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Résumé

Evaluation de I'impact des rejets urbains de tempsle pluie sur le compartiment algal et
mise au point d’outils pour la surveillance des mieux récepteurs

La gestion des eaux pluviales constitue un défidrtgnt a relever dans les villes du
monde entier : aujourd’hui on ne compte plus lesbfgFmes d’inondation et de pollution,
problemes chroniques qui tendent a s’amplifier &ume que 'urbanisation grandit. Une gestion
durable de ces eaux est au cceur des enjeux du &éte et afin de répondre a ces probléemes
le Ministere de ’'Ecologie et du Développement Dhieaa engagé une opération de recherche.

Parmi les problémes posés par les eaux pluviale® rdude se focalise sur les rejets
urbains de temps de pluie (RUTP). Ces rejets ctugstt un apport important et imprévisible de
nombreux polluants pour les masses d’eaux récestrita pollution des RUTP est étudiée
depuis de nombreuses années et, alors que lesissanees en la matiére s’affinent, il n'existe
a I'heure actuelle aucune étude de grande ampletmgttant d’identifier I'impact des RUTP
sur les écosystemes récepteurs.

Notre travail a consisté a étudier I'impact envinemental de différents échantillons
de RUTP collectés sur 3 sites d’assainissementigllde I'agglomération lyonnaise. Nous
avons utilisé pour cela des bioindicateurs pertisieles microalgues d’eau douce, organismes
unicellulaires a la base des chaines trophiqudésestsensibles aux polluants présents dans les
RUTP. Nous avons réalisé des bioessais écotoxiapleg connus de la littérature et contribué
au développement de nouveaux indicateurs de téxife plus nous avons cherché a adapter
ces bioessais pour permettre leur utilisation guterrain. En paralléle nous avons travaillé a
I'amélioration d'un biocapteur enzymatique a cedhil algales. Nous avons évalué ses
performances sur les échantillons de RUTP et noums ensuite construit une station de
mesure automatisée afin de réaliser des mesurestéinent sur les sites d’assainissement (
line monitoring.

Ce travail contribue a mettrre en évidence I'impdes RUTP sur le milieu récepteur
tout en confirmant le caractére hétérogéne dessreje

Mots-Clés: RUTP ; bioessais ; biocapteurs ; microalguesivaés enzymatiques ; fluorescence
chlorophylienne ; sol-gel ; écotoxicologie

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
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Abstract

Assessment of the impacts of urban wet weather afftnts on algae compartment and
development of systems for receiving water bodiessessment

The stormwater management constitutes an impoxtaalienge for cities around the
world: today there are countless problems of flagdand pollution, chronic problems that tend
to amplify as urbanization grows. Sustainable mamagnt of these waters is at the heart of
defies of the twenty-first century and to addressse problems the Ministry of Ecology and
Sustainable Development has launched a researchtape

Among problems posed by stormwater, our study fesuen urban wet weather
discharges (UWWD). These releases are an impogadtunpredictable contribution of many
pollutants to the receiving water bodies. UWWD'dlytiton has been studied for many years
and, while knowledge in the field matures, theratipresent no large-scale study to identify the
impact of UWWND on the receiving ecosystems.

Our work consist in studying the impact of diffetddWWD samples collected at 3
storm sanitation sites of Lyon on the environméfie have relevant bioindicators, freshwater
microalgae, unicellular organisms at the base af ttophic chain and very sensitive to
pollutants present in the UWWD. We have undertageotoxicological bioassays known from
the literature and contributed to the developmdmew indicators of toxicity. Furthermore, we
seek to adapt these bioassays to allow their usthanfield. In parallel, we have worked to
improve an enzyme biosensor algal cell. We evallidge performances on samples of UWWD
and then we built an automated measuring statiorméke measurements directly on the
remediation site (online monitoring).

Key words: urban wet weather discharges; stormwater; runo#in rwater; bioassays;
biosensors; microalgae; enzymatic activities; chpdryll fluorescence; sol-gel; ecotoxicology

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
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AChCI : chlorure d’acétylcholine
AChE : activité acétylcholinestérase
ADN : acide désoxyribonucléique
AE : activité estérase
AP : alkylphénols
APA : activité phosphatase alcaline
APE : éthoxylate d’alkylphénols
ARN : acide ribonucléique
Atr : atrazine
B(a)A : benzo(a)anthracene
B(a)P : benzo(a)pyrene
B(b)F : benzo(b)fluoranthene
B(g,h,i)P : benzo(g,h,i)péryléne
Bl : bassin d'infiltration
B(k)F : benzo(k)fluoranthéne
BR : bassin de rétention
BSA: bovine serum albumin
C : chrysene
COMMPS:combined monitoring-based and modeling-based piyasetting
COV : composés organiques volatils
CV : Chlorella vulgaris
CR : Chlamydomonas reinhardetii
D : Diuron
DBO : demande biochimique en oxygéne
DCE : directive cadre sur I'eau
DCO : demande chimique en oxygene
DO : déversoir d'orage
EP : eaux pluviales
ETM : éléments traces métalliques
F : fluoranthéne
FDA : fluorescéine diacétate
Fluo : fluorene
HAP : hydrocarbure(s) aromatique(s) polycyclique(s)
y - HCCH : gamma hexachlorocyclohexane
| : isoproturon
1(1,2,3)P : indéno(1,2,3)pyréne
LEMA : Loi sur I'eau et les milieux aquatiques
MEDDE : Ministere de I'Ecologie, du Développemenir@ble et de 'Energie
MES : matiéres en suspension
MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle
MUF : methylumbelliferone
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Je suis né dans un environnement — je ne
sais pas d’'ou je suis venu ni ou je vais ni qusyes.
C’est ma situation comme la votre, a chacun d’entre
vous. Le fait que chague homme a toujours été dans
cette méme situation et s’y trouvera toujours ne
m’apprend rien. Tout ce que nous pouvons observer
nous-mémes a propos de la brllante question redativ
a notre origine et a notre destination, c'est
I'’environnement présent. C’est pourquoi nous
sommes avides de trouver a son sujet tout ce que no
pouvons. Voila en quoi consiste la science, le savo
la connaissance, voila quelle est la véritable s@ur
de tout effort spirituel de 'homme. Nous essaydeas
découvrir tout ce que nous pouvons au sujet du
contexte spatial et temporel dans lequel notre
naissance nous a situés. Et dans cet effort, nous
trouvons la joie, nous le trouvons extrémement
intéressant. (Ne serait-ce pda le but pour lequel
nous sommes ici ?)

Erwin Schrédinger, Physique quantique et reprédemalu monde
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Les milieux aquatiques subissent de nombreusesipresliées aux activités humaines
et plus particulierement en milieu urbain & cause ld forte densité de population. La
dégradation des habitats, de la faune et de |l& fguatique a amené les autorités francaises et
européennes a légiférer et a prendre des décisimdtieuses afin d’inverser ce processus. La
directive cadre européenne sur l'eau prévoit aims « prévenir toute dégradation
supplémentaire, de préserver et d’améliorer I'élied écosystémes aquatiques ainsi que, en ce
gui concerne leur besoin en eau, des écosystempessttes et des zones humides qui en
dépendent directement. »

Parmi 'ensemble des pressions s’exercant sur [éeur aquatiques, il en est une peu
étudiée, mais qui joue un rbéle déterminant dans tgradation. Il s’agit des rejets urbains de
temps de pluie (RUTP). Ces derniers sont définraroe étant I'ensemble des rejets urbains dus
aux exutoires pluviaux, aux déversoirs d'orage & atation d’épuration pendant les périodes
pluvieuses. Les volumes rejetés, leurs compositiings variabilités sont des éléments étudiés
depuis de nombreuses années en France et de pasnde. En revanche, leur impact sur les
milieux récepteurs (cours d’eau et nappes) est @edié dans les milieux académiques et
commence tout juste a étre pris en compte pardesqgirs publics.

Dans le contexte actuel de I'application de polidg de développement durable et de
protection de la ressource en eau, il est esseseiglomprendre les effets & court et long terme
des effluents urbains sur les écosystemes réceptdbtest pourquoi nous posons donc
aujourd’hui la question suivante : quel est I'impaes RUTP sur le compartiment algal et de
guelles manieres pouvons-nous évaluer précoceméntmtuels effets délétéres pour le milieu
aquatique?

Ce travail est réalisé dans le cadre d'un programdmeecherche du MEDDE, et est
soutenue par 'ONEMA ainsi que I’'Observatoire derraan en Hydrologie Urbaine (OTHU),
une fédération de recherche qui étudie le fonctoment des ouvrages de l'assainissement
pluvial depuis 1999. Cet observatoire est un latmira de recherche hors murs, constitué par
un ensemble d’appareils de mesure installés ssydeg&me d’assainissement de I'agglomération
lyonnaise et sur les milieux aquatiques recevaatefluents. Une de ses ambitions consiste a
mieux comprendre le cycle de I'eau en ville etflex de polluants associés afin de développer
des stratégies nouvelles et plus durables de gesties eaux pluviales en zone urbaine.

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
21



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Introduction générale

A travers ces ouvrages, notre travail développexdgaints : il s’attache en premier
lieu a évaluer la dangerosité des effluents urbainkaide de différents bioindicateurs de
toxicité. Pour cela, nous nous sommes basés ssuile des modifications du métabolisme de
microalgues dulcaquicoles, excellents organismemdbicateurs. En second lieu, ce travail a eu
pour vocation le développement de nouveaux biomaurgi d’écotoxicité et I'adaptation de
bioessais existants afin de mettre au point deisodé suivi de terrain : des biocapteurs qui
permettent de réaliser des mesures en temps uéet @ la qualité des effluents étudiés et leurs
effets sur le milieu récepteur.

La premiére partie du document est consacrée adé&de la littérature sur les RUTP.
Elle présente un bilan sur leur composition, leimpacts sur les différentes catégories de
masses d’eau ainsi que sur les outils d’évaluadiesimpacts de polluants sur les organismes et
des dispositifs d’évaluation adaptés aux étudetedain.

La seconde partie présente notre démarche expéaieeninsi que les différentes
méthodes et le matériel utilisé lors de cette éfumigr répondre a notre problématique.

La troisieme partie est consacrée aux résultatsmist Dans un premier temps, nous
présentons les résultats d’analyse des échantilmésevés. Dans un second temps, nous
traitons des bioessais menés en laboratoire et wousontons ces résultats aux analyses
physicochimiques. Enfin, nous montrons comment renms pu adapter les bioessais pour les
rendre utilisables sur site ainsi que la constouct’une station de mesure autonome.

Pour conclure ce manuscrit nous ferons le bilacelé&avail de thése, de ses apports et
de ses faiblesses dans le traitement de notre gm@ilque et nous aborderons pour finir les
nouvelles perspectives de recherche qu’il ouvre.

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
22



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique

Partie A : Etude bibliographique

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
23



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique - La gestion des eaux pluviales en ville

1 La gestion des eaux pluviales en ville

1.1 Historique

Les problemes posés par I'évacuation des eaux us##ESaussi vieux que les villes.
On retrouve des traces d'ouvrages d’assainisseméstla Rome antique. Sous le régne de
Tarquin I’Ancien (-616 ; -575 av J.C) fut constrigtCloaca Maximadont la fonction premiére
était de drainer les eaux marécageuses se sitnget ldsquilin, le Viminal et le Quirinal, trois
des sept collines de Rome. Ce canal a ciel ouwaatiu&it I'eau du sol jusqu’au Tibre. Mais
rapidement, il se transforma en grand égout et piutgressivement recouvert par travaux
successifs jusqu’au®kiécle ap J.C (Chocat, 1997).

On voit déja a ce moment de I'histoire que le résdassainissement a des fonctions
multiples qui peuvent varier au cours du temps.r@narque aussi que le milieu naturel est un
exutoire spontané des déchets produits par la ®odi€ principe est simple : évacuer le plus
loin possible du lieu de vie ses eaux usées afwiter tout risque sanitaire lié a I'eau stagnante
(colibacilloses, choléra, fievre typhoide, dengue) (CNRS, 2000).

