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Résumé



RESUME Les écosystèmes aquatiques sont un récepteur privilégié des micro-polluants. Ils contiennent aussi des matières organiques (MO), d’origine naturelle ou anthropique. Les interactions entre les contaminants et les MO déterminent en grande partie la biodisponibilité des polluants dans le milieu aquatique. Ce travail s’intéresse à l’influence des MO des milieux anthropisés sur la biodisponibilité des polluants organiques hydrophobes. Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP), présents principalement dans les milieux urbains, ont été choisis comme modèles de contaminants. Dans les milieux anthropisés, certaines MO sont sujettes à la dégradation bactérienne. Alors que de nombreux travaux par le passé ont été consacrés à l'étude des interactions entre les contaminants et les MO humiques, essentiellement non dégradables, en caractérisant les MO d'un point de vue physico-chimique, la biodégradabilité a été choisie comme point d'entrée pour ce travail. Nous faisons en effet l'hypothèse que l’affinité des contaminants pour la MO évolue au cours de sa dégradation, et qu’ils sont susceptibles d’être relargués sous forme biodisponible dans le milieu durant la biodégradation, puis d'être à nouveau fixés le cas échéant sur les sous-produits de la biodégradation. Au laboratoire, la biodisponibilité des HAP a été évaluée par mesures de bioaccumulation dans Daphnia magna . L’influence de la matière organique sur la biodisponibilité des HAP, l’évolution de cette influence au cours de la minéralisation bactérienne et le fort potentiel de fixation des sous-produits de dégradation ont été mis en évidence. Une modélisation de ces phénomènes a été proposée. Ces résultats concernant l’effet des MO urbaines et naturelles ont ensuite été confrontés aux mesures de la biodisponibilité des HAP in situ, dans le bassin de la Seine., obtenues par l'usage de membranes Semi-perméabes (SPMD).



Mots-clés Biodisponibilité - HAP - Matière Organique - Biodégradation – rejets urbains – algues - modèle de qualité de l’eau - SPMD
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Matières organiques et biodisponibilité des HAP



Abstract Aquatic ecosystems receive micro-pollutants. They also contain organic matter (OM) of natural and anthropogenic origins. The contaminant bioavailability in aquatic media is determined by the interactions between contaminants and OM. This work deals with the influence of organic matter from anthropogenic media on the bioavailability of hydrophobic organic pollutants. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) have been used as model contaminants, since they are widely spread in urban media. In anthropogenic media, some OM may be biodegraded. Up to now, most researches focused on the interactions between contaminants and humic OM that are mostly non-degradable, using physico-chemical characterizations of OM. On the contrary, in this work, the biodegradability of OM was deliberately taken into account. Indeed, we assume that the contaminant affinity for OM evolves during OM biodegradation, so that pollutants may be released in a bioavailable form and then may be bond again by biodegradation sub-products. In laboratory evaluation, PAH bioavailability was assessed through the measurements of the bioaccumulation in Daphnia magna. The influence of organic matter on the bioavailability of PAHs and the evolution of this influence along OM bacterial mineralization were proved, as well as the strong binding efficiency of degradation by-products. A model of observed phenomena was elaborated. These observations about urban and natural OM effect were compared to in situ PAH bioavailability measurements in the river Seine basin. In this case, the bioavailability was estimated using Semi-Permeable Membrane Device (SPMD) sampling technique.



Key-words Bioavailability – PAHs – Organic matter – Biodegradation – urban effluents – algae – Water quality model – SPMD
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Introduction



INTRODUCTION La Directive Cadre Européenne sur l’Eau du 23 octobre 2000 impose aux pays membres d’améliorer l’état écologique des cours d’eau. La première étape de ce travail a consisté à faire le bilan de l’état des eaux et à définir l’objectif de bon état écologique en termes de variables physiques, chimiques et biologiques. L’amélioration de l’état de cours d’eau fixée dans la Directive passe par l’élaboration de programmes de réduction des rejets, qui nécessitent de définir de normes de concentrations et/ou de flux de polluants rejetés adaptées à la sensibilité du milieu aquatique récepteur. Dans ce but, il est fondamental de connaître l’impact des rejets à court et long termes sur le milieu. Les efforts se sont beaucoup axés sur l’étude de la contamination de l’écosystème aquatique par la charge organique et les éléments majeurs (phosphates, nitrates) (par exemple Meybeck et al., 1998; Tusseau-Vuillemin, 1998). Le devenir et l’impact de ces substances dans le milieu aquatique sont aujourd’hui relativement bien compris, et les efforts de limitation des apports au milieu par la réduction des sources et le traitement des effluents bien avancés. En revanche, la contamination des milieux par les micro-contaminants (ou micro-polluants) reste moins bien appréhendée. Les micro-polluants sont des molécules présentes à l’état de trace (du ng/L au µg/L dans le milieu) mais qui sont susceptibles d’avoir une action toxique forte pour les organismes. On distingue deux types de micro-polluants : • les éléments métalliques, dont certains sont essentiels à l’organisme en faibles doses et toxiques en plus grande quantité (Zn, Fe, Cu), et d’autres sont complètement étrangers aux organismes (Pb, Hg… ). • Les micro-polluant organiques. Cet ensemble est constitué de molécules très diverses et est en constante évolution, puisque l’on dénombre une nouvelle molécule organique toutes les 30 secondes. Ces molécules sont produites pour l’activité humaine industrielle (hydrocarbures, solvants, teintures, PCBs dioxines, etc… ), agricole (pesticides), humaine (médicaments) sont générées indirectement par ces activités (résidus de combustion, intermédiaires de synthèse), ou encore peuvent exister naturellement dans l’environnement. Une grande partie des polluants organiques est persistante dans l’environnement et fortement bioaccumulable dans les cellules lipidiques des organismes (Jones et de Voogt, 1999) Dans le cadre de la Directive Cadre Européenne sur l’eau, une liste de trente-deux substances prioritaires « présentant un risque significatif pour ou via l’environnement aquatique » a été établie. Cet ensemble contient des métaux et plusieurs types de micro-polluants organiques : Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP), benzènes chlorés, pesticides... Cette liste illustre la prise de conscience du danger pour l’écosystème et l’enjeu environnemental que représentent les micro-polluants. Pour l’ensemble de ces molécules, des objectifs de réduction et d’élimination des rejets et des concentrations environnementales doivent être prises. Ce travail
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Matières organiques et biodisponibilité des HAP passe par l’acquisition de connaissances concernant leur devenir et leur potentiel toxique dans l’environnement. La toxicité aiguë des micro-polluants est souvent connue depuis longtemps grâce à des essais de laboratoire normalisés et aujourd’hui rendus obligatoires pour la mise sur le marché de nouvelles substances. L’impact sur le milieu de ces produits dispersés dans l’écosystème est en revanche beaucoup plus difficile à appréhender. D’une part, les très faibles teneurs les rendent difficiles à détecter et ne conduisent pas à des effets toxiques aigus « spectaculaires » (au contraire d’une désoxygénation, d’une eutrophisation ou d’une pollution accidentelle par exemple). D’autre part, les organismes du milieu subissent une exposition prolongée à de faibles doses qui est susceptible d’engendrer des effets chroniques irrémédiables, difficilement observables rapidement, et surtout plus difficiles à relier aux concentrations en polluants dans le milieu. La biodisponibilité désigne « la fraction de produit chimique présent dans le milieu environnemental qui est disponible pour être accumulée par les organismes. L’environnement peut inclure l’eau, les sédiments, les particules en suspension et la nourriture » (Rand et al., 1995). Dans le milieu récepteur, des mécanismes physiques, chimiques et biologiques interagissent et transforment les contaminants en des formes plus ou moins biodisponibles pour les organismes de l’écosystème. Les concentrations totales rejetées ne reflètent donc que partiellement le risque lié à un contaminant, la biodisponibilité étant très étroitement liée aux caractéristiques de l’environnement (Hamelink et al., 1994). L’évaluation de l’impact d’un contaminant sur le milieu nécessite l’estimation des concentrations biodisponibles et des facteurs environnementaux qui les affectent. Les milieux aquatiques contiennent par ailleurs des matières organiques (MO) d’origines très variées. Le terme « matière organique » regroupe l’ensemble des composés carbonés issus de la biogenèse. Elle est constituée de molécules très diverses, souvent polymérisées et agrégées. Les matières organiques naturelles sont produites dans l’écosystème aquatique par l’activité algale, bactérienne et de l’ensemble de la chaîne trophique, et des processus de transformation la MO détritique (MO autochtone) ou atteignent le milieu par érosion physique et chimique des sols (MO allochtone). Certaines MO peuvent être d’origine anthropique et provenir des rejets directs d’effluents, domestiques ou industriels, bruts ou traités, et du lessivage des sols pollués, des routes… L’impact direct des MO sur la qualité du milieu et sur le développement des chaînes trophiques est aujourd’hui bien connu (Wetzel, 1983; Thurman, 1984). Son impact indirect, comme facteur d’influence de la biodisponibilité des polluants est aussi fondamental mais reste beaucoup moins connu. En particulier, la MO a généralement une grande capacité d’interaction avec les micropolluants métalliques ou organiques (Buffle, 1990; Suffet et al., 1994), ce qui peut modifier leur biodisponibilité (Campbell, 1995; Haitzer et al., 1998). La matière organique est donc un des facteurs du milieu déterminants pour la définition de la fraction biodisponible des contaminants. Les milieux aquatiques subissant une pression anthropique forte reçoivent la plus grande partie des micro-polluants rejetés issus de l’activité humaine et industrielle. Ces milieux sont aussi
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Introduction chargés en MO autochtones ou allochtones, qui sont susceptibles d’interagir avec les micropolluants présents dans le milieu. Par ailleurs, ces MO anthropiques peuvent subir une biodégradation dans le milieu aquatique (Servais et al., 1998) et leur affinité pour les micropolluants peut en être affectée : ceux-ci peuvent être relargués sous forme libre dans le milieu, sont susceptibles d'être eux-mêmes biodégradés, de se lier à d'autres MO plus réfractaires, etc…. La biodisponibilité des contaminants présents peut donc évoluer au cours du temps. Ces interactions et leur évolution au cours du vieillissement des MO restent encore très largement méconnues. L’objectif de ce travail est de contribuer à la compréhension de l’influence de la matière organique sur la biodisponibilité des micro-polluants, en particulier dans les milieux urbains chargés en MO anthropique et biodégradable. Nous nous restreindrons aux micro-polluants organiques hydrophobes, pour lesquels la biodisponibilité dans les milieux aquatiques est largement définie par leurs interactions avec la MO. Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques sont choisis comme modèle de polluants organiques hydrophobes. Notre travail consiste en la mise en évidence expérimentale, la compréhension, et la modélisation de la modulation de la biodisponibilité des HAP par la matière organique et son évolution dans les eaux urbaines.
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Etat des connaissances



