfaméthoxazole.
SFP — Sulfapyridine.

SIL — Sildénafil.

SOTA - Sotalol.

SPIRA — Spiramycine.
TEL — Telmisartan.
TETRA — Tétracycline.
THEO — Theophylline.
THIA — Thiabendazole.
TRAMA — Tramadol.
TRIM — Triméthoprime.
TYLO - Tylosin.

VAL — Valsartan.

VEN - Venlafaxine.
VERA — Verapamil.
XYLA — Xylazine.

WAR — Warfarin.

ISO — Isoproturon.

LINU — Linuron.

MALA — Malathion.

MTLC — Métolachlore.

SIMA - Simazine.

TER — Terbuthryn.

TERB — Terbuthylazine.

DTERB - Déséthylterbuthylazine.
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Liste des dénominations des éléments chimiques

Les éléments chimiques sont présentés dans ce manuscrit sous leur dénomination reconnue par la
communauté scientifique. Afin de limiter les dissemblances suivant le domaine d’expertise, un rappel
est donné dans cette section.

AcOEt
AcOH
As

B

C
Cc0o3>
Ca
CaO
Cd

Cr

Cu

FA
H3PO4
Hg
IPA

K
KH2PO4
K20
MeCN
MeOH
Mg
MgO
Mn

NHa
NHAC
NH4F
NH;OH
N-NH4
N-NO3
Na
Na,O
NaOH.
Ni

P20s
Pb
Se
Zn

Acetate d’éthyle
Acide acétique
Arsenic

Bore

Carbone

Carbonates totaux
Calcium

Dioxyde de calcium
Cadmium

Chrome

Cuivre

Acide formique

Acide phosphorique
Mercure

Isopropanol
Potassium
Phosphate de potassium
Oxyde de potassium
Acétonitrile

Méthanol

Magnésium

Oxyde de magnésium
Manganése

Azote total
Amoniaque

Acetate d’'ammonium
Formate d’ammonium
Hydroxyde d’ammonium
Azote ammoniacal
Azote nitrique
Sodium

Oxyde de sodium
Hydroxyde de sodium
Niquel

Phosphore
Phosphore

Plomb

Sélenium

Zinc
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Annexes

ANNEXE 1.
Tab.l-SM1. Supporting database on the overall investigated PhCs throughout the literature (Excel document).

The document page, called “Resume of collected data”, summarizes the database of this paper
review, compiling the occurrence of pharmaceuticals through their concentration ranges and
physical-chemical properties (formula, molecular mass, estimation, and variability range of
octanol/water distribution coefficient, dissociation acidity constants). It shows the compounds
already included in previous reviews (column H, column 1) specifying all the compounds already
found in reviews in column G

The “Database” page details in-depth the collected data. Each PhCs are detailed by:

- the number of studies that investigate them (column C),

- the number of studied sludge (column D), how much PhCs are detected into them (column E),
- the calculated median concentration observed through collected data (column F) and their
concentration ranges (column G) from the lowest, as method limits, to the highest levels.

Columns H-K and columns L-P detail the previously data (number of detection) according to the
approximation of sludge identification described in section 1.2.1 and Fig.lI-2 with the type of
considered sludge as sewage sludge and stabilized sludge, respectively. Specification of the
detection frequency, if available, complete the PhCs database in sludge matrices.

A global resume of the analytical quality of studies is given through the detection (MDL -
columns Q-R) and quantification limits (MQL — columns S-T), according to the literature.
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ANNEXE 2.

Les pages suivantes présentent les données spécifiqgues a chague contaminants de la maniére
suivante :

Nom du contaminant

Figure de gauche

Figure 1. Surfaces de réponse des rendements d’extraction suivant les conditions d'extraction.
axe z — Rendements d’extraction obtenus sur les boues composites au dopage de 5 pg.kg™ en duplicata.
axe x — Proportion de solvant organique dans le milieu d'extraction.

axe y — Variation des conditions de pH du milieu d'extraction.

Figure 1.A. Surface de réponse des rendements d’extraction considérant I’acétonitrile en solvant organique.
Figure 2.B. Surface de réponse des rendements d’extraction considérant le méthanol en solvant organique.
A. Mcllvaine buffer with EDTA and organic solvent: acetonitrile (1/1 v/v) — MgSO4 + PSA.