Actuellement, en France, méme s'il subsiste quaedystemes d’évacuation des eaux
usées et pluviales des temps anciens, les strgctyre I'on trouve dans nos villes sont plus
récentes. Une petite part est héritée du Moyen-Aigk plus grande part nous vient du XIX
siécle.

Au Moyen-Age, les systemes d’évacuation d’eaux sis@&s au point par les romains
ne sont pas oubliés mais non exploités faute deem®your les entretenir (Chocat, 1997).
Ainsi, la plupart des maisons situées en ville h'pas de fosse d’aisance et la technique utilisée
est celle du « tout-a-la-rue ». Les petits ruisgeaervent d’égout a ciel ouvert aussi bien pour
les eaux usées que pour les eaux pluviales. Lat&tu ne fait qu’empirer au cours des siecles,
cette dégradation étant & mettre en paralléle #magmentation de la densité des villes et des
activités humaines (Boudriot, 1988).

La situation ne s’améliorera qu’a partir du débutXiX® siecle avec I'apparition des
premiers égouts, destinés dans un premier temgsairar les rues et non prévus pour évacuer
les rejets domestiques. Dans la seconde moitié If,Xe concept de réseau apparait comme
une représentation susceptible d’étre appliquées danpremier temps a I’hydrographie d'un
bassin. Cette période a été marquée par I'émergé’mcemouvement hygiéniste qui préconisait
de collecter les eaux urbaines et de les transpades des canalisations enterrées pour les
rejeter au milieu naturel en dehors de la villen aféviter le développement de maladies. Les
premiers textes modernes concernant le droit deaul’edont certaines dispositions sont
aujourd’hui encore applicables, sont les codes kEammiens. L’'objectif principal de ces codes
étant, suite a la Révolution Francaise de 178é&terminer le régime de propriété de I'eau. Il
en est ainsi du Code du domaine public fluvial at@ode civil, qui fixent les régimes de
propriété et donc d’'usage des cours d'eau, descesudes plans d'eau, etc. Mais a I'époque
aucune préoccupation liée a « I'environnement aquat» n’apparait dans ces textes.

En France, la construction des réseaux modernessaitsissement est avalisée en 1894
par le vote de la loi sur le tout-a-I'égout & Pai@e systéme se généralisera rapidement a
'ensemble de la France dés le début du®Xecle, accompagné des premiéres stations
d’épuration. Les premiers réseaux sont de typeaumit les collecteurs évacuent les eaux usées
« de temps sec » et occasionnellement le ruissehémluvial. C’'est un systéme qui donna
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satisfaction jusqu’a la fin de la Seconde Guerrendi@e (et qui constitue a I’heure actuelle le
réseau d’assainissement historique de nos ceniltes)v

A la fin du XIX® siecle est votée la premiere grande loi sur I'éuavril 1898), afin
d’organiser les différents usages de I'eau quicsd sargement développés suite notamment a la
révolution industrielle. Pour la premiere fois, téE intervient pour réglementer des usages par
un systéme d’autorisation de type « police des eauXéanmoins, les impératifs qui ont donné
lieu a cette réglementation et les objectifs q@'glbursuit ne sont pas d’ordre « écologique ». I
s’agit plutbt de veiller & ce que le développeniedustriel reste compatible avec des impératifs
de salubrité et donc de sécurité publique.

La premiére apparition réellement significative plgoccupations environnementales
dans le droit de I'eau francais remonte a la loi & décembre 1964. Cette loi crée les
organismes de bassin (agences et comités de baswny la premiere fois dans I'histoire
administrative francaise, une entité naturelle, bl@ssin, correspond a une circonscription
administrative et fera donc I'objet d’'une gesti@esifique. Par ailleurs, le fil directeur de cette
loi consiste & « lutter contre la pollution poutistaire ou concilier les exigences de :

» [l'alimentation en eau potable et la santé publigue
» l'agriculture, I'industrie, les transports, et tewautre activité humaine d’intérét général ;
» la vie biologique du milieu récepteur [...] »

L'ordre dans lequel apparaissent ces préoccupagghsres significatif de I'approche
de la gestion de I'eau de I'’époque. On notera etiqudier le progrés considérable que constitue
I'objectif de Iutte contre la pollution dans un somotamment de maintien de la vie biologique
méme si « I'approche usage » reste prédominante kléararchie existe donc encore entre
usages et milieux, et on peut considérer que lad®il964 a eu pour objectif principal la
satisfaction des usages — cette satisfaction nardaoutefois pas nuire aux milieux aquatiques.

Entre 1964 et 1991, plusieurs lois importantes s$otgrvenues dans le domaine de la
protection de I'environnement. Parmi elles, on naten particulier la Loi du 10 juillet 1976 qui
affirme pour la premiére fois que la protection kde nature est d’intérét général. La Loi
« péche » du 29 avril 1984 constitue également avencée significative puisqu’elle prévoit
gue la préservation des milieux aquatiques et drirpaine piscicole est d'intérét général.

A partir de 1991 de nouveaux textes de lois, torgoen vigueur, permettent a la
France et a I'Union Européenne de mener une paktiplus ambitieuse et respectueuse de
I’environnement en termes de gestion des eaux.t€©dgs sont décrits ci-apres ainsi que les
outils mis a la disposition des gestionnaires psbéfin de remplir ces objectifs.

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
25



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique - La gestion des eaux pluviales en ville

1.2 Outils juridiques et réglementaires en vigueur

1.2.1 Les grands textes d’orientation

1.2.1.1 La loi sur l'eau (3 janvier 1992)

La loi sur I'eau de 1992 découle des directivesopégennes 91/271/CEE « eaux
urbaines résiduaires» et 91/676/CEE « nitrateSlbe modifie profondément les principes de
gestion de 'eau en franchissant une étape suppltine pour la prise en compte des milieux
aquatiques. Elle définit la notion de « gestioniblgrée » (article 2) de la ressource en eau, en
visant a assurer :

* « la préservation des écosystemes aquatiquesijtdsset des zones humides [...] ;

» la protection contre toute pollution et la restdima de la qualité des eaux superficielles
et souterraines et des eaux de mer dans la liregesdux territoriales ;

» le développement et la protection de la ressounceag! ;

» la valorisation de I'eau comme ressource économéjua répartition de cette ressource,
de maniére a satisfaire ou a concilier, lors dé®dints usages, activités ou travaux, les
exigences :

- de la santé, de la salubrité publique, de la s&kgivile et de I'alimentation en eau

potable de la population ;

- de la conservation et du libre écoulement des edude la protection contre les

inondations ;

- de l'agriculture, des péches et cultures marines,lad péche en eau douce, de

I'industrie, de la production d’énergie, des tramdp, du tourisme, des loisirs et
des sports nautiques ainsi que de tout autre &&tivimaine légalement exercée. »

Autrement dit, les principes de gestion de 'eatinde par la loi sur I'eau consistent &
affirmer que la préservation des milieux aquatigassun préalable nécessaire a la satisfaction
des usages. La mise en avant des milieux aquatijees au fait qu’'en les maintenant « en
bonne santé » on pourra mieux satisfaire les diffty usages. Milieux et usages ne doivent
donc pas étre opposés, au contraire, et en padiciarsque I'on se situe dans une logique de
moyen ou long terme.

La loi sur I'eau de 1992 définit les modalités detation de schémas directeurs
d'aménagement et de gestion des eaux (SDAGE)fixdat pour chaque bassin ou groupement
de bassins les orientations fondamentales d'ungogeéquilibrée de la ressource en eau. lls
prennent en compte les principaux programmes arpéE les collectivités et définissent les
objectifs de quantité et de qualité des eaux aqm les aménagements a réaliser pour les
atteindre. lls délimitent le périmeétre des soussirescorrespondant a une unité hydrographique.
Les programmes et décisions administratives damigaine de I'eau doivent étre compatibles
ou rendus compatibles avec leurs dispositions. detses décisions administratives doivent
prendre en compte les dispositions de ces schémextealrs.

De plus, dans un groupement de sous-bassins owusttmssin correspondant a une
unité hydrographique ou a un systéme aquifere, alrérma d'aménagement et de gestion des
eaux (SAGE) fixe les objectifs généraux d'utilieati de mise en valeur et de protection
quantitative et qualitative des ressources en eperficielle et souterraine et des écosystémes

aquatiques ainsi que de préservation des zonesdesmi
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1.2.1.2 La directive cadre sur l'eau (20 octobre 2000)
La directive cadre sur I'eau (DCE) 2000/60/CEE estrée en vigueur le 20 octobre
2000. Elle établit un cadre pour une politigue camautaire dans le domaine de l'eau. Elle
fixe plusieurs objectifs :

» atteindre un bon état écologique des eaux en 2015 ;
* réduire progressivement les rejets ou les émisgpons les substances prioritaires ;
e supprimer les rejets des substances prioritairagel@uses d’ici 2021.

En mettant en place les outils suivants :

* une gestion des eaux par bassin versant ;

» la fixation d’'objectifs par « masse d’eaux » ;

* une planification et une programmation avec unehod¢ de travail spécifique et des
échéances ;

* une analyse économique des modalités de tarificati® 'eau et une intégration des
codts environnementaux ;

* une consultation du public dans le but de renfoteetransparence de la politique de
'eau.

La DCE induit aujourd’hui pour I'ensemble de la ties de I'eau et des activités qui la
dégradent la mise en place de plans d’action, avets des SDAGE articulés autour de la
notion de bon état des milieux aquatiques. Cesspligfinissent a I'échelle de chaque grand
bassin hydrographique les actions prioritaires @oawplir, entre autres pour les prélevements et
rejets des installations classées pour la protediie I'environnement (ICPE). Dans ce cadre,
des exigences locales visant & atteindre ou coaségvbon état des milieux peuvent conduire a
renforcer les prescriptions nationales encadraattivité d’'une ICPE, et notamment a réviser,
dans l'arrété préfectoral autorisant son activikgs valeurs limites d’émissions pour des
parametres servant a qualifier I'état du milieu dropolluants ou macro-polluants tels que le
phosphore ou I'azote par exemple en cas de ristpigrdphisation des milieux).

Les notions de bon équilibre chimique et écologicgont intimement liées a la
physicochimie des masses d'eaux. Aussi, la DCEiajng d’autres directives européennes
connexes prévoient la surveillance de nombreusdsstanoces présentes dans les milieux
aquatiques dégradés.

En lien avec la DCE, la directive 2006/11/CE du fEyrier 2006 concernant la
pollution causée par certaines substances dangaléversées dans le milieu aquatique de la
Communauté, définit deux listes de substances posmnt aux Etats membres de prendre des
mesures appropriées pour €liminer la pollution el@sx par les substances relevant de la liste |
et pour réduire la pollution des eaux par les safrsts relevant de la liste Il. Cette démarche
comprend des objectifs de qualité des milieux et m@mes d’émissions.