ETAT DES CONNAISSANCES 1 LES POLLUANTS ORGANIQUES HYDROPHOBES 1.1 Présentation et généralités 1.1.1 Quelques définitions L’ensemble des micro-polluants organiques hydrophobes (POH) regroupe un très grand nombre de molécules. Parmi les POH se trouvent certains groupes de molécules bien connus pour leur toxicité comme les Polychlorobiphényles (PCB), les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP), les pesticides organochlorés (DDT, atrazine), les dioxines… Cet ensemble, bien que très divers, possède des caractéristiques chimiques communes (hydrophobie, solubilité, persistance) qui leur confèrent des « traits de comportement » similaires dans l’environnement. Hydrophobie L’hydrophobie d’une molécule organique est quantifiée au moyen de son coefficient de partage entre l’octanol et l’eau (KOW), rapport des concentrations du composé à saturation dans le noctanol et dans l’eau. La solubilité dans l’eau d’une molécule dépend de sa capacité à créer des interactions fortes intermoléculaires avec l’eau. La solubilisation d’une molécule nécessite d’abord de rompre les interactions hydrogène entre les molécules d’eau de façon à créer des « cavités » pour les molécules. Les molécules doivent ensuite créer des interactions avec les molécules d’eau (solvatation), en « concurrence » avec les liaisons hydrogène des molécules d’eau entre elles. Les molécules organiques qui présentent des structures polaires capables créer des liaisons hydrogène (de type O-H) seront donc plus facilement solubilisées que des structures apolaires qui interagissent avec leur environnement par des interactions plus faibles dipôle-dipôle de type Van der Waals. Les molécules organiques sont donc d’autant moins solubles dans l’eau qu’elles sont très apolaires, condensées et de grande taille. A l’inverse, ces molécules seront facilement miscibles dans un solvant organique peu polaire (alcanes, ou n-octanol par exemple). Pour les polluants organiques hydrophobes KOW est supérieur à 100. Ce sont donc des molécules apolaires et peu solubles dans l’eau (solubilité de quelques ng/L à 1 mg/L). La faible solubilité des POH et leur hydrophobie conduisent ces molécules à se fixer préférentiellement sur les particules du milieu. Le n-octanol possédant des propriétés structurales analogues aux tissus lipidiques des organismes, KOW permet une estimation du caractère lipophile du contaminant (Schwarzenbach et al., 1993), et donc indirectement de sa capacité à être accumulé dans les tissus lipidiques des organismes vivants.
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Matières organiques et biodisponibilité des HAP Persistance. La persistance d’une molécule dans un environnement désigne sa capacité à ne pas être dégradée. La dégradation peut être bactérienne, chimique, voire photo-chimique, ou encore induite par la métabolisation dans les organismes contaminés. Les POH sont en général très peu dégradés par l’action bactérienne du milieu aquatique. Leur hydrophobie les conduit à s’accumuler dans les sédiments où ils se trouvent piégés et protégés de la biodégradation et d’une éventuelle photodégradation (les HAP et certains pesticides sont photo-sensibles). Certains composés sont plus facilement métabolisés par les organismes (HAP par exemple), alors que d’autres s’accumulent dans les tissus, et se concentrent le long de la chaîne alimentaire (PCB). Les POH sont regroupés en catégories, selon leur structure chimique ou selon leur utilisation. Les propriétés physico-chimiques des composés jouent un rôle fondamental pour leur devenir dans l’environnement. Elles déterminent leur spéciation dans le milieu et leur capacité à être accumulés par les organismes aquatiques. Le Tableau 1 montre les propriétés chimiques de POH regroupés par classes. Hydrophobie log KOW



Solubilité aqueuse Ceausat (g/L)



Volatilité Constante de Henry (L.atm.mol-1)



Benzènes substitués 1,5 à 5,5 Fluorobenzène 2,3 1,56 6,2 Bromobenzène 3,0 0,36 2,6 1,5 Hexachlorobenzène 5,5 5,8x10-6 Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques 3,4 à 8.2 Naphtalène 3,4 0,031 0,43 Phénanthrène 4,5 1,1x10-3 2,6x10-2 Pyrène 5,3 1,4x10-4 8,9x10-3 Benzo(a)pyrène 6,3 1,5x10-6 1,2x10-3 Polychlorobiphényles (BCP) 4,1 à 8,2 2-DCB 4,5 5,1x10-3 0,8 -8 Déca-DCB 8,2 1,4x10 1,9x10-2 Pesticides Atrazine (herbicide) 2,6 3,3x10-2 Malathion (insecticide) 2,9 0,14 3,2x10-3 Lindane (insecticide) 3,8 9,4x10-4 DDT (insecticide) 6,4 5,0x10-6 9,6x10-3 Dioxines 4,3 à 8,2 Tetra-dichloro-dibenzo-dioxine 6,6 1,6x10-8 5,2x10-2 Tableau 1 : Caractéristiques de quelques polluants organiques hydrophobes (Schwarzenbach et al., 1993)



1.1.2 Enjeu écotoxicologique La plupart des POH présentent des effets toxiques sur l’homme. Les dioxines sont ainsi classées parmi les substances cancérigènes pour l’homme par le Centre International de la Recherche sur le Cancer. Suivant cette classification, les PCB, certains HAPs ou pesticides font partie des 18



Etat des connaissances substances cancérigènes probables. Ces molécules affectent a fortiori les organismes aquatiques. Les pesticides, qui sont créés pour avoir une action toxiques sur certains organismes peuvent aussi évidemment impacter l’ensemble des organismes du milieu, leur spécificité ne pouvant être totale. On a ainsi pu relier l’utilisation du DDT comme insecticide neurotoxique à la réduction de fertilité des poissons exposés via la chaîne trophique par un mécanisme endocrinien différent du mécanisme d'action neurotoxique (Rand et al., 1995). La toxicité de certaines molécules a été depuis longtemps mise en évidence et l’utilisation de ces produits interdits ; c’est le cas par exemple des PCBs, qui ne sont plus produits depuis les années 80, ou encore du DDT, interdit dans les pays industrialisés depuis les années 1970. Cependant, leur très grande persistance dans l’environnement, leur transfert dans tous les compartiments de la biosphère (Kurtz, 1990) (par voie atmosphérique notamment, Halsall et al., 1998) et leur fixation sur les particules font que l’on retrouve ces molécules encore aujourd’hui sur l’ensemble du globe (Chiuchiolo et al., 2004 ; Bard, 1999), sans doute pour de très nombreuses années encore. On a ainsi pu montrer la présence de pesticides, dioxines et de PCB dans les graisses des animaux supérieurs des zones arctiques (Nyman et al., 2002), ou les poissons des zones de l’Antarctique (Weber et Goerke, 1996). Pour l’ensemble des POH, les effets toxicologiques et écotoxicologiques à plus long terme pour des expositions longues à de faibles doses restent encore peu connus. Le Tableau 2 fournit des exemples de données d’écotoxicité aiguë et chronique pour quelques POH, ainsi que les ordres de grandeur des concentrations dans les eaux douces de surface. Molécules



Toxicité aiguë Type



Anthracène Fluoranthène BaP Indéno[..]pyrène trichlorobenzène Pentachlorophénol DDT Hexachlorocyclohexane (lindane)



D. magna CL50 (48h) D. magna CL50 (48h) D. magna CL50 (48h) D. magna CL50 (48h) D. magna CL50 (48h) D. magna CL50 (24h) D. magna CL50 (24h) Truite (S. trutta) CL50 (96h)



Toxicité chronique Conc. ubiquitaire Conc Type Conc eau de surface ou (µg/L) (µg/L) recommandation OMS 93 D. magna NOEC 21j 0,63 ~10 ng/L C. dubia NOEC 7j 1 < 50 ng/L 1,5 C. dubia CE10 0,5 ~1 ng/L > 375 C. dubia CE10 0,27 < 100 ng/L 1452 D. magna, NOEC 21j 30 ~10 ng/L 19-76 P. promelas (poisson) 760 0,1 – 1 µg/L NOEC 28j 0,36 1 µg/L* 700 3 µg/L* 1,7



* recommandation OMS pour l’eau potable CL50(x h) concentration létale pour 50% des organismes exposé en x heures. CE10(xh) concentration ayant un effet de 10% (réduction de la reproduction dans les exmples cités ici) NOEC non-observed effect concentration : concentration maximale sans effet observé sur les organismes exposés.



Tableau 2 : données d’écotoxicité de quelques POH, à rapprocher des ordres de grandeur de concentrations environnementales (source : fiches toxicologiques et environnementales établies par l’INERIS, disponibles sur www.ineris.fr et Ministère Allemand de la Coopération économique et du Développement : http://www.gtz.de/uvp/publika/French/Vol346.htm).
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1.1.3 Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques 1.1.3.1 Caractéristiques physico-chimiques Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) sont des composés organiques constitués de deux ou plus noyaux aromatiques condensés. Les molécules sont planes, rigides, non polaires. Les noyaux aromatiques rendent les HAP très hydrophobes. leur hydrophobie augmente avec le nombre de cycles aromatiques, alors que leur solubilité et leur volatilité diminuent. Les HAP susceptibles d’être présents dans le milieu aquatique ont entre deux et dix noyaux aromatiques. Au delà, leur solubilité est trop faible pour qu’ils soient détectés dans des environnements aqueux. Les HAP constituent une classe de POH étudiée et recherchée dans l’environnement depuis les années 70. L’ensemble des HAP appartiennent aux substances prioritaires définies dans la Directive Cadre Européenne sur l’eau (2000/60/CE). Le Tableau 3 présente les seize HAP principalement étudiés et recherchés dans l’environnement car déclarés comme substances prioritaires par l’Environmental Protection Agency américaine (US EPA).



