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Résumé

La pénurie des réserves d’eau de bonne qualité et le stress hydrique dans de nombreuses régions du monde sont parmi les enjeux environnementaux et sociétaux les plus importants du XXIème siècle. Les solutions non conventionnelles comme la réutilisation des eaux usées (REUSE) représentent une réelle opportunité durable, en particulier pour le bassin méditerranéen régulièrement soumis au stress hydrique. Un des usages identifiées pour cette réutilisation est la recharge de nappes qui consiste à injecter les eaux usées traitées dans le sol pour profiter de sa capacité géo-épuratoire tout en apportant une ressource en eau supplémentaire. Toutefois, le risque de présence d’agents pathogènes et de polluants organiques émergents soulève encore de nombreuses questions sur le rapport bénéfice-risque de la REUSE sur l’environnement et la santé humaine. La nécessité de décrire plus en détail ces expositions multiples et de les relier à des effets néfastes sur la santé a conduit à la formulation du concept d'exposome. La mesure de l’exposome peut se faire par des approches non-ciblées qui permettent de profiler des milliers de molécules endogènes et exogènes simultanément et donc de considérer de nouveaux micropolluants organiques pertinents plus ou moins connus et ubiquistes, que ces derniers soient déjà réglementés ou émergents, ainsi que leurs éventuels produits de transformation. Parmi les polluants organiques émergents, les substances hydrophiles, sont identifiées comme des substances très préoccupantes ces dernières années du fait de leur mobilité dans les écosystèmes aquatiques et de leur résistance aux différents traitements de l’eau. Les objectifs de ce projet de thèse sont donc (i) de développer une méthodologie de caractérisation à grande échelle de l’exposome, basée sur une approche innovante de « suspect screening » et analyse non-ciblée par spectrométrie de masse haute résolution et (ii) générer des données d'exposition aux contaminants émergents, dont les plus hydrophiles, afin de mieux comprendre les enjeux associés à la recharge artificielle des nappes phréatiques tant d’un point de vue environnementale que sanitaire. 
Abstract

The scarcity of safe water supplies and water stress in many regions of the world are among the most important environmental and societal challenges of the 21st century. Unconventional solutions such as the reuse of reclaimed water represent a sustainable and reliable water supply with great potential, in particular for the Mediterranean basin regularly subject to water stress. One of the uses identified for this reuse of reclaimed water is for Managed Aquifer Recharge (MAR), which consists of injecting treated wastewater into the ground to take advantage of its geo-purification capacity while providing an additional water resource. However, the risks associated with the presence of pathogens and emerging organic pollutants still raise many questions about the benefit-risk ratio of REUSE on the environment and human health. The need to further describe these multiple exposures and relate them to adverse health effects led to the formulation of the exposome concept. The measurement of the exposome can be done by non-targeted approaches which make it possible to profile thousands of endogenous and exogenous molecules simultaneously and therefore to consider new relevant organic micropollutants more or less known and ubiquitous, whether these are already regulated or emerging chemicals, as well as their possible transformation products. Among emerging organic pollutants, hydrophilic substances have been identified as substances of very high concern in recent years due to their mobility in aquatic ecosystems and their resistance to various water treatments. The objectives of this thesis project are therefore (i) to develop a methodology for the large-scale characterization of the exposome, based on an innovative approach of "suspect screening" and non-targeted analysis by high-resolution mass spectrometry and (ii) generate data on exposure to emerging contaminants, including the most hydrophilic ones, in order to better understand the issues associated with artificial groundwater recharge from both an environmental and health point of view. 
Objectifs

Les objectifs de ce projet de thèse sont (i) de développer une méthodologie de caractérisation à grande échelle de l’exposome, basée sur une approche innovante de « suspect screening » et analyse non-ciblée par spectrométrie de masse haute résolution et (ii) générer des données d'exposition aux contaminants émergents, dont les plus hydrophiles, afin de mieux comprendre les enjeux associés à la recharge artificielle des nappes phréatiques tant d’un point de vue environnementale que sanitaire. 
Contexte