On peut établir & I’heure actuelle une liste desdbstances prises en compte comme
critere du bon état chimique des eaux et 9 polliamécifiques caractéristiques du bon état
écologique, définies par la circulaire du 7 mai 200
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- 13 substances (ou familles de substances) damgesegrioritaires de I'annexe X de la
DCE. Elles sont toxiques, persistantes et bioacdabies ; les objectifs étant d’en arréter ou de
supprimer progressivement les rejets et pertes d0@1 ou 2028. La circulaire du 7 mai 2007
précise un objectif de diminution de 50% des refiisi 2015 (2004 étant année de référence).
Il s’agit de : diphényléthers pentabromés (PBDEdmium et ses composés, chloroalcanes,
hexachlorobenzene, hexachlorobutadiene, , hexamtyotohexane, mercure et ses composés,
nonylphénols, pentachlorobenzéne, somme de 5 HAR)PB B(b)F, B(k)F B(g,h,i)P, 1(1,2,3-
cd)P), composes du tributylétain (TBT), anthrac@araosulfan ;

- 20 substances (ou familles de substances) miced de I'annexe X de la DCE. Ces
substances présentent un risque significatif pauvia I’environnement aquatique, les objectifs
visant toujours a réduire progressivement les sejlets émissions et les pertes d'ici 2021. La
circulaire du 7 mai 2007 précise un objectif de idimion de 30% des rejets d’ici 2015 (2004
étant année de référence). Ce sont des pesticidiesh(ore, atrazine, chlorfenvinphos,
chlorpyriphos, diuron, isoproturon, simazine, uifiline), des composés organiques volatils
(benzene,1,2-dichloroéthane, dichlorométhane, loidméthane), des HAP (fluoranthene,
naphtaléne), des métaux (plomb et ses composékelnét ses composes), I'octylphénols, le
pentachlorophénol, le trichlorobenzénes et le DEHP;

- 8 substances (ou famille de substances) de ta ligle la directive 2006/11 non
incluses dans I'annexe X. La circulaire du 7 mad2@récise un objectif de diminution de 50%
des rejets d'ici 2015 (2004 étant année de réf@ker@es sont des pesticides (aldrine, dieldrine,
endrine, isodrine, DDT total, pp DDT) et des sohgaftétrachloroéthyléne, trichloroéthyléne) ;

- 9 polluants spécifiques caractéristiques du biat écologique des eaux, issus de la
liste Il de la directive 2006/11 non inclus dansnlhexe X. La circulaire du 7 mai 2007 précise
un objectif de diminution de 10% des rejets d'i6il% (2004 étant année de référence) pour les
molécules soulignées: arsenic, chrome, cuivre,,zthéotorlon, oxadiazon, linuron, 2,4 D, 2,4
MCPA.
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Tableau 1 : liste des substances prises en comptnd la caractérisation de I'état des masses d’eaux.
Source : Agence de I'eau Rhéne Méditerranée Corse

Arrété du 25 janvier 2010 relatif aux méthodes et critéres d'évaluation de I'état écologique,
de I'etat chimique et du potentiel écologique des eaux de surface

Liste des 41 substances caractéristiques du bon état chimique des eaux :

- 'ensamble des 13 substances (ou familles de substances) dangersuses priortaires de lannexe X de la DCE

- l'ensemble des 20 substances (ou familles de substances) prioritaires de l'annexe X de la DCE

- et les substances 8 substances (ou familles de substances) de la liste | de |a directive 2008711 (ex7TG484/CE)

nion incluses dans 'annexe X

Liste des 9 polluants spécifiques
caractéristiques du bon état
écologique des eaux

Les Substances Dangereuses

Les Substances Prioritaires

Substances "Liste I"
de la directive 2006/11

en souligné substances issues de la
"Liste II” de la directive 2006/11 (ex
T&IE64/CEE),

PriDritairess;J LEEes = l; HEE {ex TE/464/CEE) retenues au titre du programme
(SDP) (5P) non incluses dans la DCE d'action national, non incluses dans I3|
DCE
Objectifs de
réduction 50 % du flux des rejets 3 'échéance 30 % du flux des rejets & 'échéance 50 % du flux des rejets & M'échéance pour celles soulignées, 10 % du flux
nationaux 2015 2015 2015 des rejets i l'echéance 2015
{eircutaire du 7 mal (année de référence 2004) {annee de référence 2004} (année de r2férence 2004) (année de raférence 2004)
2007+
Objectifs DCE Suppression des rejets 3 Méchéance Réduction des rejets e e . e - .
ur les rejets nov 2021 ou déc 2028 pas de délai fxd] Pas d'objectifs DCE sur les rejets Pas d'objectifs DCE sur les rejets
(Composés du Tributylétain (TBT) DEHP Perchloréthyléne arsenic
(Tributylétain-cation) (Di (2-&thylhexyl)phtalate) (Tétrachloroéthyléne) —
PBDE*™* Chlorure de méthyléne ; B
(Pentabromodiphényléther) {Dichlorométhane ou DCM) e Chome
MNonylphénols Octylphénals ) ]
(4-{para)-nonylphénol) (Para-tert-octyiphénol) e Cuivre
Chloroalcanes C10-C13 Diuron Tétrachlorure de carbone Zinc
Somme de 5 HAP =
Benzo (g,h,i) Perylene
Indeno (1,2,3-cd) Pyréne ) i DOT
Benzo (b) Fluoranthéne Nicke! et ses composes (Dichlorodiphényltrichloroétnane) |- oTelron
Benzo (a) Pyrene
Benzo (k) Fluoranthéne
[Anthracéne HAP *** Plomb et ses composés Dieldrine Oxadiazon
substances ou 5o 1Zéne Fluoranthéne |sodrine Linuron
familles de Chiloroforme
bstances  |Mercu composés i 2
= p TEEIE (Trichlorométhane) Bz 240
(Cadmium et ses composés Afrazine 2.4 MCPA
Hexachlorobenzéne Trichlorobenzéne (TCE)
Hexachlorocyclohexane .
; Chio: fos
(Lindane) Py
Hexachlorobutadiéne Maphtaléne
" ) Alachlore
Isoprofuron
Chlorfenvinphos
Pentachlorophénol
Benzéne
Simazine
1.2 Dichloroéthane
Trifluraline
(+ Diphényiéther bromés***)
nombre de
substances et 13 20 8 9
familles de
e 41 9
code couleur : bl b ligné
ional rouge jaune orange anc (substances soulignees)

La DCE prévoit également dans son article 2 I'ésde@iment de normes de qualité
environnementale (NQE) c'est-a-dire des valeur#téisnde concentrations en polluants dans les
milieux aquatiques. Ces normes visent a améliorarprotéger la qualité environnementale.

« Les Etats membres veillent a ce que la compasitie leurs eaux de surface soit
conforme aux normes de qualité environnementale pesi substances prioritaires, exprimées
en moyenne annuelle et en concentration maximatsssible. »

Une proposition de directive du Parlement européerdu conseil établissant des
normes de qualité environnementale (NQE) dans fealoe de I'eau a été votée au Parlement le
18 juin 2008/05/CE (EC 2008). Avec ces normes, ldgneuropéenne cherche a assurer un
niveau élevé de protection de I'environnement etadeanté humaine.
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Les NQE sont établies pour :
» les concentrations totales des composés organigless;a-dire sur I'’échantillon brut ;
» les concentrations en phase dissoute des métates éfiration & 0.45 um (EC 2008).
Elles sont fixées pour trois types d’eau : les edaxsurfaces intérieures, les eaux de
transition et les eaux marines intérieures et timnidles. Un récapitulatid de I'ensemble des
valeurs NQE est disponibl en annexe.

1.2.1.3 La loi sur l'eau et les milieux aquatiques (30/12/2006)

La Loi sur I'Eau et les Milieux Aquatiques (LEMAUd30 décembre 2006 a rénové le
cadre global défini par les lois sur I'eau du 1@e@bre 1964 et du 3 janvier 1992 qui avaient
bati les fondements de la politique francaise @auW' : instances de bassin, redevances, agences
de I'eau. Les nouvelles orientations qu’apportdEMA ont pour but principal 'atteinte des
objectifs fixés par la DCE.

La LEMA comporte 102 articles et réforme plusieuc®des (environnement,
collectivités territoriales, santé publique ...). Avavers de ces articles, les principales
dispositions de la LEMA consistent :

» a rénover l'organisation institutionnelle via uréfarme des redevances des agences de
I'’eau, une légitimation des comités de bassin a@pger les programmes d’intervention
des agences et les taux de redevance et a laawédil’ Office national de I'eau et des
milieux aquatiques (ONEMA). Cet organisme est cbhadg mener et de soutenir, au
niveau national, des actions destinées a favorigee gestion globale, durable et
équilibrée de la ressource en eau, des écosystamestiques, de la péche et du
patrimoine piscicole ;

e aproposer des outils nouveaux pour lutter corgseploliutions diffuses ;

* a permettre la reconquéte de la qualité écologapsecours d’eau en les entretenant par
des méthodes douces, d’assurer leur continuitéo§aple, par I'obligation d’'un débit
minimum imposé au droit des ouvrages hydrauliguesergin, grace a des outils
juridiques a protéger les frayéeres ;

» arenforcer la gestion locale et concertée dergses en eau ;

» a simplifier et renforcer la police de I'eau ;

* a donner des outils nouveaux aux maires pour géeeservices publics de I'eau et de
I'assainissement dans la transparence ;

» aréformer I'organisation de la péche en eau douce

e a prendre en compte l'adaptation au changementatigme dans la gestion des
ressources en eau.

Ce texte présente en particulier de nouveaux agisur la gestion des eaux pluviales.
Des crédits d’'imp6ts sont instaurés pour l'instidia d’ouvrages de récupération des eaux de
pluie et une taxe pour les eaux pluviales peut étige en place par les collectivités qui le
souhaitent (cf. partie 1.2.2.5).
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1.2.1.4 L’arrété du 22 juin 2007

Cet arrété est relatif a la collecte, au transgdrfwu traitement des eaux usées des
agglomérations d’assainissemeainsi qu’a la surveillance de leur fonctionnementde leur
efficacité. 1l est rattaché au code des collecdiwitterritoriales et définit dans ce cadre
« |'étendue des prestations afférentes aux serwo@smunaux d’assainissement ». Mais il est
également rattaché au code de l'environnement > flans ce cadre « les prescriptions
techniques qui permettent de garantir I'efficadla collecte et du traitement des eaux usées
urbaines ».

Il interdit le raccordement des eaux pluviales éseau d’eaux usées (sauf justification
expresse de la commune et a la condition que lend$ionnement du systeme de collecte et de
la station d’épuration de I'agglomération d’assss@ment le permette).

Il définit également les obligations en matiere ud@surveillance du réseau : ce
principe doit étre mis en ceuvre dans le cas ddgstad’épuration et des déversoirs d’orage.
C’est un principe inspiré de la législation relatisux ICPE. L'autosurveillance a pour finalité
une meilleure maitrise des rejets des effluentdestdéchets, y compris dans des circonstances
exceptionnelles (accidents, événements météoralegigarticulier, ainsi qu’'a lI'occasion de
travaux). Les déversoirs d’orage et dérivationsnéwvelles situés sur un trongon destiné a
collecter une charge brute de pollution organigaetemps sec supérieure a 600 kg/j de PBO
font I'objet d’une surveillance, permettant de meswen continu le débit et d’estimer la charge
polluante (MES, DCO) déversée par temps de pluiparuemps sec.

De plus, de nouvelles exigences apparaissent dan®raine de la surveillance des
incidences des rejets sur le milieu récepteur :oksfiu’en raison des caractéristiques des
effluents collectés et de celles des eaux récegstraes rejets, ces derniers risquent d’accroitre
notablement la concentration dans les eaux réosstren polluants et d’en compromettre le
respect des objectifs de qualité, ou de porteirddea la qualité d’eaux de baignade ou d’eaux
destinées a la production d’eau potable ou d’eaanchylicoles, un suivi approprié du milieu
récepteur des rejets est réalisé régulierementigoamaitre d’ouvrage. Une mesure par an au
moins est réalisée. En cas de rejet dans un cdemiddeux points de mesures doivent étre
ameénageés, I'un en amont du rejet de la stationuda@pon, I'autre en aval, & une distance telle
de celui-ci que la mesure soit la plus représevegtiossible. »

1.2.2 Les outils de planification de I'urbanisme

La reglementation européenne, une fois retransa@itedroit francais, est ensuite
appliquée a I'échelon local par l'intermédiaire devers plans et programmes. Ces plans et
programmes étant congus par et pour le territadrecerné, ils permettent aux acteurs locaux de
mettre en pratique les politiques nationales «aigar cas ».