Naphtalène (3,4)



Acénaphtylène (4,1)



Acénaphtène (4, 2)



Fluorène (4,4)



Anthracène (4,5)



Phénanthrène (4,5)



Fluoranthène (5,3)



Pyrène (5,3)



Benzo[a]Anthracène (5,9)



Chrysène (5,6)



Benzo[b]Fluoranthène (5, 8)



Benzo[k]Fluoranthène (6,2)



Benzo[a]Pyrène (6,3)



Dibenz[a,h]Anthracène (6,7)



Benzo[g,h,i]Pérylène (6,9)



Indéno[1,2,3-c,d]Pyrène (6,5)



Tableau 3: les 16 HAP prioritaires définis par l’USEPA (log KOW). Souligné : molécules citées explicitement dans la liste des substances prioritaires de la DCE 2000/60/CE sur l’eau



Origines Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) peuvent avoir plusieurs origines, naturelles ou anthropiques (Neff, 1979). Ils sont principalement générés par la combustion incomplète de la matière organique (origine pyrolytique). Ils sont ainsi formés lors des feux de forêts (naturels ou brûlage volontaire) et de la combustion des produits pétroliers, du charbon, du bois. Les HAP sont aussi présents dans le pétrole brut (origine pétrolière). Dans ce cas, ils sont diffusés dans l’environnement lors de fuites de pétrole lors du transport routier et fluvial. La généralisation de la combustion des produits pétroliers fait que les HAP constituent une pollution semi-diffuse de l’environnement. Ils sont prédominants dans le zones urbaines où se concentrent les usages de produits pétroliers (automobiles, industrie, chauffage).
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Etat des connaissances Citons encore certaines sources très minoritaires mais importantes pour leur impact sur la santé humaine comme la fumée de cigarettes ou la fumaison des aliments.



1.1.3.2 Mécanisme de toxicité des HAP En raison de leur caractère lipophile, les HAP s’accumulent dans les organismes vivants, préférentiellement dans les tissus lipidiques. La plupart des organismes ont la capacité de métaboliser les HAP par action de l’enzyme cytochrome P450 (Varanasi, 1989 ; Luch et al., 2002). La re-mobilisation des HAP métabolisés permet leur excrétion de l’organisme mais aussi les rendent toxiques. En effet, les HAP deviennent toxiques principalement lorsque les métabolites hydrophiles se fixent sur les structures cellulaires (protéines, ADN). La modification de l’ADN induit alors des effets cancérigènes et mutagènes (Baird et al., 2002). D’autre part, les HAP sont photodégradables, ce qui peut aussi induire une photo-toxicité. Certains HAP sont particulièrement photo-toxiques sous lumière UV (Clément et al., 2000 ; Bleeker et al., 2002).



1.1.3.3 Les HAP dans le milieu aquatique La multiplicité des sources fait que les HAP sont présents dans tous les compartiments de l’environnement : air, eau, sols. Le milieu aquatique constitue le réceptacle privilégié des HAP qui l’atteignent par la pluie, le ruissellement et le lessivage des routes. En 1979, on estimait à 230 000 tonnes la quantité de HAP atteignant chaque année le milieu aquatique (Neff, 1979). Les concentrations sont très variables selon les milieux et les HAP considérés, les plus légers ayant des teneurs de l’ordre du µg/L alors que les plus lourds de l’ordre du ng/L. De plus, en raison de leur hydrophobie, les HAP se fixent préférentiellement sur les particules et se concentrent dans les sédiments (concentrations en HAP du µg/kg au mg/kg). Ce phénomène est d’autant plus accentué que les HAP sont lourds et hydrophobes et que les HAP sont souvent déjà fixés sur des particules au moment de leur émission (particules dans les fumées d’échappement par exemple). Normes pour les HAP dans les milieux aquatiques En Europe, les seuils de concentrations en HAP dans l’eau potable sont de 100 ng/L pour la somme de tous les HAP, et de 10 ng/L pour le benzo[a]pyrène (BaP). L’Organisation Mondiale pour la Santé définit les limites pour l’eau potable à 5 µg/l pour le fluoranthène et 0,7 µg/L pour le BaP. En France, seuls six HAP sont recherchés dans les milieux aquatiques : le fluoranthène, le benzo[a]pyrène, le benzo[k]fluoranthène, le benzo[k]fluoranthène, le benzo[g,h,i]pérylène et l’indéno[1,2,3-c,d]pyrène. Dans le cadre de la mise en place des Seuils d’Evaluation de la Qualité physico-chimique des eaux (SEQ-eau), des normes pour les HAP ont été définies pour pouvoir déterminer l’état chimique de l’eau. Ainsi, les concentrations en HAP (entre autres) sont prises en compte pour le classement des cours d’eau selon leur « aptitude à la biologie » (i.e capacité des milieux à permettre l’équilibre biologique). Pour un classement en zone « jaune » au moins (qualité moyenne), les teneurs en BaP dans l’eau brute ne doivent pas dépasser 80 ng/L. Pour un 21



Matières organiques et biodisponibilité des HAP classement en zone « bleue », (très bonne qualité), les normes sur chaque HAP de trois cycles au moins sont inférieures à 25 ng/L, et inférieures à 0,03 ng/l pour le BaP (Agences de l'eau, 1999).



1.2 Biodisponibilité des polluants organiques hydrophobes dans l’eau 1.2.1 Comment mesurer la biodisponibilité ? La notion de biodisponibilité se situe à l’interface entre le milieu et l’organisme. Elle dépend à la fois du polluant, de son devenir dans l’environnent et de la physiologie de l’organisme exposé (Figure 1). On peut distinguer trois manières complémentaires d'estimer la biodisponibilité d’un polluant : - l'une, chimique, consiste à estimer la répartition du contaminant dans le milieu (« spéciation » pour les métaux) et à faire une hypothèse de biodisponibilité sur chacune des formes chimiques que prend le contaminant. - La seconde, biologique, consiste à mesurer la concentration en polluant accumulé dans un organisme au cours de l’exposition. La bioaccumulation reflète la concentration biodisponible dans le milieu. - La troisième, biologique, consiste en la mesure de la réponse toxique d’un organisme (ou d’une population) à une exposition. Cette réponse biologique est alors le reflet de la concentration biodisponible du polluant. Selon le mode d'action et la quantité de polluant dans le milieu, deux formes de toxicité peuvent être observées : la toxicité aiguë conduit à une mortalité des organismes. Le réponse mesurée est le pourcentage d'organismes tués ou immobilisés dans le milieu. Le couple « milieu/ effet » est donc résumé par une concentration létale (CL) à x% après une exposition de durée déterminée (par exemple CL50(48h) comme indiqué dans le Tableau 2). Les organismes utilisés sont le plus souvent des invertébrés. La toxicité chronique conduit à des effets à plus long terme. Elle est évaluée par différentes mesures d'effets (reproduction, déformations, retard de croissance…) adaptés selon les organismes étudiés. MO, pH, I, T …



DANS LE MILIEU



BIODISPONIBLE



BIOACCUMULE



TOXIQUE variabilité int raspécifique mode d'action



physiologie, écologie



Figure 1 : relation schématique entre la biodisponibilité, l’accumulation et la toxicité d’un contaminant dans l’environnement.



Selon la mesure effectuée, l’estimation de la biodisponibilité intègre plus ou moins de facteurs de variabilité. Ainsi, la mesure chimique de spéciation sera plus précise car elle ne tient pas compte
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Etat des connaissances de la variabilité liée à l’organisme. Le biotest à l’inverse permet d’avoir une meilleure estimation du risque réel lié au polluant car il intègre tous les facteurs environnementaux et biologiques (physiologie, réponse interne), mais est aussi beaucoup plus variable et difficile à interpréter. De plus, selon le mode d’action toxique du polluant, les effet aigus sont visibles ou non à de faibles concentrations environnementales (Rand et al., 1995). Ainsi, s’il est possible d’observer une réduction de la croissance algale en présence de cuivre à des concentrations dans le milieu très faibles (Seidl et al., 1998), la toxicité aiguë des HAP est rarement observable dans les milieux aquatiques en deçà de leur solubilité, car ces molécules ont principalement des effets cancérigènes et mutagènes de long terme. Pour ces molécules, il faut envisager des mesures d’effets plus sensibles, ou une estimation de la biodisponibilité par la bioaccumulation.



1.2.2 Mesures de la bioaccumulation 1.2.2.1 Voies d’accumulation dans un organisme Afin de comprendre les facteurs qui gouvernent la biodisponibilité d'un polluant pour un organisme, il est important de comprendre comment ce polluant peut pénétrer dans l'organisme. Les modes d’accumulation pour les POH sont divers : - Respiration. Beaucoup d’organismes aquatiques respirent par un mécanisme de filtration de l’eau à travers les branchies. L’oxygène dissous est alors retenu. Les molécules de poids moléculaire inférieur à 600 D peuvent aussi traverser par diffusion la membrane des branchies (Björk, 1995). Les polluants organiques dissous dans l’eau peuvent donc pénétrer dans l’organisme ainsi et être ensuite absorbés sur les tissus - Diffusion passive à travers les membranes biologiques. En comparant l’accumulation d’un PCB et d’un HAP chez les daphnies mortes et vivantes, Granier et al. (1999) montrent que cette voie est négligeable : la bioaccumulation chez les organismes morts est très faible et représente environ 6% de la bioaccumulation dans les daphnies vivantes. En revanche, cette voie d’accumulation est principale pour les micro-organismes : Weber et al. (1983) montrent que les algues ou les bactéries mortes et vivantes accumulent à peu près autant de HAP. Diffusion passive et respiration sont des modes d’accumulation dits « par contact ». Dans ce cas, la bioaccumulation est appelée bioconcentration. -



-



Ingestion : La plupart des organismes aquatiques se nourrissent par ingestion de matière organique (MO) en suspension dans l’eau, ou dans les sédiments (herbivores, détritivores, bactérivores…). Les POH fixés sur la MO sont alors aussi ingérés. Le polluant ingéré sera en partie assimilé et pourra être retenu dans les tissus de l'organisme (Penry, 1998). Cette voie d’accumulation est importante pour les organismes benthiques (Lotufo, 1998; Leppanen et Kukkonen, 2000) qui ingèrent les sédiments contaminés ou les organismes filtreurs tels que les bivalves (Björk, 1995; Baumard et al., 1999). Bioamplification : les polluants persistants qui ne sont pas métabolisés sont stockés dans les réserves lipidiques des animaux et sont transmis le long de la chaîne alimentaire ; la concentration dans les organismes augmente donc avec leur niveau trophique. Pour les polluants les plus persistants et faiblement métabolisés (cas des PCB et des dioxines par 23



Matières organiques et biodisponibilité des HAP exemple), cette voie d'accumulation est prédominante chez les animaux aquatiques supérieurs (Mackay, 1994).