B. Mcllvaine buffer with organic solvent: Acetonitrile (1/1 v/v) — MgSO4 + PSA.

C. Mcllvaine buffer with EDTA and organic solvent: Methanol (1/1 v/v) — MgSO4 + PSA.

D. Mcllvaine buffer with organic solvent: methanol (1/1 v/v) - MgSO4 + PSA.

E. Additive with organic solvent: acetonitrile/methanol (2/1/1 v/v) - MgSO, + PSA.

F. Additive with organic solvent: Acetonitrile/methanol (2/1/1 v/v/v) - MgSO4 + PSA + C15 + GCB.

Le logiciel Rstudio (version 1.3.1093) a été utilisé pour analyser les données des essais, calculer les
modeles de régression (Eq.ll-4), et reproduire les surfaces de réponse sous une représentation 3D.

library("plot3D")

df « tableau de données

# determination des x, y, z variables

x « df$Proportions

y « df$pH d’extraction

z « df$Rendements d'extraction obtenus

# Calcul de la régression — non linéaire étant donné la réponse, dite non-corrélée avec l'ensemble des variables

fit «— Im(formula = z ~ I(x"2) + 1(y"2) +I(x"y) + x +y)

# Prédiction des valeur sur une grille

grid.lines =120

x.pred «— seq(min(x), max(x), length.out = grid.lines)

y.pred < seq(min(y), max(y), length.out = grid.lines)

Xy «— expand.grid( x = x.pred, y = y.pred)

z.pred «— matrix(predict(fit, newdata = xy), nrow = grid.lines, ncol = grid.lines)

# Points ajustés pour la visualisation de la surface régression (surface de réponse)

fitpoints «— predict(fit)

# diagramme de dispersion avec surface de régression

scatter3D(x, y, z, cex = 1, pch=df$etiquette,  #association de la lettre de 'essai
xlim=¢(0.25,0.5),ylim=c¢(3,9),zlim=c(0,120), #description des limites de la représentation 3D
theta = 30, phi = 0, ticktype = "detailed", type="s",bty="b2",

xlab = "solvent ratio", #nom de I'axe x
ylab = "extraction solvent pH", #nomde laxe y
zlab = "extraction recovery (%R)", #nom de l'axe z

col = ramp.col(c("red", "tan", "blue4")),  # couleur de la surface de réponse et légende associée
surf = list(x = x.pred, y = y.pred, z = z.pred fit = fitpoints))

Figure de droite

Figure 2. Structure et représentation graphique des caractéristiques physico-chimiques.

Fig.2.A. Représentation développée de la structure du contaminant avec identification des charges possibles
selon I'influence pH du milieu considéré.

Fig.2.B. Graphique du pourcentage de distribution des espéces dans le milieu, suivant I'évolution du pH.
Fig.2.C. Graphique de I'hydrophobicité du contaminant par le coefficient de partage octanol/eau fonction du pH.
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Abstract

In France, the treatment of more than 5 G mi.year?! of urban wastewater exceeds the
production of 1.1 M tons.year? of sewage sludge. More than 70% of the produced sludge is
recycled each year in agriculture as 0.9 Mt of dry matter (ms) on more than 29 Mha of
agricultural land. Several hundreds of pharmaceuticals, currently contained in wastewater,
exhibit affinity with the suspended solids, making sludge a significant source of contaminants.
This work aims to improve the knowledge of transfer processes by evaluating the occurrence
and fate of organic contaminants, such as pharmaceuticals, from organic waste products to
sludge-amended soils.

The innovative aspect of this work consists of the holistic approach, including the in-depth
analysis of the literature, the analytical development, the field, and laboratory investigations.

The literature analysis highlights the survey of 455 pharmaceutical residues, 84 of which are
additional confirming the occurrence of 305 pharmaceuticals, which together can amount to
several hundred mg.kg? (ms). Despite the lack of accurate identification of the analyzed
matrices, this review addresses the impact of all the contents and physicochemical properties
of sludge and contaminants on the sorption mechanisms. This review allowed the identification
of a large panel of contaminants of interest to be followed on the sludge-soil continuum.

To ensure a consistent analytical method, an analytical development was performed. Within
this framework, a robust multi-residue protocol was implemented for 74 contaminants,
common to both sludge and sludge-amended soils. Average recoveries above 78% were
obtained for each matrix. Sequential extraction assisted by ultrasound, purification on HLB
Prime cartridge and LC-MS2 analysis, allowed us to achieve limits of quantification from 0.1 to
31.6 pg.kg* (ms) in sewage products, and from 0.02 to 2.53 ug.kg* (ms) in three types of soils,
(sandy, loamy and silty-clay, high in organic matter).

The analysis of activated sludge and dewatered sludge shows levels up to 2.5 mg.kg™® (ms)
for 35 contaminants, which can reach 8 mg.kg* (ms). The normalized composts show average
cumulative contents of 2 mg.kg? (ms), where the mixing effect with the structuring agents is
the factor justifying mainly the reduced contents. Some agricultural composts present above
80 mg.kg? (ms), listing 59 contaminants, explained by composting practices that differ from
normalized composts.

In a Mediterranean climatic context, the study of sludge-amended soils over 15 years reports
that no soil is free from contamination, up to 60 cm. 36 contaminants were identified, depending
on the sampling depth, the amendment history, and the soil nature. Thus, 20 contaminants are
systematically quantified in silty-clay, loamy or sandy soils, at accumulations of 100 ug.kg?
(ms). These levels are explained by the prevalence of caffeine, in which the quantified
contaminants are measured at levels below 5 ug.kg™? (ms).