1.2.2.1 Le schéma de cohérence territoriale
Le schéma de cohérence territoriale (SCOT) peutifpé des objectifs dans le
domaine des risques. Outil privilégié de la plagafion intercommunale, il se situe a la bonne
échelle pour définir des principes d’équilibre enties diverses occupations du sol, par rapport a
des contraintes identifiées d’écoulement ou dequtiin des lieux habités.

L'article 2 de la directive ERU définit I'agglomation comme une «zone dans laquelle la populatidaueles activités
économiques sont suffisamment concentrées poulr gpitipossible de collecter les eaux urbainesduésires pour les acheminer
vers un systéme de traitement des eaux usées poiohde rejet final».
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1.2.2.2 Le plan local d’urbanisme

Le plan local d’'urbanisme (PLU) doit étre compatilalvec le SCOT et doit, en matiere
de prévention des risques, transcrire les documefitaposant aux communes (plan de
prévention des risques, projet d’'intérét généralpeut édicter des mesures particulieres liées a
la maitrise des ruissellements et des risques ddation, notamment lorsqu’il reprend des
dispositions issues d’études de zonage d’assamisseétablies conformément au code général
des collectivités territoriales (art. L.2224-10)u Aiveau de la Communauté urbaine de Lyon
(Grand Lyon), le PLU reprend les mémes objectife ureglement d’assainissement.

1.2.2.3 Les réglements d’assainissement

Le réglement de service définit le cadre des refeti existantes entre le service
d’'assainissement et les usagers. Il rappelle letecoa I€égal et réglementaire et fixe les
obligations de la collectivité et des usagers amse les modalités d’exercice du service. Ce
reglement fixe ainsi les modalités de gestion desixepluviales sur son territoire de
compétences.

Sur le territoire du Grand Lyon s'applique un ragént dont le but est bien de
« définir les conditions et modalités du déversetnues eaux usées et pluviales dans les réseaux
d'assainissement communautaires. ». Le texte miférensacre un chapitre entier (n°5) aux
eaux pluviales. Il comporte deux articles (22 e} &Bpulant ainsi que « la collectivité n’a pas
d’obligation de collecte des eaux pluviales issdes propriétés privées. Le principe de gestion
des eaux pluviales est le rejet au milieu natusett plus loin on peut encore lire : « Ce rejet au
milieu naturel peut s’effectuer par infiltration rale sol ou par écoulement dans des eaux
superficielles. Dans tous les cas, vous devrezemtier des solutions limitant les quantités
d’eaux de ruissellement ainsi que leur pollution. »

La communauté urbaine en charge de l'assainisserassdie donc de limiter au
maximum les rejets d’eaux pluviales dans le résepour privilégier une gestion «a la
parcelle ».

1.2.2.4 Le zonage d'assainissement pluvial

Le zonage d’assainissement pluvial est élaboréuparcommune ou un groupement de
communes, sur leur territoire. Il a pour but dewvemrér les effets de I'urbanisation et du
ruissellement des eaux pluviales sur les systérassainissement et sur les milieux récepteurs.
Il délimite :

* les zones ou des mesures doivent étre prises puited I'imperméabilisation des sols
et pour assurer la maitrise du débit et de I'écmelet des eaux pluviales et de
ruissellement ;

* les zones ou il est nécessaire de prévoir desliastms pour assurer la collecte, le
stockage éventuel et si besoin, le traitement dasx @luviales et de ruissellement,
lorsque la pollution qu’elles apportent au milieguatique risque de nuire gravement a
I'efficacité des dispositifs d’assainissement.

Le zonage pluvial est une phase essentielle daglabbration d'une stratégie de
gestion des eaux pluviales. Il permet d’intervetdnt au niveau de la zone urbaine déja
desservie par un réseau collectif que sur 'urbetios future, et méme les zones agricoles. De
plus, il favorise l'intercommunalité.
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1.2.2.5 Le code général des collectivités territoriale : la taxe pluviale

Compte tenu de l'impact des eaux pluviales surviemnement, il a été décidé
d’inscrire dans la LEMA (cf. ci-avant) I'instaurati d’'une taxe pluviale. Il aura toutefois fallu
attendre plus de cing ans pour qu’elle devienneatiffe, avec la publication du décret du 6
juillet 2011.

Ce décret ouvre la voie a la création d’'un seryablic de gestion des eaux pluviales
et permet d’instaurer, pour son financement, unxe ui sera prélevée auprés des propriétaires
publics ou privés d’un terrain ou d’'une voirie, dame zone urbaine ou a urbaniser. La taxe est
assise sur la superficie cadastrale des terraiossque ces terrains ne sont pas répertoriés au
cadastre, la superficie prise en compte est évglaééa commune ou le groupement qui institue
la taxe. Lorsque le terrain assujetti a la taxe porte une partie non imperméabilisée, la
superficie de cette partie, déclarée par le propiié dans les conditions prévues a l'article L.
2333-98-1, est déduite de l'assiette de la taxe.

Le produit de la taxe est exclusivement affectéaactéation, a I'exploitation, au
renouvellement, a l'extension des installations gstion des eaux pluviales urbaines, a
I'entretien de ces ouvrages ainsi qu'au contrésedikpositifs évitant ou limitant le déversement
de ces eaux dans les ouvrages publics. Un étatxanae compte administratif retrace les
recettes procurées par cette taxe et leur emploi.

1.2.2.6 Le Plan de Prévention des Risques Naturels pour les
inondations
Il établit la cartographie précise des secteursesptibles d’'étre inondés ou qui ont
déja été inondés. Son volet réglementaire édicsenuesures pour :

* limiter ou interdire la construction de nouveauxiin@nts ;

* limiter les conséquences de nouvelles impermeéalitins et obliger les
propriétaires a stocker les eaux de pluie sur Iparselles pour des pluies trés
exceptionnelles (période de retour de 100 ans au tes 20 ou 30 ans
demandés habituellement).

1.3 Les solutions techniques modernes
Parallelement & I'évolution de la réglementatioes dolutions techniques ont vu le
jour afin de limiter les impacts des eaux pluviadé@smilieu urbain.

1.3.1 Les techniques traditionnelles

Développé il y a plus d’'un siecle dans les centrdmins, le réseau d’assainissement
ne peut accepter toutes les eaux de pluie. Lor¢ggidlux sont trop importants, a I'occasion
d’orages violents, les égouts se mettent en chatg@énissent par déborder sur la chaussée,
inondant routes et habitations. Les stations d'apan n’apportent aucune solution a ces
problémes car elles ont été concues a l'originerpgoaiter les eaux résiduaires et non pour
évacuer les eaux de pluies. Elles ne sont d'aillepas prévues pour recevoir de grosses
guantités d’eau et traitent plus difficilement l@€taux lourds et autres contaminants présents
(cf. chapitre 2). Aussi, pour éviter de noyer latitn d’épuration, I'ancien exutoire permettant
le rejet direct au milieu naturel fut conservé, teEux ouvrages étant mis en relation par des
dispositifs variés destinés a réguler autant qussibbe le débit transitant dans le nouveau
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collecteur. La notion de déversoir d'orage (DO)t falors introduite dans les réseaux
d’assainissement. Ce sont les ouvrages les pluglaaret les plus anciens de gestion des eaux
pluviales. Congus a l'origine comme de simples tégurs de débit, ils déclenchaient le
déversement dés que le débit incident dépassaib 3ads le débit moyen de temps sec. Cette
regle était fondée sur I'idée que seule les eadesigtaient polluées ce qui n’est pas le cas (cf.
chapitre 2). En 2004, on dénombrait 33 400 dévessdiorage pour 98 000 km de réseau
unitaire (Institut francais de I'environnement, 300 Ils tendent actuellement a prendre en
compte le risque pour I'environnement pour devedés ouvrages de dépollution (déversoirs
latéraux a seuil double, déversoirs a seuil haud ehambre tranquillisante, ...) mais ce type
d’ouvrage est encore rare. Aussi, par temps deephg sont toujours de grandes quantités d’'un
mélange d’eaux usées et d’eaux pluviales qui serdéwnt dans le milieu naturel, cours d’eau ou
milieu marin dans les communes littorales.

1.3.2 Les techniques alternatives

Les problemes chroniques d’'inondation et de pahtiengendrés par les eaux
pluviales en réseau unitaire ont persisté malgrégriésence de déversoirs d'orage. Ceci a
conduit a I'idée d'une séparation compléete, surbassins versants, des eaux pluviales et des
eaux usées qui devront étre désormais transpopiEredeux canalisations différentes. En 2004,
on dénombrait 295 000 km de réseau séparatif (@@t000 km pour les eaux usées) sur
20 580 communes, (Institut francgais de I'environeai 2008). Deux arguments sont avances :
il faut traiter les eaux usées par une station uképon avant rejet dans le milieu naturel, et il
n'est pas possible de traiter les eaux pluvialest des volumes peuvent étre colossaux et dont
on sous-estime la charge polluante.

La théorie de ce systeme, nommé systéme sépaeatifsimple : des canalisations
d’eaux usées sont construites sous les rues afidedservir les habitations avec un diametre
bien inférieur aux canalisations unitaires histagg. En revanche, on s’efforce d’évacuer les
eaux pluviales le plus possible par récolte dessmllements superficiels en ne construisant des
collecteurs que sur de petites distances, justatdeamilieu naturel.

Les techniques alternatives permettent de contoueseinconvénients liés a la gestion
traditionnelle des eaux pluviales. Elles consistembllecter les eaux de pluie, les stocker, puis
les restituer de facon différée et régulée.

Cette stratégie de maitrise des débits fait appde@x types de solutions souvent
complémentaires :

e une premiere possibilité est de répartir judicienset, sur le réseau de collecte, des
ouvrages de stockage ;

e une autre possibilité, qui peut s’avérer plus écnigoie, se situe encore plus en amont,
en intégrant cette préoccupation au cceur des améregs urbains. Un certain nombre
de collectivités la pratiquent déja et ont impose& dotisseurs publics et privés le
stockage des eaux de pluie.

Les techniques alternatives peuvent étre misesemeod des échelles trés variables :
parcelle, commune, groupement de communes, bagssant. Elles font partie du panel de
solutions techniques pouvant étre proposées palufzart des outils vus précédemment (zonage

Yannis Ferro — Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
34



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique - La gestion des eaux pluviales en ville

pluvial, PPR, syndicats de bassins versants, ...J pgduire les problemes rencontrés lors de la
gestion traditionnelle et historique des EP.

Ces techniques ont pour point commun d’assurerstfoinctions principales : la
collecte, le stockage temporairesitu (gestion a la parcelle) et la restitution difféeterégulée
des eaux de pluie.

* Collecte des eaux de pluies: Les eaux pluviale® secueillies soit directement par
infiltration au travers de revétements de sol safftment perméables, soit aprés
ruissellement, par des avaloirs raccordés au régede stockage.

e Stockage temporaire : différentes formes de stoelsant possibles a I'aval de la zone
de ruissellement :

- en volume vide (réservoirs de stockage) : I'eaulextdée est stockée dans des

bassins de rétention, dont la configuration dépamils caractéristiques du site ;

- en volume partiellement vide (structures réseryoirteau est stockée dans des

matériaux poreux ayant des propriétés hydrauligiesécaniques suffisantes.

» Restitution différée et régulée des eaux de pldiécoulement des volumes stockés se
fait soit & débit régulé, dans le réseau aval, ayen d’'un ouvrage de régulation, soit
directement dans la nappe par infiltration dansdes-sol. On recherchera autant que
possible a restituer les eaux de pluie au milieturedh au plus prés des lieux de
production et le plus ponctuellement possible, afien favoriser la dispersion et non
pas la concentration.

Les principaux ouvrages utilisés pour les technsqaiéernatives sont :
» Les réservoirs de stockage : bassins en eau aoawdrt, bassins sec a ciel ouvert,
bassins couverts en béton, noues ;
» Les structures réservoirs : chaussées et parkingstricture réservoir, tranchées
drainantes, toitures terrasses, puits d’infiltratio

C’est la combinaison de tous ces aménagementsrégéqgui permet I'efficacité du
dispositif global des techniques alternatives. €elli sont séduisantes du point de vue financier
avec un gain constaté sur les dépenses d’aménagemen

Le principe de fonctionnement de ces différentsrages est détaillé ci-aprés.