1.2.2.2 Approche cinétique ou étude à l’équilibre La capacité d’accumulation d’un polluant dans un organisme peut s’exprimer par l’estimation du facteur de bioaccumulation (Bioaccumulation Factor, BAF) , ou facteur de bioconcentration (BCF) quand l’organisme est seulement exposé au polluant par contact et respiration. Il est défini comme le rapport des concentrations en polluant dans l’organisme et dans le milieu d’exposition, quand l’équilibre entre organisme et milieu est atteint : Equ. 1 concentration dans l'organisme (g/g) BAF = concentration dans le milieu d'exposition (g/L)



Pour la mesure du BAF d’un polluant, la durée de l'exposition est fondamentale. De nombreuses études limitent l’exposition à 24 h (Kukkonen et al., 1990; Garnier et al., 1998; Akkanen et Kukkonen, 2003) afin de pouvoir observer l’accumulation dans l’organisme sans avoir besoin de le nourrir et tout en limitant les perturbations physiologiques liées au jeûne. Pour certains organismes et contaminants cependant, 24 h ne suffisent pas pour atteindre un équilibre (par exemple la bioaccumulation des HAP par des poissons, (McCarthy et Jimenez, 1985) ou par les œufs et larves de poissons, (Petersen et Kristensen, 1998). Pour les expériences de plusieurs jours, il est souvent nécessaire de nourrir les organismes, ce qui implique de modifier l’environnement (en particulier d’introduire de la MO dans le milieu), et par conséquent de modifier la biodisponibilité du polluant. L'approche cinétique de la bioaccumulation permet de s'affranchir de la contrainte de l'équilibre. Divers modèles peuvent décrire la bioaccumulation des contaminants dans les organismes vivants (Newman, 1995). Dans le modèle le plus simple, l'organisme est considéré comme un seul compartiment, l’accumulation est du premier ordre (taux d’accumulation ku) et les phénomènes de métabolisation et d’excrétion décrits comme une simple élimination du contaminant (taux d’élimination kd). Equ. 2 dC org = k u C eau − k d C org dt avec Corg la concentration dans l'organisme (généralement en ng/g) Ceau la concentration biodisponible du POH dans l'eau (généralement en ng/L) Les hypothèses implicites sont celles de la linéarité des processus d'accumulation et d'élimination et l'homogénéité/unicité du compartiment accumulateur dans l'organisme. Ce modèle est couramment utilisé pour décrire l’accumulation de POH dans divers organismes : poissons (McCarthy et Jimenez, 1985), daphnies (Nikkilä et Kukkonen, 2001; Akkanen et Kukkonen, 2003), ou encore larves de poissons (Petersen et Kristensen, 1998). A l'équilibre, on a alors : Equ. 3 Corg k = BAF = u Ceau kd Il est donc possible, par le suivi de la bioaccumulation de déterminer les constantes ku et kd et d'obtenir une valeur de BAF. Cette méthode pour déterminer le BAF requiert cependant le choix d’un modèle toxico-cinétique d’accumulation, et donc une hypothèse sur la cinétique de 24



Etat des connaissances bioaccumulation. Il est donc nécessaire au préalable de trouver le modèle de toxico-cinétique adapté à l'organisme étudié. Néanmoins, Nikkilä et Kukkonen (2001) montrent la bonne concordance pour les daphnies des estimations de facteurs de bioconcentration (BCF) à partir des teneurs à équilibre et à partir du suivi de la cinétique en supposant un modèle du 1er ordre (Equ. 2)



1.2.2.3 Quelques difficultés pour la mesure de la bioaccumulation Métabolisation des POHs Les organismes peuvent avoir la capacité de métaboliser le polluant accumulé, afin de l’excréter. Très schématiquement la métabolisation des polluants organiques hydrophobes consiste en une hydrolyse enzymatique de la molécule, la rendant plus soluble, ce qui permet de l’éliminer via la bile et les urines (Krahn et al., 1984; Ruddock et al., 2002). La capacité de métabolisation varie très largement d’un organisme à l’autre (Driscoll et McElroy, 1996). Les mécanismes enzymatiques mis en jeu sont complexes et spécifiques à la fois aux groupes d’organismes et aux types de polluants (Varanasi, 1989). La mesure de la bioaccumulation dans un organisme peut être affectée par sa capacité à métaboliser le polluant. En effet, selon les méthodes analytiques employées pour mesurer la bioaccumulation, ce phénomène est ou non pris en compte. Ainsi, les mesures « classiques » des polluants organiques dans l’organisme (extraction puis analyse par chromatographie) ne mesurent en général pas la quantité de polluant qui a subi une transformation dans l’organisme. En revanche, l’étude de la bioaccumulation par marquage radioactif des molécules tient compte de l’ensemble des molécules dans l’organisme, ayant subi ou non une métabolisation. Selon la méthode employée, les valeurs de bioaccumulation pourront donc largement varier. De plus, si le polluant est rapidement métabolisé et excrété, les concentrations dans les organismes ne reflètent que partiellement l’exposition et la biodisponibilité. In situ en particulier, où les durées d’exposition ne sont pas connues, on peut observer une très grande variabilité d’accumulation selon l’organisme-cible étudié (Ruddock et al., 2002). Rendement d’extraction La mesure d’une concentration en un POH dans un organisme est liée au protocole utilisé pour l’extraction du composé et à sa détection par l’appareil de mesure. A l’exception de l'utilisation de traceurs radioactifs, dont la mesure peut être très bien contrôlée, il n’est pas possible théoriquement de connaître la vraie contamination, mais uniquement la concentration en polluants extractibles et mesurables par la méthode de traitement de l’échantillon utilisée. Les différences entre les protocoles d’analyses doivent être prises en compte lorsque plusieurs données de bioaccumulation sont comparées alors qu’elles n’ont pas été obtenues avec les mêmes méthodes. Aujourd’hui, la mise au point de matrices de référence environnementales, et notamment biologiques (Chambers et al., 1996 ; Wise, 2002) permet de mieux approcher la représentativité des mesures faites, mais ces techniques ne sont pas encore utilisées en routine.
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2 COMMENT CARACTERISER LA MATIERE ORGANIQUE ? De par sa nature très variable, il est difficile de fournir une « carte d’identité » de la matière organique (MO) d’un milieu aquatique. Les méthodes de caractérisation de la matière organique sont diverses, et dépendent de l’objectif de l’étude. Ainsi, la matière organique sera plutôt étudiée du point de vue de sa biodégradabilité et/ou de sa composition moléculaire quand il s’agit de comprendre le fonctionnement écologique et dynamique de l’écosystème. Quand on s’intéresse à ses propriétés d’adsorption des polluants, les approches physico-chimiques de caractérisation sont privilégiées. Les relations qui peuvent exister entre les différentes voies d'études de la matière organique ne sont pas du tout évidentes et encore peu analysées. Dans ce paragraphe sont présentées les principales méthodes d’analyse utilisées couramment dans les études environnementales pour caractériser la matière organique des milieux aquatiques. Nous tentons aussi d’évaluer les relations possibles entre les informations fournies par chaque type de méthode. On distingue de façon pratique entre la matière organique particulaire (MOP) et la matière organique dissoute (MOD) par une filtration, communément à 0,7 µm ou 0,45 µm. Il convient donc de noter que la MOD contient principalement de petites particules (ou colloïdes).



2.1 Concentration en matière organique La quantification de la MO dans le milieu aquatique se fait par la mesure des concentrations en carbone organique. Selon l’échantillon, on mesure le carbone organique total (COT, échantillon liquide brut), le carbone organique particulaire (COP, analyse du filtre) ou le carbone organique dissous (COD, échantillon après filtration) Les concentrations en COD varient entre 0,1 mgC/L dans les eaux souterraines les moins concentrées, et jusqu’à plusieurs centaines de mgC/L dans les eaux usées brutes, en encore 50100 mgC/L dans les tourbières. Dans les eaux de surface, le COD se situe généralement entre 2 et 10 mgC/L, pouvant aller jusque 20 mgC/L dans les lacs forestiers (Peuravuori et Pihlaja, 1997). Pour un milieu donné, les concentrations sont très variables selon la saison et les conditions hydrologiques du milieu. Les teneurs en COP sont encore plus variables selon la nature du milieu et la dynamique d’apport des particules et de re-suspension des sédiments. D’après Thurman (1984), le COP représente en général moins de 10 % du COT en rivière. Meybeck (1982) mesure des rapports entre COP et COT de 10% à 90% dans différentes rivières du monde. Dans les lacs, le COP représente aussi environ 10% du COT, mais cette fraction peut aller jusque 50% en période forte poussée algale ou bactérienne (Wetzel, 1983). Une estimation alternative des concentrations en MO est la mesure de la Demande Chimique en Oxygène (DCO) (norme NF T 90-101, Agence Française de Normalisation, 2001), qui correspond à la quantité d’oxygène nécessaire pour oxyder le carbone organique. Dans un milieu 26



Etat des connaissances donné, de très fortes corrélations entre DCO et carbone organique sont possibles, mais ces corrélations sont susceptibles de varier selon la nature de la matière organique. Cette estimation indirecte simple de la concentration en MO est largement utilisée par les industriels, traiteurs d’eau et gestionnaires du milieu aquatique.