This work highlights the persistence of contaminants in sludge-amended soils through the
significance of their interactions with the soil characteristics (e.g., clay, silt, sand, CEC) and
organic matter. Then, antihypertensive and antidepressant contaminants are generally
immobilized in the application zone of the organic products.

The results provide further insight into the current knowledge of the fate of pharmaceutical
residues upon return to soil considering the wide panel of the contaminant properties, the type
of soils, and the variability of geo-climatic conditions; results that would need to be examined
for the environmental risks involved.
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Résumé

En France, le traitement de plus de 5 Gmi.an! d’eaux résiduaires urbaines entraine une
production de boues d'épuration dépassant 1.1 M de tonnes.an. Plus de 70% des boues
produites sont recyclées chaque année en agriculture, soit 0.9 Mt de matiere seche (ms) sur
plus de 29 Mha de surfaces agricoles. Ce faisant, plusieurs centaines de pharmaceutiques,
présents dans les eaux usées, manifestent une affinité avec les matiéres en suspension,
faisant des boues un exutoire majeur des contaminants. Ce travail vise a améliorer la
connaissance des processus de transfert, par I'évaluation de I'occurrence et du devenir des
contaminants organiques des produits résiduaires organiques aux sols amendés.

L’aspect novateur de ces travaux réside dans I'approche holistique adoptée, incluant 'analyse
fine de la littérature, le développement analytique, les observations de terrain et de laboratoire.
L’analyse bibliographique porte sur l'investigation de 455 résidus pharmaceutiques dont 84
supplémentaires aux revues précédentes montrant l'occurrence de 305 résidus
pharmaceutiques, pouvant totaliser plusieurs centaines de mg.kg? (ms). L'impact de
'ensemble des teneurs et propriétés physico-chimiques propres aux boues et aux
contaminants sur les processus de sorption est étudié. Cette revue a permis d'identifier un
large panel de contaminants d’intérét pour un suivi sur le continuum boues-sols.

Afin d’assurer une méthode d’analyse robuste, une étape de développement analytique a été
réalisée. Dans ce cadre, un protocole multi résidus, communs aux boues et aux sols amendés,
pour 74 contaminants a été mise en place. Des rendements moyens supérieurs a 78% ont été
obtenus pour chaque matrice. L’extraction séquentielle assistée par ultrasons, la purification
sur cartouche HLB Prime et I'analyse LC-MS?, permet d’atteindre des limites de quantification
de 0.1 & 10.8 pg.kg* (ms) dans les produits résiduaires organiques et de 0.02 a 2.53 ug.kg™
(ms) dans trois types de sols, riches en matiére organique.

L’analyse de boues activées et déshydratées met en évidence des teneurs jusque 2.5 mg.kg
1 (ms) pour 35 contaminants, dont le cumul peut atteindre 8 mg.kg? (ms). Les composts
normés affichent des teneurs cumulées moyennes de 2 mg.kg™ (ms). L'effet de mélange avec
les agents structurants est le facteur justifiant en grande partie les teneurs réduites. Certains
composts agricoles présentent des teneurs cumulées allant au-dela de 80 mg.kg? (ms),
recensant 59 contaminants, justifié par un compostage distinct du compostage normé.
L’étude de sols amendés sur 15 années, en contexte climatique méditerranéen, rapporte
qu’aucun sol n'est exempt de contaminants, et ce jusque 60 cm. 36 contaminants sont
identifiés. Leur distribution dépend des profondeurs de prélévement, de [Ihistorique
d’épandage et de la nature des sols. Ainsi, 20 contaminants sont systématiquement quantifiés
que ce soit dans des sols argileux, limoneux, ou sableux, a des cumuls de 100 ug.kg™ (ms),
hors caféine. Les teneurs quantifiées individuellement sont inférieures a 5 pg.kg* (ms).

Ces travaux de thése mettent en évidence la persistance des contaminants dans les sols
amendés a travers I'importance de leurs interactions avec le complexe argilo-humique et les
matiéres organiques. Les contaminants, tels que les antihypertenseurs et les antidépresseurs,
sont généralement immobilisés dans la zone d’application des produits.

Les résultats ont permis d’approfondir les connaissances actuelles sur le devenir des résidus
pharmaceutiques lors de la pratique du retour au sol compte tenu de la diversité des propriétés
des contaminants, des sols et de la variabilité des conditions pédo-géo-climatiques. Il serait
nécessaire d’examiner les risques environnementaux encourus.

Mots-clés Boue d'épuration - Résidus pharmaceutiques - Amendement - Compostage
Sol amendé - Contamination - Transfert - Persistance