Hydrosciences Montpellier (HSM) est une unité de recherche pluridisciplinaire dans les domaines de l'interaction entre l'Eau, l'Environnement et la Santé. L'équipe Contaminants émergents (ContEm) de HSM s'intéresse aux contaminants de préoccupation émergente dans les écosystèmes aquatiques. Le premier objectif de ContEm est d’évaluer l'exposition et les effets des contaminants sur les organismes du milieu aquatique à travers des mesures basées sur la haute résolution de masse (Bonnefille et al., 2017 ; 2019). Le deuxième objectif de l’équipe est de caractériser le devenir et les mécanismes de transformation des contaminants dans le cadre de la recharge directe ou indirecte des aquifères, dans une perspective d’anticipation du risque sanitaire et environnemental dans un environnement sous pression anthropique et climatique (Branchet et al., 2019 ; Merhabi et al., 2021). Cette thèse s’inscrit dans le deuxième axe de recherche de l’équipe. 
La pénurie des réserves d’eau de bonne qualité et le stress hydrique dans de nombreuses régions du monde sont parmi les enjeux environnementaux et sociétaux les plus importants du XXIème siècle. Ces problématiques ne cessent de s’aggraver avec l’augmentation de la population dans le monde, la pression anthropique sur les réserves en eau et le réchauffement climatique. Les solutions non conventionnelles comme la réutilisation des eaux usées représentent une réelle opportunité durable, en particulier pour le bassin méditerranéen régulièrement soumis au stress hydrique. Un des usages identifiées pour cette réutilisation est la recharge de nappes qui consiste à injecter les eaux usées traitées dans le sol pour profiter de sa capacité géo-épuratoire tout en apportant une ressource en eau supplémentaire. La maîtrise des techniques et la gestion des risques doivent donc être robustes afin d’éviter toute forme d’atteinte à l’intégrité d’un réservoir d’eau souterraine. En effet, le risque de présence d’agents pathogènes et de polluants organiques émergents très mobiles soulève encore de nombreuses questions sur le rapport bénéfice-risque de la REUSE sur l’environnement et la santé humaine. 
La nécessité de décrire plus en détail ces expositions multiples et de les relier à des effets néfastes sur la santé a conduit à la formulation du concept d'exposome (Vermeulen et al., 2020). Le concept d’exposome vient compléter la démarche initiée par la science de l’exposition, en réunissant les questions sur l’environnement et l’homme (Lyoi & Rappaport, 2011). L’évolution de ces domaines (Lakind et al., 2016 ; Lyoi & Smith, 2013) permet aujourd’hui d’adresser de nouvelles questions concernant l’environnement et la santé, qui constituent le cadre de cette thèse. 
La mesure de l’exposome se fait couramment à l’aide d’approches dites « ciblées », qui permettent de générer des données quantitatives sur des listes préétablies de composés d’intérêt, la plupart réglementés. Les approches ciblées permettent de détecter uniquement des micropolluants organiques sélectionnés au préalable et pour lesquels un étalon analytique est disponible. Bien que ces méthodes soient très utiles, elles peuvent être complémentées par des méthodes dites « non-ciblées ». Les méthodes non-ciblées permettent de considérer de nouveaux micropolluants organiques pertinents plus ou moins connus et ubiquistes, ainsi que les éventuels produits de transformation de ces substances. Ces nouvelles méthodes sans a priori appliquées à des matrices environnementales permettent de profiler des milliers de molécules endogènes et exogènes simultanément, que ces dernières soient déjà réglementées ou émergentes afin d’obtenir une caractérisation plus exhaustive de l’exposome (Miller, 2020). Parmi les polluants organiques émergents, les substances hydrophiles, sont identifiées comme des substances très préoccupantes ces dernières années du fait de leur mobilité dans les écosystèmes aquatiques et de leur résistance aux différents traitements de l’eau (Hale et al., 2022, Albergamo et al., 2019). Cette thèse se propose d’apporter un focus particulier sur ces substances. 
Cependant, la caractérisation exhaustive de l’exposome présente de nombreux nouveaux challenges (Price et al., 2022).
Méthodes

Au-delà du concept, les approches non-ciblées centrées sur les contaminants émergents et/ou hydrophiles sont sujettes à des verrous méthodologiques et techniques qu’il convient de lever, notamment au travers de cette thèse. 
· la grande hydrophilicité des substances les plus mobiles dans les écosystèmes aquatiques impose le développement de nouveaux protocoles de préparation de l’échantillon et de mesure adapté spécifiquement aux propriétés physico-chimiques de ces substances. Une première partie de la thèse sera donc dédié au choix de molécules cibles pertinentes, en fonction des études récentes de la littérature sur la problématique posée par ces substances, sur lesquelles optimiser les protocoles (préparation de l’échantillon, séparation chromatographique) qui seront ensuite appliquées à une caractérisation non-ciblée de l’exposome des échantillons environnementaux. 

· les données non ciblées générées étant par nature très complexes, elles ne peuvent être traitées manuellement. Plusieurs outils de traitement de données sont disponibles aujourd’hui (outils libres ou constructeurs) avec chacun leurs avantages et limites (Hohrenk et al., 2020, Minkus et al., 2022). Le test de quelques solutions disponibles permettra de déterminer les meilleurs outils (et paramétrages associés) ainsi que leur périmètre optimal d’application en fonction de la nature et origine des échantillons analysés.
· l'élaboration d’une banque de données spectrales de contaminants privilégiés sera également réalisée ainsi que le développement d'outils bioinformatiques dédiés à une annotation efficace sur la base de la banque de données spectrales créée (suspect screening). 
· l’étude de l’exposome se confronte également à l’identification de composés inconnus (métabolites, produits de transformation environnementales ou au cours des traitements des eaux…) et/ou pour lesquels aucun standard analytique n’est disponible commercialement. L’approche de suspect screening présente donc des limites. Différents outils ont été développés ces dernières années (Guo et al., 2020) permettant d’inférer ou d’approcher la structure de ces inconnus (fragmentation in silico, prédiction de temps de rétention, réseaux de similarité spectrale…) qu’il conviendra de s’approprier et mettre en œuvre en vue d’apporter de nouvelles connaissances sur la fraction hydrophile de l’exposome. 
Résultats attendus

Le workflow ainsi développé (préparation de l’échantillon, mesure et retraitement) sera ensuite appliqué aux questions de recherche de l’Unité à l’interface entre santé humaine et santé environnementale (Gao, 2021). Il permettra notamment la génération de données d'exposition aux contaminants émergents lors de la recharge artificielle des nappes dans le cadre des projets COMPAQUI « Comparaison de filières de traitement d’eaux usées pour la recharges d’aquifères, compréhension des mécanismes institutionnels pour la réussite d’un projet de REUT » (projet Structurant du défi clé Water Occitanie WOc) et LIFE REMAR «Reactive barriers for water renaturalization during managed aquifer recharge in the Baix Camp region), projet européen du Programme LIFE. La génération de données précieuses est attendue afin de mieux comprendre les enjeux associés à la recharge artificielle des nappes phréatiques tant d’un point de vue environnementale que sanitaire.
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