2.2 Fractionnement physico-chimique de la matière organique 2.2.1 Selon la taille des molécules Filtration et ultrafiltration Outre la filtration qui permet de différencier la fraction particulaire de la fraction « dissoute », il est possible de séparer par filtrations successives les fractions de MO selon leur taille. Cette méthode permet d’obtenir une répartition discrète de la taille des particules (Buffle et al., 1992). Elle est utilisée pour caractériser la taille des particules de nombreux milieux aquatiques naturels : par exemple de lacs (Oikari et Kukkonen, 1990 ; Peuravuori et Pihlaja, 1997), de rivières (Guo et al., 2003) ou encore d’eau interstitielle de sédiments (Burdige et Gardner, 1998). Elle est aussi applicable sur des eaux plus chargées, comme les eaux usées (Vaillant et al., 1999). Chromatographie d’exclusion stérique La chromatographie d’exclusion stérique permet d’obtenir la répartition « continue » des molécules dans l’échantillon selon leur taille (exprimée en poids moléculaire rapporté à une molécule modèle). De cette répartition, on peut extraire : - le poids moléculaire moyee en nombre de molécules (Mn) - le poids moléculaire moyen en taille (Mw) - la « polydispersité » (Mw/MN) qui fournit une idée de l’hétérogénéité de taille du pool de MO considéré. Pour les eaux naturelles, le poids moléculaire moyen est très variable : Chin et al. (1997) mesurent les poids moléculaires moyens MW de diverses eaux naturelles et substances humiques entre 585 et 2200 Daltons. Ravelet et al. (en préparation) utilisent diverses matières organiques naturelles de MW entre 780 (MOD extraite de la Loire) et 1500 D (MOD extraite de la rivière Gartempe en Charentes). Imai et al. (2001) mesurent que les poids moléculaires moyens MW de MOD d’effluents de différentes STEP sont entre 380 et 830 D ; la polydispersité de ces MOD est entre 1,4 et 2,3.



2.2.2 Selon l’hydrophobie et l’acidité Le fractionnement de la MOD selon ses caractéristiques d’hydrophobie est basé sur le passage de la solution sur des résines retenant de façon sélective certains composants de la MO (Leenheer, 1981). Le protocole le plus couramment utilisé est celui de l’IHSS (International Humic Substances Society) (Leenheer et al., 2000) qui consiste en un fractionnement de la MO sur des colonnes contenant des résines de type XAD. La fraction hydrophobe de la MO est retenue sur la résine XAD 8, la fraction dite « transphilique » est retenue sur la résine XAD 4 et la fraction 27



Matières organiques et biodisponibilité des HAP hydrophile traverse les deux colonnes. Chaque fraction peut ensuite être séparée selon son acidité par élution sélective. De façon opérationnelle, on définit la fraction hydrophobe retenue sur la résine XAD 8 comme les substances humiques. Elles peuvent être divisées en deux types selon leur acidité : les acides humiques sont précipités à pH 2 alors que les acides fulviques restent solubles. Théoriquement, les substances humiques correspondent aux molécules stables issues du vieillissement de la matière organique. Elles sont responsables de la coloration des eaux. Elles représentent entre 40 et 60 % de la matière organique naturelle dans les rivières et les lacs (Wetzel, 1983; Thurman, 1984).
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Figure 2 : Fractionnement de MOD d’origine variée (source : Imai et al., 2001). AHS : substances humiques, HoN : neutres hydrophobes, HiA : acides hydrophiles, BaS : bases (hydrophiles et hydrophobes), HiN : Neutres hydrophiles.



La Figure 2 illustre la grande variabilité de fractionnement de la MOD par ce critère selon son origine. Les substances humiques (27-78%) et les acides hydrophiles (15-50%) représentent les fractions majoritaires. Fractions Acides hydrophobes



Types de composés Acide fulviques (solubles à pH 2) Acides Humiques (précipitent à pH 2) Neutres Hydrophobes Hydrocarbures, détergents, pigments (dont chlorophylle.) acides carboxyliques, esters, kétones, aldéhydes et alcools à longues chaîne aliphatique (>C5), Bases hydrophobes Amines aromatiques, protéines. Acides hydrophiles Sucres, acides aminés, acides carboxyliques courts (0.05)



Tableau 10 : Estimation des coefficients de partage KDOC (x104 L/kg) et des absorbances spécifiques SUVA (en cm-1.L.g1) des fractions biodégradables et réfractaires des différentes MOD testées.



La régression est très significative pour le SUVA. Elle met en évidence que les fractions réfractaires des extraits d’algues n’absorbent pas du tout dans l’UV, au contraire des résidus de dégradation du Viandox ou des eaux usées. La forte valeur de SUVA pour la fraction réfractaire des eaux usées est comparable au SUVA des acides humiques. Il semble donc que pour les trois substrats testés, il soit possible de définir une fraction biodégradable non ou peu aromatique, et une fraction réfractaire homogène du point de vue de l’aromaticité (très faible pour les MOD algales, forte pour les substrats de type urbain). Les estimations des constantes de partage KDOC(biol) sont moins bonnes. Les constantes KDOC i estimées ont une grande incertitude, mais restent significatives pour le Viandox, alors que la régression n’est pas significative pour les extraits d’algues. Ce résultat peut en partie être attribué à la forte variabilité et aux incertitudes inhérentes à l’estimation des KDOC(biol) , mais peut aussi provenir d’hypothèses de départ fausses : • une mauvaise description de la dégradation de la MO. Il faut souligner que ce modèle simplifie extrêmement les processus de biodégradation, la MOD disparaissant sans subir de transformation intermédiaire. Seuls les SMP apparaissent, et sont liés à la biodégradation par une simple relation de proportionnalité. • une hétérogénéité de KDOC entre différentes MOD biodégradables, regroupées ici en une seule fraction. Il est très probable que le KDOC biodeg évolue au cours du temps, certains composés de la MODbiodeg étant plus facilement minéralisés que d’autres.
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Importance de la biodégradabilité des MO Ce modèle très simple et peu descriptif du point de vue de la mécanique de la dégradation ne permet pas de décrire les évolutions de KDOC(biol) pour les substrats testés. Nous avons donc cherché une autre modélisation de la dégradation de la MO qui permette de décrire les évolutions de KDOC(biol) et de SUVA.



2.3 Fractionnement du substrat en plusieurs classes de biodégradabilité Dans une deuxième étape, nous nous sommes basés sur les modèles de fonctionnement écologique des milieux aquatiques, qui décrivent la dynamique de la matière organique en tenant compte explicitement du compartiment bactérien et en fractionnant la MO en plusieurs classes de biodégradabilité.



2.3.1 Description du modèle Le modèle que nous avons utilisé (Figure 22) reprend le principe du modèle « HSB » de Billen et Servais (1989). L’ensemble de la MOD dans le réacteur est à chaque moment composé de MOD facilement biodégradable (H1), lentement biodégradable (H2), réfractaire à la dégradation (H3) ; ces trois fractions sont originaires du substrat. Par rapport au modèle de référence (Figure 4 de la partie « Etat des connaissances »), nous avons ajouté une dernière fraction de MOD, constituée des SMP (H4), qui n’est pas présente dans le substrat initial. Cette fraction est supposée lentement biodégradable. De même, la matière organique particulaire est composée des MOP du substrat initial biodégradables (P1 et P2) ou réfractaires (P3), des résidus bactériens (P4) et de la biomasse vivante (B). Les particules biodégradables P1, P2 et P4 sont hydrolysées en MOD de type H1, H2, et H4 respectivement. La matière organique et son évolution sont donc représentées ici par un modèle à dix variables et douze paramètres.
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Figure 22 : Schéma du modèle de biodégradation de la MO.



L’originalité de ce modèle réside dans la prise en compte des résidus bactériens comme des fractions à part de la MO, au contraire du modèle HSB original. Ce choix a été fait car nous
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Matières organiques et biodisponibilité des HAP avons mis en évidence le caractère particulier de ces résidus microbiens pour leur capacité à fixer les HAP. Remarque : Le modèle HSB a pour objectif la description de l’évolution des matières organiques dans les milieux aquatiques, il est important de noter qu’il ne prend pas en compte spécifiquement l’origine de la MO.



2.3.2 Méthodes d’optimisation A partir des mesures expérimentales de COD, COP et de consommation d’oxygène, les fractions de la MO sur toute la durée de la dégradation ont été estimées. L’optimisation des paramètres cinétiques de biodégradation et des conditions initiales (fractionnement du substrat) a été faite suivant une méthode d’optimisation numérique détaillée dans Dispan et al. (soumis). L’optimisation des paramètres cinétiques et des conditions initiales se fait par minimisation de la fonction de coût, somme des carrés des écarts entre les valeurs observées et simulées. L’optimiseur est de type quasi-Newton (L-BFGS-B, Zhu et al., 1997), il permet de résoudre le problème avec des variables bornées. Le différenciateur automatique Odyssées (développé par l’INRIA, Faure et Papegay , 1998) est utilisé pour construire le code adjoint pour l’évaluation du gradient de la fonction coût. Les programmes sont écrits en FORTRAN 77. Cette méthode permet l’ajustement des paramètres et des conditions initiales, ainsi que l’estimation de leur écarts-types. Une fois les conditions initiales et les paramètres de biodégradation déterminés, les constantes KDOC i et SUVAi pour chaque type de MO sont optimisées par minimisation des moindres carrés par régression multilinéaire sous Excel. Le pallier de très faible consommation d’oxygène observé en début de dégradation a été éliminé des données d’observations pour les optimisations. Il correspond à une biomasse trop faible pour être évaluée de façon fiable et peut être dû à l’adaptation des bactéries aux conditions du milieu, ce qui ne peut être représenté par le modèle. Ainsi, les données sont prises en compte à partir de 20 heures et 25 heures de dégradation respectivement pour le Viandox et pour les extraits algaux, soit au démarrage de la dégradation.