1.3.2.1 Les bassins

L'eau est collectée par un ouvrage d’arrivée, séeckans le bassin, puis évacuée a
débit régulé soit par un ouvrage vers un exutoieesdrface (bassin de retenue), soit par
infiltration dans le sol (bassin d’infiltration).eLbassin peut étre a ciel ouvert ou enterré (en
béton). Il peut s’agir dans ce dernier cas de Ibassie stockage souterrains de grandes
dimensions, qui s’avérent souvent tres onéreuxteCatatégie n’'est donc pas nécessairement la
plus économique a long terme, mais il arrive qe&eBoit privilégiée compte tenu des
disponibilités fonciéres de I'aménageur. On petgrccomme exemple les ouvrages réalisés par
la Communauté urbaine de Lille dans le quartierLdke-Fives. Entre 2005 et 2011 ont été
réalisés successivement un premier bassin de 2mf0@utemberg) et un second ouvrage
composé de deux bassins circulaires pour une capats 40 000 M I'ensemble de ces

infrastructures étant compléetement enterré et agg&na
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Figure 1: bassins de stockage des eaux pluviales@mstruction a Lille — Fives, image Lille Métropoé

Parmi les bassins de retenue, on distingue ledrizass eau, qui conservent une lame
d’eau en permanence (Figure 2), et les bassins gqatsont vides la majeure partie du temps et
dont la durée d'utilisation est trés courte, dadi® de quelques heures seulement. Les bassins
peuvent étre situés en domaine public, ou on I¢éwibae un autre usage valorisant les espaces
utilisés (terrain de sport, aire de jeu, place..iy(Fe 3).

Figure 2 - bassin de stockage (en permanence en gdes eaux pluviales a Saint Priest (Pore des Alpe
image Grand Lyon
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Figure 3: bassin de stockage (sec) des eaux plueisla Saint Priest (Minerve), photographie personnigl

1.3.2.2 Les noues

Une noue est un fossé large et peu profond, préstmtes rives en pente douce. Sa
fonction essentielle est de stocker un volume irtgdrde pluie (décennal par exemple), mais
elle peut servir aussi a écouler un épisode plus (@ntennal). Le stockage et I'écoulement de
I'’eau se font a I'air libre. La collecte est ré&ks soit par canalisations, soit directement apres
ruissellement sur les surfaces adjacentes (réctipgrdes eaux de toiture et de chaussée, par
exemple).

L'’eau est évacuée vers un exutoire (réseau, puitai ebassin de rétention) ou par
infiltration. Les noues, compte tenu de leur intép@dysager et de leur emprise au sol, se
rencontrent souvent a l'intérieur des lotissemeantselles délimitent deux terrains mitoyens et
servent d’espaces de jeux et de loisirs pour |dands. Elles peuvent aussi servir de support a
des chemins piétonniers.

Stockage pendant
la pluie

Eau apportée par
des canalisations

Eau ruisselant
sur le sol

Infiltration directe cu par drain.
Sil'infiltration est impossible, Bordure basse
le rejet va vers un exutoire via le drain

Figure 4: coupe d'une noue (Grand-Lyon, 2008)
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1.3.2.3 Les chaussées a structure réservoir
Une chaussée a structure réservoir, outre sond@leirculation ou de parking, répond
a la fonction purement hydraulique de réservoirtt€éonction de rétention d’eau, commune a
toutes les solutions compensatoires, se fait aéltiaur du corps de la chaussée, dans les vides
des matériaux. Elle nécessite la collecte et I'é@ation de I'eau, chacune pouvant se faire de
deux maniéres.
* Lacollecte peut se faire :
- soit localement par un systéme d’avaloirs et déndrgui conduisent I'eau dans
le corps de chaussée ;
- soit par infiltration répartie a travers un revéahdrainant en surface (enrobé
drainant ou pavé poreux). Il convient donc de dugtier la structure réservoir et
I’enrobé drainant. Des structures réservoirs sam®he@ drainant peuvent étre
mises en ceuvre.
e L’évacuation peut se faire :
- vers un exutoire prédéfini (réseau d’eau pluviale)
- parinfiltration dans le sol support.

(2 m & conserver avec le hant de la nappe)

Figure 5: coupe d'une chaussée a structure réservdiGrand-Lyon, 2008)

1.3.2.4 Les toitures stockantes
L'eau de pluie est stockée provisoirement sur li¢, ®ur quelques centimétres, par
I'intermédiaire d’'un parapet en pourtour de toitutdne partie est absorbée ou s’évapore
(notamment dans le cas de toitures végétaliséegutrie est évacuée par un dispositif de
vidange assurant la régulation des débits.

Support de croissance

Membrane filtrante
T

- o
Couche de drainage

Barriére contre
les racines

% Couche imperméable
Toit
Figure 6: coupe d'un toit végétalisé (Grand-Lyon, Q08)
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Résumé du chapitre 1

Depuis I'Antiquité, les eaux pluviales entrainem eone urbaine inondations
pollutions. Pour résoudre ces deux problemes majquolitiques et ingénieurs ont travaillé
paralléle pour cadrer les usages et le parcout®de en ville.

Toutefois, avec l'urbanisation croissante et I'impéabilisation des surfaces, ¢

et
S

es

textes réglementaires et ces ouvrages techniqdesit-la portée était limitée - ont rapidement

été insuffisant pour lutter contre ces problemesestC pourquoi aujourd’hui a I'échell

e

européenne, de nouvelles directives ambitieuseswig jour, associées a des modes de gestion

plus respectueux du cycle de I'eau. Leur finaliténé & moyen terme de recouvrer un bon
écologique et chimique des masses d’eaux.
Deux défis s’offrent a nous :

- Quantifier les pollutions et leurs impacts gérsépar les ouvrages traditionnels qui

représentent encore des sources importantes danweis sur les écosystémes récepteurs ;

ptat

- Evaluer les impacts potentiels des rejets isses duvrages faisant appels gux
techniques alternatives. En effet ces derniéres fie séduisantes n’offrent pas le méme recul

en terme de connaissance que les techniques tmawldiles.
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2 Caractéristiques physicochimiques des RUTP

Il s’agit ici de faire un bilan des principaux cantinants potentiellement présents dans
les RUTP ainsi que de leurs origines et modes atesferts.

2.1 0rigine des contaminants

2.1.1 L’'atmosphére

L'eau de pluie ne tombe pas a I'état pur, en eféetpollution atmosphérique est
indispensable a la formation des gouttes de plRans la présence d'aérosols les gouttelettes
d’eau n’atteindraient pas une masse critique p@inore I'agitation moléculaire et tomber au
sol. De maniére naturelle I'eau de pluie est dampure. Avant I'ere industrielle les causes
d’alimentation de I'air en aérosols étaient priradgment le volcanisme, les incendies et le vent
(Chocat, 1997).

Néanmoins, depuis la révolution industrielle du XI4ui s’est accompagné de la
combustion massive de matieres organiques fossilesnombreux polluants sont venus se
concentrer dans I'atmosphére. De nos jours lesdgr@metteurs de polluants sont le transport
routier, la transformation d’énergie, le résidelitetiaire/artisanat et I'agriculture. Les
polluants les plus présents dans I'atmosphere Emtoxydes d’azote (N, les oxydes de
soufre (SQ), les composés organiques volatiles (COV), les rbgarbures aromatiques
polycycliques (HAP), le monoxyde d’azote (CO), lparticules de taille inférieur a 10 pm
(PMyg), 'ozone (Q), le plomb (Pb), le benzene, le toluéne (AASQA-R&®AIpes, 2010). De
facon globale, on considére en milieu urbain quepelluants de I'air contribuent & hauteur de
15% a 25% de la pollution présente dans les eauxiideellement. Cette proportion peut méme
étre plus forte pour certains polluants comme léménts traces métalliques (Chocat, 1997).

Tableau 2: évolution et origines des émissions deétaux lourds dans I'air en France métropolitaine
durant la période 1990-2010, données (CITEPA, 2012} format SECTEN

Tonnage Répartition en % (en 2010)
1990 1995 2000 2005 2010 |Energie Industrie "eSdentiel L port
tertiaire
Arsenic (As) 16 15,8 13,8 9,9 5,9 21 53 26 0
Cadmium (Cd) 20,6 18 14,1 6,2 2,9 14 65 8 13
Chrome (Cr) 390 187 101 41 25 13 53 31 3
Cuivre (Cu) 236 237 232 227 224 1 5 2 92
Mercure (Hg) 24 19,6 11 6,2 4,2 23 72 5
Nickel (Ni) 293 235 193 140 64 69 22 5 1
Plomb (Pb) 4258 1434 239 125 83 5 68 18
Sélénium (Se) 14,6 14,7 15 14,1 11,6 4 86 10 0
Zinc (Zn) 1999 1184 766 311 239 6 42 20 32
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2.1.2 Les surfaces baties

L'étude présente portant uniguement sur les RUT®Rsm’identifierons uniquement
ici que les sources de pollution urbaine. (Cho&@97) met en évidence 6 sources principales
de pollution générées par les activités urbaines :

Le transport routier : Les véhicules motorisés tibmsnt I'une des sources directes
principales pour un grand nombre de polluants. C'lBs cas en particulier pour les
hydrocarbures, le plomb, le caoutchouc, les oxydlezote et de souffre et différents métaux
provenant de l'usure des pneus (Zn, Cd, Cu), desitgaes de freins (Cu, Zn, Pb), de la
carrosserie et autres pieces métalliques (Pb, @8, pots catalytiques (Pt, Pd). (Davis et al.,
2001) ont estimé que les garnitures de frein preehti en moyenne par kilométre 75 pg de
cuivre, 3 pg de plomb, 89 pg de zinc et 0,5 pg ddndum. Les véhicules constituent
également une source indirecte de pollution viauhe des infrastructures routiéres : ciments et
goudrons des chaussées, constituants du marquagelaen part. Pb). On peut également
signaler les apports de polluants lors de I'en¢y@tihivernal via des fondants chimiques et des
sels de déneigement (NaCl, MgCCacC}) (Durand, 2003).

Tableau 3: sources possibles de pollutions dans lesux de ruissellement de chaussées, d’aprés (Angl

tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

al., 2010)
Freins Pneus Carrosserie Carbu.rz?mt Chaussée , Se.Is de Détritus
et lubrifiant déneigement
cd X
Cr X X
Cu X X X
Fe X X X
Pb X
Ni X X
Zn X X X
Matiere organique X X
Matiere minérale X X X
HAP X X X

L'industrie : La part de I'industrie dans la poilorh des sols urbains est variable. Elle
dépend des types d’installations et de leur situtmapar rapport a la ville. L’origine industrielle
est généralement citée pour les métaux (Pb, Zn, @a)r certains résidus pétroliers ainsi que
pour de nombreux micropolluants organiques (solvaen particulier). Les modes de
dissémination des polluants industriels sont égalenmultiples. Les rejets dans I'atmosphere
représentent probablement le vecteur principalstcégalement celui pour lequel la réduction a
été la plus forte ces derniéres années. Plus défuslus pernicieux sont les rejets dus a des
stockages extérieurs mal protégeés, susceptiblemdage pendant les précipitations.

Les animaux : les déjections des animaux, qu’ilsersto domestiques ou non,
constituent une source de matiére organique ebdeamination bactérienne ou virale.