2.3.3 Ajustement du modèle aux données de COD, de COP et d’OUR 2.3.3.1 Paramètres et variables fixées Les vitesses de dégradation des différentes fractions sont celles du modèle HSB telles que proposées par Billen et Servais (1989). Pour des soucis de stabilité numérique, les constantes de Michaelis dans les équations d’hydrolyse de H1, H2 et H4 ont été fixées à 10 mg/L et sont supérieures aux valeurs proposées dans le modèle initial (0.25 mg/l et 2,5 mg/l respectivement). Les simulations n'en sont que peu affectées car les concentrations en CO utilisées dans les
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Importance de la biodégradabilité des MO expériences sont élevées et donc pas limitantes. La cinétique de dégradation de H4 est assimilée à celle de H2. La répartition de la biomasse morte entre H4 et P4 a été fixée à 30 :70. Deux variables ont été optimisées au cours des simulations : - Le rendement de croissance des boues activées. Il a été en effet montré que le rendement de croissance des boues de STEP étaient plus élevé que celui des bactéries du milieu naturel, fixé à 0.25 dans le modèle HSB (Henze, 1992). Par ailleurs, nos essais montrent une forte production de COP, ce qui implique une valeur minimale de transformation du COD initial en biomasse. - la mortalité bactérienne (nous avons constaté la nécessité de libérer ce paramètre pour pouvoir simuler les cinétiques plus lentes de dégradation) Les fractions P1, P2 et P3 sont nulles au démarrage de l’essai car les substrats initiaux ne contiennent pas de MOP. H4 et P4 ont aussi été supposés nuls, bien que les boues activées qui servent pour initier la biodégradation contiennent une fraction de H4 et P4. Compte tenu du faible volume de boues inoculé, ces fractions sont négligeables devant la MO du substrat. Les variables initiales à optimiser sont donc H1, H2, H3 et B la biomasse.



2.3.3.2 Résultats : composition et évolution des substrats Les Tableau 11 et Tableau 12 montrent les paramètres et les conditions initiales après optimisation à partir des données. La Figure 23 montre les résultats des simulations concernant les valeurs de COD, de COP, d’OUR et la répartition du substrat en fractions de biodégradabilité. Paramètres Assimilation de H1 Vitesse Constante de Michaelis



e1 max K1



Assimilation de H2 Vitesse Constante de Michaelis Assimilation de H4 Vitesse Constante de Michaelis Dynamique de la Rendement de croissance Biomasse Mortalité



e2 max K2 e4 max K4 Y



Extraits algaux 0.75 h-1 10 mg C/L



Viandox 0.75 h-1 10 mg C/L



0.25 h-1 10 mg C/L 0.25 h-1 10 mg C/L 0.600 ± 0.007 0.05 (borne inf)



0.25 h-1 10 mg C/L 0.25 h-1 10 mg C/L 0.563 ± 0.003



0.241 ± 0.002 Fraction vers H4 0.3 0.3 -1 Hydrolyse de P4 0.0025 h 0.0025 h-1 Tableau 11 : paramètres du modèle. En italiques sont indiqués les paramètres optimisés.



H1



Substrat initial H2



Extraits algaux



H3



Boues B 0,037 ± 0,0034



8,0 ± 0,2 37,5 ± 0,5 23,7 ± 0,4 12 % 54% 34 Viandox 10 (borne inf) 179,2 ± 1,1 619,0 ± 1,9 13,0 ± 0,2 22% 77% 1% Tableau 12 : Compositions initiales des réacteurs (en mg C/L et en pourcentage de l’ensemble du COD du substrat)
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Pour les deux substrats, le modèle permet de bien représenter les évolutions des teneurs en COD et en COP, surtout en début de dégradation. Les deux substrats contiennent une majorité de H2, MO plus lentement biodégradable. Les extraits d’algues contiennent 34% de composés réfractaires alors que le Viandox semble biodégradable à 99%. L’observation de l’évolution de chaque type de MO au cours de la dégradation montre que la partie biodégradable des extraits d’algues a totalement disparu après 3 jours de dégradation, alors que les composés du Viandox sont dégradés sur les deux semaines de l’expérience. Les simulations des OUR permettent globalement de rendre comte des OUR calculées à partir des mesures de O2. L’intensité simulée est souvent légèrement surestimée, mais les pics de consommation d’oxygène sont très bien simulés par le modèle dans les deux cas. VIANDOX
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Figure 23 : Biodégradation du Viandox (gauche) et des extraits algaux (droite). Haut : COP et COD observés (cercles) et simulés (traits). Milieu : fractionnement théorique de la MO au cours de sa dégradation. Bas : OUR simulées et estimées à partir des concentrations en O2.
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Importance de la biodégradabilité des MO



Le modèle utilisé a plus de difficultés à simuler les observations pour les durées plus longues. En général, on observe une surestimation du COD, alors que le COP diminue moins en fin de dégradation que ce qui a été mesuré dans le réacteur. La mortalité et la dynamique de la MO bactérienne sont mal simulées ici. Ces processus sont très sûrement trop simplifiés dans le modèle pour permettre une bonne représentativité des phénomènes très lents de minéralisation. Bien que les deux optimisations aient été faites séparément, le modèle a pour objectif de représenter la biodégradation de l’ensemble des MO d’un milieu, quelles que soient leurs origines. Les rendements de croissance obtenus pour les deux substrats sont proches. La valeur 0,6 est supérieure à la valeur 0,25 du modèle HSB mais s’explique par une plus grande adaptation des boues activées aux substrats biodégradables par rapport aux bactéries hétérotrophes des milieux naturels (Henze, 1992). En revanche, la mortalité des bactéries est très différente pour la biodégradation des deux substrats . En particulier, la valeur optimisée est très grande pour la dégradation du Viandox (0,24 par rapport à la valeur de référence pour HSB de 0.05). Ce résultat peut être dû à la concentration exceptionnelle de biomasse produite par la dégradation du Viandox (~300 mg/L) qui pourrait induire un comportement microbien différent des conditions généralement observées en rivière, ou même en station d’épuration. Il convient de rappeler que les eaux usées brutes contiennent environ dix fois moins de COD initial que le Viandox et produiront donc au cours de leur minéralisation beaucoup moins de biomasse. Hormis la mortalité exceptionnelle pour la dégradation du Viandox, qui peut être attribuée aux conditions expérimentales non représentatives des milieux dans lesquels les données sont usuellement recueillies, il semble donc que le même modèle permette de simuler la minéralisation des deux types de substrats malgré leur origine totalement différente.



2.3.4 Optimisation des KDOC, i et SUVAi. H1



Valeurs de KDOC en x104 L/kg H2 H3



Viandox H4 libre



0 (min)



6,1 ±4,6



H4 contraint



0 (min)



H4 fixé



0 (min)



Algues H4 libre H4 contraint H4 fixé



H4



Valeurs de SUVA en cm-1.L.g-1 H1 H2 H3 H4



237,6 ±126,6



13,9 ±13,7



1,6 ±6,7



3,5 ±0,9



11,3 ±5,0



73,2 ±133,7



2,8 ± 0,7



143,2 ±57,2



33,3 ±14,2 25



3,6 ±6,0



9,1 ±3,2



-3,3 ±8,1



5,3 ± 0,6



43,7 ±44,6 0 (min)



0,7 ±7,0 0 (min)



4,6 ±2,9



112,0 ±19,3 12,8 ±3,3 11,5 ±0,6



6,8 ±0,3



3,5 ±2,2



13,3 ±3,2



10,9 ±6,8 12,5 ±1,2



5,7 ±0,5



0 (min)



0 (min)



14,1 ±2,8



33,3 ±14,2 25



9,2 ±9,5



4,6 ±0,6



13,1 ±2,1 22



13,6 ±1,6



161,1 ±25,1 15,6 ±2,7 183,9 ±20,4 13,1 ±2,1 22



105,3 ±11,6



Tableau 13 : Coefficients de partition KDOC et absorbance spécifique à 254 nm (SUVA) pour chaque fraction de MOD, selon l’origine de la MO et le mode d’estimation



L’optimisation des KDOC i pour chaque substrat a été réalisée de trois façons : - en optimisant les paramètres KDOC i et SUVAi pour les quatre fractions de MOD séparément pour chaque substrat (H4 libre)
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Matières organiques et biodisponibilité des HAP en cherchant des valeurs de SUVA4 et KDOC 4 communes pour les deux expériences (H4 contraint). - en fixant les valeurs de SUVA4 et KDOC 4 aux valeurs expérimentales mesurées sur les SPMD produits lors de la dégradation du glucose (H4 fixé) Les résultats sont présentés dans le Tableau 13 ci-dessus.



-



Il convient de noter que le petit nombre de données disponibles pour la régression ne permet que de fournir des ordres de grandeur des constantes pour chaque fraction. En particulier, les valeurs KDOC i sont fortement dépendantes des incertitudes liées aux estimations des KDOC(biol). La contrainte sur H4 influence beaucoup les valeurs de KDOC i et SUVAi, surtout pour les paramètres de H3 et H4. Dans tous les cas néanmoins, on constate une capacité d’interaction avec le BaP négligeable pour la MOD rapidement dégradable H1, et une très faible pour la fraction lentement dégradable H2. Pour les algues, on retrouve la constante de partition nulle pour les composés biodégradables, comme on l’avait déjà estimé via le modèle plus simple précédent (Article 3). 30
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Figure 24 : évolution de la constante de partition (KDOC) et de l’absorbance spécifique à 254 nm (SUVA) de la MOD au cours de la minéralisation (simulation avec « H4 contraint », i.e. des valeurs de KDOC 4 et de SUVA4 identiques pour les deux substrats).



En dépit de la forte variabilité des constantes estimées pour H3 et H4 selon les hypothèses de départ, on observe que les MOD réfractaires du Viandox ont toujours une très forte capacité d’interaction avec le BaP, du même ordre que celle observée pour les acides humiques. Une telle capacité d’interaction n’est pas obtenue pour les molécules réfractaires d’origine algale. Le modèle indique en effet que les interactions observées en présence d’extraits d’algues dégradés sont principalement dues aux résidus bactériens. Cependant, la valeur obtenue en laissant H4 libre semble trop élevée et non réaliste, alors que la valeur obtenue en forçant KDOC4 à être identique pour les deux essais est plus proche de celle estimée pour les SMP issus de la dégradation du glucose (25x104 L/kg, Article 3). Dans le cas où KDOC 4 est contraint, le modèle sous-estime la constante de partition des extraits algaux dégradés (Figure 24). Nous pouvons donc supposer que la capacité d’interaction des extraits d’algues réfractaires est sous-estimée dans ces simulations. L’estimation des coefficients de partition avec KDOC 4 contraint nous semble finalement plus acceptable, malgré les grandes incertitudes sur les paramètres optimisés. Elle sont similaires à celles pour lesquelles les valeurs pour H4 ont été fixés aux valeurs expérimentales. Les simulations tendent à montrer que les composés biodégradables des matières organiques ont une
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Importance de la biodégradabilité des MO influence relativement faible sur la biodisponibilité des POH. En revanche, les SMP et les fractions réfractaires des matières organiques ont une forte influence sur la répartition des POH dans l’environnement Le modèle permet de très bien simuler l’évolution de l’aromaticité des deux substrats, même si la valeur de SUVA pour H4 est contrainte (Figure 24). Pour les algues, les fractions les moins dégradables sont aussi les moins aromatiques alors que la tendance inverse est observée avec le Viandox. Nous retrouvons les ordre de grandeur déjà obtenus avec le premier modèle simple : les matière organiques biodégradables sont peu aromatiques quelle que soient leur origine. Les MOD réfractaires du Viandox sont fortement aromatiques, au contraire de la fraction réfractaire des extraits algaux. La valeur obtenue pour SUVA4 lors de l’optimisation des deux substrats en même temps (17,2 cm-1.L.g-1) est proche de la valeur mesurée sur les SMP issus de la dégradation du glucose, (22 cm1 .L.g-1, Article 3), ce qui conforte la validité de la représentation de notre modèle. Les absorbances spécifiques estimées pour les fractions H1, H2 et H3 sont totalement différentes pour les simulations selon que H4 est laissé « libre » ou non. Ce résultat montre qu’il n’est pas possible de prévoir l’aromaticité de la MOD d’un milieu avec ce modèle qui ne tient pas compte de l’origine de la MO.



2.4 Conclusions et perspectives Le modèle présenté dans cette étude permet de modéliser la biodisponibilité des polluants à partir d’un modèle de biodégradation de la MO adapté aux rivières très anthropisées. Les valeurs des coefficients de partition entre les différentes fractions de la MO et les HAP restent à préciser et surtout à mieux estimer à partir d’autres jeux de données. A partir de nos premiers résultats, il semble que les fractions biodégradables des matières organiques aient une influence limitée, et que les interactions entre les POH et les MOD soient principalement dues aux composés réfractaires et aux résidus bactériens. Il n’est pas vraiment possible à partir de nos résultats de quantifier la part relative de H3 et de H4 dans l’interaction avec le BaP. D’une part car les valeurs obtenues sont trop dépendantes des hypothèses de départ pour l’optimisation, et d’autre part car le modèle de biodégradation utilisé n’a pas pour but original de décrire la dynamique des résidus bactériens. Celle–ci reste très simpliste. Il semble aussi que l’origine des substrats dégradés joue un rôle sur la composition et les propriétés physico-chimiques des résidus bactériens. La quantification des teneurs en SMP (et par conséquent des fractions réfractaires des MO) et de leur influence sur la biodisponibilité restent à approfondir. Par la suite, il sera aussi nécessaire d’évaluer les coefficients de partition des POH et des matières organique particulaires selon leur classe de biodégradabilité afin de pouvoir avoir une estimation globale de la répartition et de la biodisponibilité dans le milieu. Les données de partition obtenues ont pour objectif de permettre la simulation de l’évolution de la fraction biodisponible de la MO. Nous fournissons ci-dessous un exemple d’utilisation possible de ce modèle. En connaissant l’état initial de la biodégradabilité des MO d’un milieu, le modèle a 89



Matières organiques et biodisponibilité des HAP pour objectif d’évaluer la biodispnibilité du BaP, ainsi que son évolution avec le vieillissement des MO (Figure 25). Les conditions initiales du milieu sont données au Tableau 14. Elles pourraient correspondent à un milieu en début de bloom algal. Les coefficients de partition estimées au cours de ce travail pour les extraits d’algues, les algues fraîches et les matière organique bactériennes particulaire sont aussi reportées dans le tableau, et servent pour l’estimation de la biodisponibilité du BaP.



CO (mg/L) KP/DOC(l/kg)



H1 H2 H3 H4 P1 P2 P3 P4 1 3 2 0 1 3 0.5 0 0 0 13 x104 34x104 50x104 50x104 50x104 16x104 Tableau 14 : Conditions initiales du milieu et coefficients de partition associés à chaque fraction.



B 0.5 46x104



La Figure 25 montre la répartition théorique du BaP dans un tel milieu et son évolution au fur et à mesure que la matière organique du milieu est minéralisée. Bien que très grossière (chaque valeur de coefficient de partition pour les fractions comporte de nombreuses incertitudes), cette figure illustre néanmoins l’objectif poursuivi dans ce travail. Nous mettons en évidence que la répartition du polluant dans l’environnement évolue au cours du vieillissement des MO du milieu. Nous observons ici que la fraction biodisponible a tendance à augmenter en fin de dégradation, les MO « relarguant » le BaP quand elles sont dégradées.



Figure 25 : répartition théorique du BaP dans le milieu au fur et à mesure de la bidoégradation de la MO.



Sous réserve d’en repréciser les paramètres, un tel modèle pourrait permettre de mieux évaluer la fraction biodisponible des POH dans les milieux anthropisés en tenant compte de la dynamique microbienne, qui joue un rôle fondamental dans le fonctionnement écologique du milieu et la détermination des caractéristiques physico-chimiques des matières organiques.
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APPROCHE IN SITU DE L’EFFET DE LA MO SUR LA BIODISPONIBILITE DES HAP EN MILIEU AQUATIQUE Dans la dernière partie de ce travail, nous avons cherché à tester in situ l’influence des matières organiques du milieu aquatique sur la biodisponibilité des HAP. De part la difficulté de pouvoir mesurer la biodisponibilité par une mesure de bioaccumulation in situ, nous avons choisi d’utiliser la technique de l’échantillonnage passif par membrane semi-perméable (Semi-Permeable Membrane Device, SPMD). La technique SPMD est développée depuis les années 90 comme moyen alternatif d’estimer dans le milieu aquatique la concentration en POH « biodisponible » (ou réputés tels, la SPMD étant un modèle physique dont la représentativité par rapport aux organismes vivants reste à démontrer). Le principe et le fonctionnement de la SPMD sont exposés dans la première partie de ce chapitre. La deuxième partie est consacrée à l’étude de la capacité de la SPMD à échantillonner la fraction biodisponible des POH. Pour cela, notre travail expérimental a consisté, en laboratoire, à comparer les fractions de HAP accumulées par les SPMD et les fractions bioaccumulées par les daphnies en présence de différentes matières organiques dissoutes naturelles ou anthropiques. Enfin, dans la dernière partie de ce chapitre sont exposés les principaux résultats de l’étude de terrain menée au cours de ce travail pour analyser l’influence des matières organiques sur la répartition des HAP in situ. Pour cette étude le site de travail était le bassin versant de la Seine. Ce travail fait l’objet de l’Article 5 en annexe.
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1 DESCRIPTION DE LA TECHNIQUE SPMD. 1.1 Principe de la SPMD 1.1.1 Présentation du dispositif La technique de Semi-Permeable membrane Device (SPMD) a été développée depuis les années 90 par l’USGS (Huckins et al., 1990). Il s’agit d’un tube plat en polyéthylène (PET), renfermant une couche mince de lipide (trioléine). Cet ensemble sac membranaire et trioléine constitue le dispositif SPMD que l’on place dans le milieu à analyser (pour des durées allant de quelques heures à plusieurs mois). Sa capacité à concentrer des quantités trace de micro-polluant organique in situ et intégrer l'exposition offre de grands avantages sur le prélèvement ponctuel d'échantillons d'eau. Cette technique permet en particulier de diminuer les limites de détection des concentrations dans le milieu, et d’avoir une mesure intégrative de la contamination. La membrane en PET est considérée comme non-poreuse. Cependant, le mouvement thermique des polymères au sein de la membrane permet la formation temporaire de « cavités » dont le diamètre maximal est d’environ 10 Å (Huckins et al., 1990). Les pores temporaires, ainsi que l’hydrophobie des polymères du PET permettent une solubilisation des POH dans la membrane et leur migration jusqu’à la phase lipidique. Le diamètre moléculaire des POH est légèrement inférieur au diamètre des cavités, ce qui laisse supposer que seuls les POH dissous dans le milieu peuvent être solubilisés dans la membrane, et être concentrés dans la SPMD. Les SPMD ont été développées dans le but de « mimer » un organisme biologique : d’après Chiou (1985), le diamètre de pore de la membrane en PET se rapproche de celui des membranes biologiques ; la trioléine contenue dans la SPMD est un lipide choisi pour mimer les tissus des organismes aquatiques (Huckins et al., 1990). Les SPMD standards sont disponibles et vendues pour l’analyse in situ (Photo 2). Ce sont des tubes plats d’en général 91,4 cm de long, 2.5 cm de large et contiennent 1 ml (915 mg) de trioléine.