Les déchets solides : Les déchets solides progaitda ville peuvent contaminer les
eaux de ruissellement de différentes maniéres.lua @vidente est constituée par le rejet direct
ou quasiment direct d’ordures ou de produits diwass les bouches d’égout ou sur les surfaces

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
41



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique - Caractéristiques physicochimiques des RUTP

urbaines (caniveaux, trottoirs, etc.) Les souraed sultiples : rejets volontaires, poubelles non
étanches, nettoyage de places de marché, etc.rbdsits ainsi rejetés sont multiples : matiéres
organiques, plastiques, métaux divers, papiers, etc

Les chantiers et I'érosion des sols : I'’érosion gels en période de temps sec, soit par
I'action du vent, soit par I'action mécanigue demies des veéhicules, constitue une source
importante de MES. Cette pollution est généralemeimeérale et inerte ; elle peut cependant,
dans certains cas contenir des agents actifs (cosumgoudron par exemple). Les masses
accumulées peuvent étre fortement augmentées paésence de chantiers.

La végétation : La végétation est une source ingmtet de matiéres carbonées, plus ou
moins facilement biodégradable. Elle est égalendehorigine indirecte d’apport d’azote et de
phosphate (engrais), ainsi que de produits orgdno&h (pesticides, herbicides). Les apports de
ce type ne sont bien évidemment pas uniquementgih@ urbaine. Cependant la ville et le
comportement des usagers sont susceptibles dei¢gseater fortement :

* d'une part parce que les doses de produits phyitasess utilisées en ville sont
extrémement importantes rapportées a la biomagp&taié ;

+ d’autre part parce que I'imperméabilisation desgmiovoque I'entrainement direct des
débris végétaux lors des pluies alors que dansztges rurales ou naturelles ces
derniers se décomposent le plus souvent a la sudacsol.

2.1.3 Le réseau d’assainissement

Les dépbts dans le systéme réseau ont été largemetiés depuis les années 1990. En
effet ils jouent un réle important en tant que s®ude pollution. Dans le Tableau 4 et le
Tableau 5 ci-dessous, on se rend compte que celiigipn peut représenter plus de 20 % de la
pollution totale contenue dans les rejets urbaarstemps de pluie.

Tableau 4: contribution relative des eaux de ruisdlement, des eaux usées et des dépbts en réseaal a |
pollution des rejets unitaires. d'aprés (Chebbo, 192) * il s'agit de la contribution des dépéts pluvieux
précédents. En réalité, la masse de dépbts augmeptendant chaque événement pluvieux, ce qui contribue diminuer
la part directe des eaux de ruissellement

Eau de ruissellement Eaux usées Dépbts (*) en réseau
MES 50 % 30% 20%
DCO 45 % 35% 20%
DBO; 25% 55 % 20%
Hydrocarbures 50 % 40 % 10%
Plomb 65 % 10% 25%

Tableau 5 : comparaison selon différents auteurs dpourcentage de pollution totale que représentenes
dépdts du réseau par rapport aux RUTP

(Chebbo, 1992) (Bachoc, 1992)  (Krejci et al., 1994) (Gromaire, 1998)

Contribution des

(oA . 20% 30-44 % 59 % 30-80 %
dépobts en réseau
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Les premiéres causes de sédimentation dans leawés®nt connues pour étre des
discontinuités, toutes deux hydrauliques et stmedtes (Chebbo et al., 1995). Les dépdts dans
les canalisations se produisent en général duesnpériodes de temps sec et au moment de la
décélération du flot quand les eaux pluviales Beit de s’écouler. La propension d'un
sédiment a se déposer varie selon la position dénée dans le réseau (c’est-a-dire selon le flot
entrant et le type de solide qui s’y trouve) et dmsactéristiques physiques du conduit
(diamétre, longueur, forme, ...). Le dépét se faitf@mction du champ d’écoulement, la nature
des particules et la concentration en suspensidowepres du lit (Ashley et al., 1992, 2000).
L'importance des effets des flux (qui changentdepient) pour le transport et le dépét dans les
égouts de grande taille a été observée dans dereosds études.

Chocat (1997) fait remarquer que le probleme e$fémtint selon que le systéme
d’assainissement est unitaire ou séparatif. Damsdenier cas, les eaux de ruissellement vont se
mélanger aux eaux usées et le mélange eaux plevéaex usées va se déverser dans le milieu
naturel par les déversoirs d'orage si le débit dewisuffisamment fort. Dans le second cas,
seules les eaux de ruissellement rejoindront léemitécepteur. En pratique, du fait du manque
de rigueur généralement rencontré dans la sépardde eaux, les réseaux strictement séparatifs
sont I'exception (Chocat, 1997).

Dans le cas des réseaux unitaires, deux sourcesligion supplémentaires viennent
s'ajouter a celle des eaux de ruissellement :

» les eaux usées s’écoulant pendant la durée denlgmént pluvieux ;
* les dépbts qui se sont constitués dans le réseadape la période de temps sec
antécédente et qui peuvent étre remis en mouvelnentle la pluie.

On peut lire dans un rapport du sénat (Miquel, 20fde « les polluants métalliques
circulent dans les canalisations et se déposeraetie, tout au long du parcours, exactement
comme les sédiments au fond d'une riviere. Mais @s de fortes précipitations, un
débordement se produit, une partie des sédimehtemss en suspension et se dépose ailleurs —
y compris hors des canalisations — susceptiblesale polluer I'environnement. »

Nous venons de voir que les surfaces urbaines mmefg un grand nombre de
polluants provenant des activités anthropiques.dieymaintenant comment ces composeés se
retrouvent dans les eaux de ruissellement.

2.2 Transfert des polluants

Dés que la quantité d’eau précipitée a la surfacesa dépasse quelgques dixiemes de
millimétres, le ruissellement commence. Au ruissmiént sont associés des phénomeénes
d’érosion et d’entrainement de particules ainsi ingdes.

La capacité de la pluie a éroder les sols non tev@&t a mobiliser les polluants
accumulés sur les surfaces imperméables semblendépéde sa granulométrie (taille et énergie
cinétique des gouttes) et de son intensité instei®taur des pas de temps trés courts, I'essentiel
des particules étant arraché sous I'impact direstgbuttes de pluie.

Seules les particules de faible dimension sont eptfisles d’étre entrainées par le
ruissellement. Artieres (1987) définit le schémapditude au transport suivant :
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*  @>2 mm: particules trés peu sollicitées par Issallement ;
*+ 200um< @ < 2 mm: particules difficilement transportges le ruissellement ;
* @ <200um: particules facilement transportées par le rlieseent.

Sable Salt

[ T 1 [T T T 1 I A

Non Dafficilement Facilement

transporte transporte transporté
>4 >4
Charriage Saltation Suspension
L] L T T
5 mm 1 mm 0.1 mm 10 pm

Figure 7: aptitude au transport du sédiment de canieau (Artieres, 1987)

La capacité de la pluie a entrainer les polluantsqj’au systeme souterrain
d’assainissement dépend principalement des débitdlg est capable de générer, en particulier
dans les caniveaux qui contiennent I'essentiel algpdllution déposée pendant la période de
temps sec.

Pour résumer, les deux paramétres pluviométriquiegipaux permettant d’expliquer
les flux de polluants (ou du moins ceux qui sonples souvent cités) sont la hauteur totale
d’eau précipitée pendant la pluie et I'intensitéximsale sur une durée courte (la plupart des
auteurs retiennent des valeurs de l'ordre de 5nairutes, qui correspondent a des données
habituellement disponibles).

2.3 Composition physicochimique des RUTP
Les grandes familles de polluants le plus souveésgntes dans les rejets urbains de
temps de pluie sont ici considérées.

2.3.1 Les nutriments

On regroupe généralement sous le terme de nutrani@msemble des rejets en nitrates
et en phosphates mais certains auteurs y incikgaiement les rejets en potassium.

2.3.1.1 Sources et usages
Les rejets de nutriments dans les milieux aquasqésultent :
» de ruissellements des terrains agricoles amendés ;
» de certains rejets industriels ;
» des rejets d'eaux usées non raccordés au réseassattisssement (mauvais
branchement) ;
» de linsuffisance d’épuration des eaux domestiqusses.

Les phosphates ont la propriété de neutralisertibacdu calcaire. lls sont donc
rajoutés aux détergents pour adoucir I'eau et abt@insi un meilleur lavage. Cependant, leur
utilisation fait I'objet depuis de nombreuses amébune polémique entre producteurs de
lessives et protecteurs de I'environnement. Posirugages domestiques de lavage de linge, les
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phosphates représentaient encore 20 000 tonnes 083 2lans les détergents textiles
domestiques. Les phosphates ont été remplacés par zkolithes dont [I'effet sur

I’environnement est négligeable, mais les phosghatmtinuent a entrer dans la composition
des détergents textiles a usage industriel et dansomposition des détergents pour lave-
vaisselle & hauteur de 20 000 tonnes par an au (staurce : http://www.developpement-

durable.gouv.fr).

En France, la présence de nitrates dans les eantineatales provient & 66 % de
I'agriculture, suite a I'épandage de doses massidemgrais azotés et de lisier (effluents
d’élevage), les zones les plus atteintes étantplames alluviales qui récoltent les eaux des
grands bassins versants et sont des lieux prividiagriculture intensive. Le reste est issu des
rejets des collectivités locales (22 %) et de listtie (12 %). L'essentiel de cette pollution est
da a la différence entre les apports en nitratass Jorme d’engrais et ce qui est réellement
consommé par les plantes. En France, selon un Hilaministére de I'Agriculture, cet excédent
est passé de 320 000 tonnes en 1995 a 400 000stam&997, les régions les plus touchées
étant la Bretagne, la Champagne-Ardenne, le Cattie Poitou-Charentes et I'lle-de-France.

2.3.1.2 Distribution environnementale

En France, les phosphates rejetés dans I'enviroanenproviennent, a parts
sensiblement égales, de sources agricoles (engriaisylustrielles, de déjections humaines et de
détergents ou lessives phosphatées. En Europe Qigedt, la pollution ponctuelle par les
phosphates est estimée a 3,5 grammes par habitaparejour : 1,2 gramme provient des
excréments humains, et le reste surtout des déterg&n matiere de pollution diffuse, on
estime que 0,5 a 2,5 % du phosphore des engréiséstest entrainé par I'eau, lors du lessivage
des sols cultivés par les eaux de pluie et de dgan

Parmi les composés azotés, le nitrate est le phéocgupant. Les nitrates sont
facilement adsorbés sur les sols en raison derature anionique. L’accumulation de nitrates
dans les sols contribue a son transfert vers lex sauterraines. De nombreuses études ont
rapporté que les eaux pluviales urbaines sontdesprincipaux contributeurs de contamination
en éléments nutritifs des eaux souterraines (Led.e2003; Wakida and Lerner, 2005).

En une trentaine d’années, le taux de nitrates temgvieres bretonnes a ainsi doublé.
Jusqu’aux années 1970, il était de 15 a 20 mg/meyenne. En 2001, un tiers des riviéres
bretonnes avaient un taux de nitrate supérieur @d/.

Or, la réglementation européenne impose :

» depuis 1975, pour les eaux superficielles destiRélessconsommation humaine, un taux
maximum pour les nitrates (50 mg/l pour I'eau das¢i & la consommation humaine) et
pour un certain nombre d’autres substaﬁces

» depuis 1991, aux agriculteurs de mettre en ceuvseadtions pour limiter I'apport de
nitrates d’origine agricof’eafin gue les normes fixées pour les eaux supeifes soient
respectées.

2 Directive n° 75/440/CEE du 16/06/75 concernanfglalité requise des eaux superficielles destinéés @roduction d’eau
alimentaire dans les Etats membres, abrogée dépw2 décembre 2007 par I'article 22 de la Direetivv 2000/60/CE du 23
ctobre 2000 (JOCE n° L 327 du 22 décembre 2000)
Directive « nitrate » : directive 91/676/CEE durGeil du 12 décembre 1991 concernant la protecties eaux contre la
pollution par les nitrates a partir de sources @gds

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
45



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique - Caractéristiques physicochimiques des RUTP

Dans le milieu récepteur en région lyonnaise, maagsicole que la Bretagne, la
pollution par les nitrates est généralisée a t@sscouloirs fluvio-glaciaires, avec des valeurs
qui dépassent localement les valeurs guides de &0 (Gonseil général du Rhone - Service
agriculture et environnement, 2009).

Tableau 6: ordre de grandeur en nutriments dans lesaux pluviales, d'apres (Pitt et al., 2004}onnées
issues du National Stormwater Quality Database (NSKQ). nr = molécule non recherchée

Echantillon Unité NH; NO,+NO; Nt (Kjeldahl) Piot
Résidentiel, USA mg/| 700 0,32 0,6 0,17
Commercial, USA mg/| nr 0,5 0,6 0,11

Industriel, USA mg/| nr 0,5 0,73 0,11
Autoroutier, USA mg/| 1,07 0,28 2 0,25

2.3.1.3 Impacts potentiels sur les milieux aquatiques

Les nutriments sont des éléments nutritifs nécessaiu développement et au maintien
des organismes dans le milieu aquatique. Toutefaisnodification de leur stock dans les
milieux aquatiques par des rejets d'origines digers(cf. ci-dessus) engendre des
dysfonctionnements d’ordre écologique.

Pour certains auteurs, le phosphore peut jouerdle de facteur limitant de la
production végétale, tandis que l'azote sous sanéommmoniacale est plutdét un élément
toxique a doses élevées. Il apparait que, si léxchotre les deux formes d’azote se présente,
I'azote ammoniacal est souvent choisi préférerdimbnt aux nitrates par les macrophytes,
I'assimilation de cette forme de I'azote demandaoins d’énergie a la plante (Carbiener et al.,
1995).

L'effet écologique des eaux pluviales en milieuainbsur les communautés benthiques
a été rapporté par (Pratt et al., 1981). lls onté@é un haut degré de correspondance entre les
sources connues de ruissellement urbain et ontlgogque les perturbations causées sur la
communauté benthique étaient dus au ruissellenrévatinu

Les phosphates sont les principaux responsablefrance et dans le monde, des
phénoménes d’eutrophisation et de dystrophisattoneffet, non toxiques en eux-mémes pour
la vie animale et végétale, ils portent atteintBeavironnement deés lors qu’ils sont en fortes
concentrations : ils deviennent alors de véritaldagrais pour les milieux aquatiques qu'ils
contribuent & enrichir exagérément en matiere agysmn

L'azote se dissout aisément dans les systémes iggeatet se convertit alors en
formes aqueuses : ion nitrate (N ammonium (NH") ou ammoniac (Nk) et selon le pH, ion
nitrite (NO,). Ce sont ces éléments qui ont le plus grand impacles milieux aquatiques car
ils sont directement disponibles et assimilablesIpa organismes simples (Angerville, 2009).
Ces apports supplémentaires en nutriments pouvardiaer des poussées d’eutrophisation qui
se caractérisent par des efflorescences de phytctola (bloom algal) toxiques ou non qui
accaparent I'oxygéne. Cette situation d'anoxie pentrainer une dégradation de la qualité des
milieux aquatiques, une chute de la biodiversitéaeterme la mort de tous les organismes
aquatiques aérobies.

Dans les nappes, les nitrates modifient les comastichimiques d’oxydo-réduction du
milieu et donc la teneur en certains autres élémamt solution. Il se pourrait aussi que
I’écologie de ces milieux souterrains soit affect@actéries, micro-invertébrés souterrains
vivant dans les happes) mais ceci a été peu éjusiggi’ici (Miquel, 2003).
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2.3.2 Eléments traces métalliques

2.3.2.1 Sources et usages

La locution « métaux lourds » est un terme sciaqigment ambigu. Généralement, on
regroupe sous ce terme I'ensemble des métaux desemaslumique supérieur a 6g/&m
Néanmoins, la littérature emploie fréquemment ecentepour désigner de maniere générale un
oligoélément toxique qui a une origine anthropig@ertains métaux toxiques ne sont pas
particulierement « lourds » (par exemple le ziahdis que certains éléments toxiques ne sont
pas des métaux (c’est le cas de I'arsenic quirestétalloide). Ce terme générique désigne donc
indistinctement des métaux et métalloides réputdgquies. Pour ces différentes raisons,
I'appellation « éléments traces métalliques » -ETdM-par extension « éléments traces » est
préférable a celle de métaux lourds (Rollin andau2006).

Les ETM les plus préoccupants (a cause de leucitéxet des volumes émis) sont les
suivants : As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se, Zn (Roldnd Quiot, 2006). Nous ne détaillons pas
les sources spécifiques de ces composés. Le leetequéte d’informations complémentaires
pourra se référer aux travaux de these de (Br&sh)) ou de (Durand, 2003).

2.3.2.2 Distribution environnementale
De par leurs émissions intensives dans I'envirorsv@nmurbain, les ETM sont les
substances les plus répandues dans les RUTP etleam&pots présents dans le réseau. Ces
polluants sont bien connus et la littérature esheien études concernant leur présence et leur
impact potentiel (Davis et al., 2001; Aryal et &010; Bressy, 2010).
Le tableau ci-apres compile les concentrations moge en métaux retrouves dans des
eaux de ruissellement routiéres dans la littéragelon le lieu de prélevement (colonne de

gauche).
Tableau 7: ordre de grandeur de quelques métaux dares eaux pluvialesyr = élément non recherché

tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Echantillon Unité| Cd Cu Zn Pb Références
Urbain, Paris ug/l nr nr 320-620 200-400 (Ranchet et al., 1993)
Urbain, Allemagne ug/l 13 184 954 525 (Xanthopoulos and Hahn, 1993)
Parking, Bordeaux ug/l nr nr nr 7-170 (Balades et al., 1994)
Urbain (site-a), Paris ug/l nr nr 1300 457
(Constant, 1995)
Urbain (site-b), Paris ug/l nr nr 900 535
Voirie commerciale et passante, USA | ug/I nr 43-320 460-15200 31-97 |(Sansalone and Buchberger, 1997)
Urbain, Paris ug/l 10,3-1,8 27-191 246-3839 71-523 (Gromaire et al., 1999)
Urbain et autoroutier, Australie ug/l nr 30-340  15-1850  80-620 (Drapper et al., 2000)
Autoroutier, Nantes ug/l nr  11-146 100-1500 14-190 (Legret, 2001)
Urbain, Paris ug/l | 0,2-1 37-103 327-1661 98-268 (Gromaire et al., 2001)
Autoroutier, Suisse ug/l 4,5 150 500 300 (Boller, 2004)
Autoroutier, Base NSQD, USA ug/l 1 34 200 25 (Pitt et al., 2004)
Urbain, Italie ug/l nr 0,1-53,3 27,7-123,4 6,1-23,3 (Gnecco et al., 2004)
Urbain, Nantes ug/l nr 16 -23 66-350 2,3-18 (Lamprea-Maldonado, 2009)

2.3.2.3 1Impacts potentiels sur les milieux aquatiques
Les ETM sont présents de facon naturelle dans lfenmement, certains atomes étant
indispensables pour le métabolisme des organismieEs composés deviennent polluants
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lorsqu’ils entrainent un effet délétére pour lesoystémes, c'est-a-dire lorsque leur
concentration dans le milieu passe au-dessus dartaio seuil. Les activités anthropiques
engendrent un apport massif de micropolluants damsilieu (cf. ci-dessus).

Les milieux aquatiques sont tres sensibles aux éhésntraces par la coexistence de
deux phénomenes : la bioaccumulafienla biomagnificatio?]

Entre 1994 et 1996 un suivi de la contaminationatti@ue des poissons a été établi
par I’Agence de I'Eau Artois Picardie : les congatibns maximales ont été relevées pour le
zinc sur le canal de Roubaix (38,8 mg/kg) et peucdivre sur la Sensée (1,64 mg/kg).

2.3.3 Pesticides

2.3.3.1 Sources et usages

Le mot pesticide est un terme récent emprunté kadgue anglaise. C’est un terme
générique qui englobe les produits phytopharmaqees et les produits biocides.

Les produits phytopharmaceutiques (ou phytosamitdiisont les produits utilisés en
milieu végétal (agricole et non agricole) pour leéyention, le contréle ou I'élimination
d’organismes vivants jugés indésirables. Il entexisois catégories :

* les herbicides, pour lutter contre les mauvaisebdee;
» les fongicides, pour lutter contre les champignenmoisissures ;
* les insecticides, pour lutter contre les insectes.

Les produits biocides sont les produits destinésiédruire, repousser ou rendre
inoffensifs les organismes nuisibles dans les sestaon agricoles concernant par exemple la
conservation du bois, la désinfection d’objetswefaces en milieu hospitalier et certains usages
domestiques.

Il convient de distinguer substances actives (mdiEx qui produisent ['effet
recherché) des préparations commerciales que &snprloduits phytopharmaceutiques et les
biocides (exemple du Roundup®). L’agriculture fraisg utilise environ 500 substances actives
gui entrent dans la composition de plus de 100@yite commercialisés.

Dans le cadre des suivis sanitaires ou environnéaognle mot générique «pesticide»
est utilisé pour les résidus qui sont retrouvédépendamment de leurs usages initiaux.

En 2008, sur les 78 600 tonnes de pesticides verdu®o ont été utilisés pour des
usages non agricoles (entretien des infrastructtwatéres et ferroviaires, des espaces verts,
des trottoirs, jardinage, traitement des locaux,.Ce sont ces usages qui entrainent une
contamination des eaux pluviales urbaines et gajostent aux pesticides d’'origine agricole
dans les zones périurbaines.

“_a bioaccumulation est définie comme le bilan dectumulation, la distribution et I'élimination de |
substance dans un organisme exposé (air, eaut saueriture). Le facteur de bioconcentration (BCF)
équivaut au rapport de la concentration de la stz chimique mesurée dans l'organisme et sa
concentration dans I'eau a I'état d’équilibre. Laue les constantes de cinétique d’accumulationeet d
dépuration sont disponibles, le BCF peut égalem&mé calculé a partir du rapport de ces deux
constantes (Tissier et al., 2005).

°La biomagnification est I'accumulation et le tramsfde produits chimiques par la chaine alimentaire
(eau=> plancton=> poisson herbivore® poisson carnivore®» homme...) via l'ingestion de nourriture
contaminée, résultant en une augmentation de laerdmation interne de la substance d’autant plusefo
qgue I'organisme est a un niveau élevé de la chatphique (Tissier et al., 2005).
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On peut classer les substances actives les pllisées en 6 grandes catégories (en
gras les substances présentes dans l'annexe X d®Q&, d’apres: http://www.era-
orleans.org/AFIP/ER/Index.htmUniversité d’Orléans - UPR3021 CNRS ICARE) :

Les triazines: Cette famille couvre un grand champ d'utilisatidca plupart sont
utilisés comme herbicides sélectifs. lls peuveme éttilisés seuls ou combinés avec d'autres
composés afin d’augmenter leur efficacité. Ce soes$ inhibiteurs de la photosynthése. lIs
agissent spécifiguement sur le photosystéme le (At Les triazines comptent parmi les plus
anciens herbicides, les recherches sur ces com@pys#d commencé dans les années 50. On
retrouve dans cette catégorie des molécules comatmtine, la cynazine, le prometon, la
prometryn et lssimazineg).

Les organochlorés: Cette famille comprend un grand nombre de com@pahimiques
contenant du chlore et sont associés généralemeatitiitres éléments. lls font partie des
insecticides les plus puissants et les plus effisadOn trouve dans cette famille I'Aldrine,
Endrine, Dieldrine, lIsodrine, DDT,alpha Endosulfan Endosulfan ou en encore le
pentachlorophenol Ils sont trés persistants dans les sols, et seardrent également dans les
tissus biologiques. Beaucoup de composés de cattéllé sont interdits en raison de leur
neurotoxicité.