Photo 2: SPMD standard



A l’origine, les SPMD ont été développées pour être déployées dans la colonne d’eau des milieux aquatiques (revue bibliographique dans Lu et al., 2002). Leur utilisation est néanmoins en train de s’étendre aux sédiments, à l’air et aux sols (voir une revue des utilisations dans Petty et al., 2000).
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1.1.2 Modélisation de l’accumulation Le principe à la base du dispositif SPMD est la diffusion passive des polluants au travers de la membrane. Les POH sont séquestrés à la fois dans la trioléine et dans la membrane en PET. L’accumulation peut être modélisée de façon très simple en considérant la SPMD comme un compartiment unique ayant une cinétique d’accumulation des POH du premier ordre : Equ. 26 dCSPMD =ku.CSPMD − disp −kd.CSPMD dt avec CSPMD la concentration en POH dans la SPMD (en g/g de SPMD) CSPMD-disp la concentration en POH dans l’eau disponible pour l’accumulation par la SPMD (« SPMD-disponible ») (en g.L-1) ku : la constante cinétique d’accumulation (en L.g.-1.h-1) kd : la constante cinétique d’élimination (en h-1) En supposant CSPMd-disp constante, et la concentration initiale en POH dans la SPMD nulle, l’accumulation dans la SPMD suit une loi exponentielle : Equ. 27 −k d t −k d t CSPMD =CSPMD −disp. ku .1−e =CSPMD − disp.K SPMD.1−e kd Avec KSPMD : la constante de partage eau/SPMD (en L.kg-1)



(



)



(



)



Selon ce modèle de fonctionnement, l’accumulation est linéaire durant sa phase initiale : Equ. 28 CSPMD =ku.CSPMD − disp.t = RS .CSPMD −disp.t MS Avec RS : le taux d’échantillonnage en L.j-1 MS : la masse du SPMD en g Le taux d’échantillonnage RS correspond au volume apparent d'eau qui est extrait par une SPMD par unité de temps. RS est directement proportionnel à la surface membranaire du dispositif. Pour les SPMD standards, RS varie entre 0.1 et 10 L.j-1 selon le polluant considéré et les caractéristiques physiques et chimiques du milieu d’exposition. La constante cinétique ku est équivalente à RS normalisé par la masse de la SPMD. Remarque : Le modèle d’accumulation à un compartiment est une représentation très simplifiée du dispositif. En particulier, ce modèle, qui considère la SPMD comme un compartiment unique, ne prend pas en compte explicitement les phénomènes de diffusion dans la membrane et de fixation dans la trioléine. Une description plus détaillée faisant intervenir explicitement les phénomènes de diffusion passive a été développée (Huckins et al., 1993; Gale, 1998). Ce modèle comporte plus de paramètres, ce qui nécessite un calibrage beaucoup plus fin pour une utilisation pratique. Dans notre étude, nous n’avons pas remis en cause le modèle simple à un compartiment, les données acquises ne permettant pas de le faire. Par ailleurs, le modèle à un compartiment reste de très loin le plus utilisé en pratique.
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1.2 Utilisation pratique de la SPMD 1.2.1 Calibration de la SPMD A partir de l’équation ci-dessus (Equ. 27), la SPMD permet d’estimer une concentration SPMDdisponible en POH dans l’eau moyenne sur la durée d’exposition, connaissant les constantes d’accumulation et d’élimination de chaque composé analysé. Pratiquement, la SPMD s’utilise le plus souvent dans la phase linéaire (qui dure plusieurs jours pour les POH). Pour cette phase, seule la constante Rs est nécessaire pour passer d’une teneur en POH dans la SPMD à une concentration SPMD-disponible dans l’eau. Pour chaque composé, les valeurs de Rs sont déterminées en laboratoire en étudiant la cinétique d’accumulation du composé dans la SPMD (à CSPMD-disp fixé). Pour les SPMD standards, les valeurs de Rs sont disponibles pour une grande gamme de POH (Huckins et al., 1999). Par exemple, le Tableau 15 montre les Rs évalués à différentes températures pour les seize HAP prioritaires définis par l’US EPA. HAP Naphtalène Acynaphtène Acénaphtylène Fluorène Phénanthèrne Anthracène Fluoranthène Pyrène Benzo[a]anthracène Chrysène Benzo[b]Fluoranthène Benzo[k]Fluoranthène Benzo[a]Pyrène Dibenzo[a]Anthracène Benzo[g,h,i]Pérylène Indénopyrène



Log Kow 3,45 4,08 4,22 4,38 4,46 4,54 5,20 5,30 5,91 5,61 5,78 6,20 6,35 6,51 6,90 6,75



RS (L.j-1) à 10°C 1,9 2,3 2,7 3,0 3,8 2,9 3,6 4,5 3,2 3,7 2,8 2,9 3,2 3,0 2,0 1,8



RS (L.j-1) à 26°C 0,5 1,7 2,4 2,8 5,0 4,6 6,8 7,6 4,7 7,6 3,3 5,5 5,4 4,7 3,4 2,4



Tableau 15 : Taux d’échantillonnage RS déterminés à 10°C et à 26°C pour 16 HAP (Huckins et al., 1999)



Pour quels polluants ? L’accumulation des POH dans la SPMD est basée sur l’affinité des polluants pour la trioléine et le PET. L’hydrophobie des POH est le principal facteur d’influence des paramètres d’accumulation. Les composés ioniques ne sont pas accumulés. De même, les composés trop peu hydrophobes (log KOW 2.
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Evaluation in situ de la biodisponibilité des HAP par SPMD Pour les molécules dont 2< log KOW < 5,5, le taux d’échantillonnage augmente avec KOW. Au delà de log KOW = 5,5 , RS décroît avec KOW. Ceci peut être dû à la gêne stérique pour des plus grosses molécules, qui limite et ralentit leur diffusion dans la membrane en PET (Huckins et al., 1999). Durée de la linéarité Afin de pouvoir appliquer le modèle d’accumulation linéaire, il est important de vérifier la linéarité de l’accumulation des contaminants ou d’adapter la durée d’exposition. Par exemple, Luellen et Shea (2002) observent que l’accumulation des HAP dont log KOW > 4.5 est linéaire pendant 30 jours, alors que l’accumulation des HAP dont log KOW < 4.5 n’est plus linéaire après 15 jours d’exposition. L’accumulation peut être considérée comme linéaire quand ket est petit (4.4 d’après Vrana et Shüürmann, 2002). Dans ce cas, l’augmentation de la vitesse fait diminuer l’épaisseur de cette couche, favorise la disponibilité des polluants pour l’accumulation dans la membrane et augmente le taux d’échantillonnage RS. Pour les composés moins hydrophobes, c’est le passage dans la membrane qui est l’étape limitante et la vitesse de l’eau n’a alors pas d’influence sur l’accumulation dans la SPMD (Vrana et Shüürmann, 2002). Huckins et al. (1993) ont démontré l’influence de l’épaisseur de la couche de diffusion aqueuse en montrant que l’accumulation dans les SPMD est plus rapide lorsque cette couche est amincie par agitation. D’après Booij et al. (1998), dans des solutions de sédiments en suspension, le taux d’échantillonnage RS de pesticides organochlorés (40.05). Similarly, no significant POM appeared in the media after exposure (t-test, P>0.05). In experiments with bacterial organic matter, DOC and POC did not evolve significantly within 4 hours (t-test, P>0.01, maximal 17% variation). This shows that there was no significant organic matter degradation within 4 hours. In experiments with algae, DOC remained below 1 mgC/L and was not significantly different from the DOC in the water only treatment (t-test, P>0.05) whereas POC decreased during the exposure because of the ingestion of algae by daphnids. In media with algae, the algae concentration was monitored at the beginning and at the end of exposure. After a 4 hr-exposure, a maximum 10% variation in algae concentration was observed, which was similar to results obtained in blank experiments without any daphnids. After a 24 hrexposure, however, algal concentration always decreased. Depending on algae initial concentration, 40% to 72 % algae disappeared during the bioaccumulation experiment after 24
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Article 4 hours. In a reference media with 4x105 cell/mL and no daphnids, the algae numbers decreased by 22% after 24 hours in the dark, which will be referred as the no-ingestion decrease and can be due to algae degradation or settlement. Ingestion rates were estimated from the decrease of algal concentration, previously corrected for the no-ingestion decrease, following Allen et al. (1995). The ingestion by daphnids was also monitored in uncontaminated test solutions in order to verify that neither BaP nor carrier solvent affected the ingestion rate (Figure 1). The ingestion rate was controlled by algae concentration under low food availability conditions, while a maximum constant ingestion rate at 7x104 cell/daphnid/hr was reached for algae concentration higher than 4x105 cell/mL.



Figure 1: Ingestion rates of algae by uncontaminated and benzo[a]pyrene -contaminated daphnids.



3.2. Influence of organic matter on BaP bioaccumulation.



Figure 2: Relative bioaccumulation of benzo[a]pyrene in the presence algae: experimental data, regression curves (following an hyperbolic model detailed in Equation 7) and determination coefficients R² between simulated and experimental data. Dotted line and circles: 4hr-bioaccumulation. Continuous line and triangles: 24 hr-bioaccumulation



The presence of algae in the media reduced the bioaccumulation of BaP in daphnids and the reduction was dependent on the on the concentration of algae (Figures 2 and 3). The more concentrated algae, the less bioaccumulated BaP (Figure 2). The bioaccumulation of BaP in the 24-hr exposure was reduced by 68% in the medium containing 105 algae cells/mL and by more than 99% in the medium containing 6.105 cell/mL. Moreover, the reduction effect was more pronounced when the exposure lasted longer (Figure 3).For example, with an initial A 55



Matières organiques et biodisponibilité des HAP concentration of 2.2x105 cell/mL, the bioaccumulation was reduced by 32%, 71% and 93% after 4hrs, 8hrs and 24 hrs respectively.



Figure 3: Bioaccumulation of benzo[a]pyrene in daphnids; effect of exposure time and algae concentration in the media.



The bioaccumulation of BaP was reduced by the presence of DOM from the Viandox degradation experiments and the addition of POM in the media reduced again the bioaccumulation (Figure 4). In experiments B3 for example, the addition of 3.6 mgC/L DOC induced a 34% -reduction of bioaccumulation, while with an additional 1 mgC/L POC, the bioaccumulation was reduced by 49%. The maximum reduction (91%) was observed with the highest organic carbon concentrations, i.e. 36 mgC/L DOC and 10 mgC/L POC in the B3 set of experiments.



Figure 4: Relative bioaccumulation of benzo[a]pyrene in daphnids in the presence of DOM only and DOM and POM from the biodegradation reactor.



3.3. Estimation of partitioning coefficients In the case of algae, we were able to fit the experimental data with the model given in Equation 7 from A4 and A24 experiments (Figure 2). Since DOC concentration was very low in the algae control solution ( 
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