Les organophosphorés Ces composés constituent une famille d’insedésiagissant
sur I'enzyme  acétylcholinestérase. Ils operent enloguant irréversiblement
I'acétylcholinestérase, essentielle aux transfedsveux chez les insectes, les humains, ainsi
gue chez la plupart des animaux. Les composés opfnsphorés sont rapidement dégradés par
le rayonnement solaire, dans lair, et dans les,sbien que de petites quantités puissent
subsister et se retrouver dans la nourriture etul’ d_e fait qu’ils se dégradent facilement fait de
cette famille une alternative intéressante auxipiests organochlorés persistants. Cependant,
bien que les organophosphorés se dégradent pligeraent, ils sont plus toxiques (en part. a
cause de leur produit de dégradation), ce qui s un risque pour les utilisateurs de ces
composés. Les composés organophosphorés les pluants sont le parathion, le malathion, le
methylparathion, lehlorofenviphos le chlorpyrifos, le diazinon et le dichlorvos.

Les acétamides/amides Les acétamides constituent une classe d’henbscid
freguemment utilisée en usage agricole (environ 780), principalement pour le désherbage
du mais. Les principaux composés appartenant a &attille sont : 'acetochlore,dlachlore,
le dimethenamide, le flufenacet et le metolachl@es substances sont tres peu adsorbées par
les matiéres en suspension et le sédiment. L'atmehlpar exemple se retrouvera donc
principalement en solution. Bien que les donnéesdélgradation soient peu nombreuses et
contrastées (Tissier et al., 2005) , il semble kplachlore soit peu biodégradable (demi-vie de
dégradation estimée a 23 jours en eau de riviére).

Les urées substituées lls inhibent la photosynthése en agissant sppeiment sur le
photosystéme Il (site A). Ces herbicides sont sé#i pour un usage agricole mais également
urbain/domestique en tant que défanant-débrouasaifpour le traitement des allées de parc,
jardin et trottoir. On trouve dans cette catégodes molécules comme I®iuron,
I"Isoproturon, le linuron, le metobrumon, le monolinuron, lewidn et le tebuthiuron.

Les dinitroanilines : Ce sont des inhibiteurs de la formation des atidoules. lls sont
utilisés en tant gu’herbicide pour les dicotylédeorat graminées lors de la culture de colza,
soja, tournesol, choux, arbres et arbustes d’ormérae des plantes a parfum, aromatiques et
meédicinales (INERIS, 2007). On peut citerTlgfluraline , le pendimethaline et I'ethalfluraline.
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2.3.3.2 Distribution Environnementale

Les rejets sont générés par trois principaux tygesteurs : les agriculteurs, les
particuliers et les services techniques (espaces pelblics, voiries et voies ferrées). Les rejets
sont donc multiples et répartis sur I'ensemble ehitioire national. Selon (Miquel, 2003) il est
vraisemblable que les utilisateurs urbains (paliécs et services techniques) surdosent les
épandages de pesticides. La plus forte présenceudaces imperméables en milieu urbain,
ainsi que l'importance du drainage direct sansltiafiion dans le sol accroit le risque de
ruissellement des pesticides.

Apres applications, les pesticides arrivent sursiels ou ils sont soumis a un ensemble
de mécanismes conditionnant leur devenir et legpalision vers les autres compartiments de
I'environnement. Ces processus peuvent étre bigleg ou abiotiques et concernent leur
transformation (métabolismpar les microorganismes, photolyse, catalyse.ely Irétention
(absorption par les végétaux ou la microflore dij &0 d'un certains nombres de processus
physico-chimiques conduisant a la création de diass plus ou moins réversibles, entre le
pesticides et les constituants du sol) et leur dpant (par les végétaux ou par la flore, par
lixiviation, lessivage ou ruissellement ce qui peuconduire a la contamination des eaux de
drainage, des eaux de surfaces ou des nappes iges)t informations tirées de I'observatoire
des résidus de pesticides (http://www.observatpisticides.gouv.fr/).

Le service statistique du ministére de I’'Ecologie du Développement durable
(anciennement Institut Francais de I'Environnemegglise depuis 1998 une synthése annuelle
des données concernant la contamination des eauxepapesticides, grace aux actions de
contréle et de surveillance réalisées par les sesvide I'Etat, les organismes publics et les
collectivités locales.

En 2010, des pesticides ont été détectés au moiedais dans 91 % des 2340 points
de mesure de la qualité des cours d’eau. Plus deeficides différents sont décelés sur 13 %
des points de mesure, principalement situés enopéle : dans le bassin parisien, en amont du
Rhéne et dans le nord de la France. Dans les eautersaines, des pesticides ont été décelés en
2010 sur 63 % des points de mesure en France nuditcipe (1878 points). Les points avec
plus de 5 pesticides se situent principalement ertiigue, au nord-est du bassin parisien,
dans le couloir rhodanien, et secondairement, @udeuPoitou-Charentes. Les teneurs mesurées
sont parfois trés faibles et ont dans ces cas fiaaidence sur la qualité des eaux. Cependant,
ces mesures démontrent de maniére claire unerdispetrés importante des pesticides et une
présence généralisée dans les milieux aquatiques.

Tableau 8: ordre de grandeur de quelques pesticidestrouvés dans les eaux pluviales en milieu urbajn
valeurs minimales et maximales

Echantillon | Unité | Glyphosate AMPA Diuron Métaldéhyde Isoproturon | Référence

. pg/ <-1,92 <-1,47 0,03-1,75 <-0,58 <-0,14 (Zgheib, 2009)
Zone urbaine

dense, Paris | o/l | 011058 01402 004008  0,29-0,38 0,05 |(Bressy, 2010)
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2.3.3.3 Impacts potentiels sur les milieux aquatiques

C'est le manque de sélectivité des pesticides wis-ale leur cible qui provoque la
plupart des effets nocifs pour I'environnement. laasmaux absorbent les pesticides via la
nourriture ou l'eau d'alimentation, via I'air regpou au travers de leur peau ou de leur cuticule.
Ayant franchi diverses barriéres, le toxique peaster stocker sans produire d’effet ou atteindre
des sites spécifiques du métabolisme (Van der W&96).

Des études ont été menées pour quantifier 'impmkectdifférents pesticides sur les
especes aquatiques. Ceux-ci peuvent provoquer égétslimportants dans la faune aquatique,
les mortalités de poissons étant les plus speaaesl (Pimentel et al., 1993) estiment qu'entre
1977 et 1987, aux Etats-Unis, 6 & 14 millions disgans sont morts, chaque année, a cause des
pesticides.

Les bioessais de toxicité aquatique menées sultpees (Stachowski-haberkorn et al.,
2008), les crustacés (daphnies) (Villarroel et 2DP3) et les poissons (Palma et al., 2008),
mettent en évidence une toxicité importante desemdes testées, méme a des concentrations
proches des valeurs seuils fixées par les normequddité environnementale. De nombreux
organismes nationaux et internationaux procéddi@valuation de la toxicité des pesticides ou
synthétisent I'information disponible (études exp®ntales et épidémiologiques) sous forme
de monographies. On dispose ainsi de données stoxieité aquatique pour la plupart des
matiéres actives. On peut citer ainsi les basedod@ées suivantes:

AGRITOX (gérée par 'ANSES)
IRIS (gérée par 'TUSEPA)
» e-phy (gérée par le ministére de I’Agriculture)

2.3.4 Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

C’est un vaste groupe de chaines polycarbonnékesitales hydrocarbures aliphatiques
simples aux hydrocarbures aromatiques polycycliq@es derniers sont majoritaires dans les
RUTP. Ce sont des composés organiques constitess|ype uniguement d’atomes de carbone et
d’hydrogéne et comportant au minimum deux noyaumzBaiques fusionnés. Il existe plus de
100 HAP différents et ceux-ci se rencontrent comm#&ganges complexes de plusieurs identités
et non comme composes isolés. Le plus simple deR Eg#t le naphtalene (deux cycles) et le
plus complexe est le coronéne (sept cycles).

2.3.4.1 Sources et usages

Les HAP sont formés durant la pyrolyse ou la contlbnsincompléte de charbon, de
produits pétroliers (essence, diesel, kérosenehalsy brai de goudron...), de gaz, de bois,
d’'ordures ménagéres ou d’autres substances orgagligamme le tabac, la viande cuite au
barbecue... lls peuvent donc provenir de sourcesrels et d'activités anthropiques. Les
HAP se trouve principalement dans le goudron, laosote et d'autres produits similaires
utilisés comme biocides pour protéger et présedes matériaux (bois notamment). Ills sont
également présents dans des huiles de dilutioiségié pour la production de pneumatiques.
Des composés HAP sont également inclus dans I'digpaadans de nombreux autres dérivés de
combustibles fossiles. En ville, la premiere soutémission d’HAP est logiguement la
circulation automobile avec sa combustion de mat@rganique fossile. Les HAP se retrouvent
dans les eaux de ruissellement par lessivage démces anthropisées (cf. partie.2.2).
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2.3.4.2 Distribution Environnementale

La solubilité des HAP dans l'eau est de trés faiblenodérée pour les HAP dits
« lourds ». Les HAP sont fortement adsorbés surstdiments avec des Kbde I'ordre de
6*10°. De nombreuses recherches ont étudié le compontedes HAP dans les eaux pluviales
(par exemple (Hwang and Foster, 2006)). Elles oanhtré que le pourcentage de HAP totaux
liés aux particules variait de 70 a 95 %. De plas,HAP s’adsorbent préférentiellement sur des
particules de petite taille, de I'ordre de 100 pum.

Thorton et al. (2001) ont mesuré des concentrations en HAP, l&da circulation
automobile, dans des eaux de ruissellement urbadeeBordre de 2 & 3 mg/l. lls ont également
cherché a estimer les teneurs en HAP dans les d&fasgainissement urbaines. lls donnent pour
la France des teneurs de I'ordre de 0,05 a Qgfpour les eaux en entrée de station et de 0,02
a 0,09ug/l pour les eaux en sortie. D’autres auteurs omdié les concentrations en HAP dans
plusieurs stations d’épuration des eaux de la régiarisienne entre 1998 et 1999. La présence
de HAP semble étre majoritairement due aux ruiessdints d’'eaux urbaines (elles-mémes
chargées en HAP suite aux dépots polluants desuils sur la chaussée) plutdt qu'aux dépobts
atmosphériques (Blanchard et al., 2001). Le Tablaassemble quelques résultats d’études sur
les HAP dans les eaux de ruissellement.

Tableau 9: ordre de grandeur de la contamination etHAP des eaux pluviales selon le site de prélévenien

Echantillon Unité HAP Références
Urbain, Allemagne ug/l 2-15 (Xanthopoulos and Hahn, 1993)
Résidentiel, Suisse ug/l 0,59-5 (Rossi, 1998)
Urbain dense, Columbia, USA ug/l 0,4-16 (Ngabe et al., 2000)
Urbain, Pologne ug/l 1,5-2,7 (Grynkiewicz, 2003)
Rue, USA ug/l 0,03-7,8 (Stein et al., 2006)
Périurbain et urbain, USA ug/l 1,5-12,5 (Hwang and Foster, 2006) (2 35 HAP)
Urbain, Le Havre ug/l 0,2-16 (Motelay-Massei et al., 2006)
Urbain, Nantes ug/l 0,16 — 20 (Lamprea-Maldonado, 2009)
Urbain, Paris ug/l 0,88-6,5 (Zgheib, 2009)
Urbain, Paris ug/l 3,3-40 (Bressy, 2010)

2.3.4.3 Impacts potentiels sur les milieux aquatiques

Ces composés présentent un large spectre de répdoseologiques, incluant
immunotoxicité, reprotoxicité, perturbation des tgyses endocriniens, génotoxicité et
cancérogeénicité chez la faune aquatique et chemiiHe (Daouk, 2011).

En raison de leur caractére lipophile, les HAP stawulent dans les organismes
vivants, préférentiellement dans les tissus lipi@is, La plupart des organismes ont la capacité
de métaboliser les HAP par action de I'enzyme dytome P450 (Varanasi, 1991; Luch et al.,
2002). Les HAP deviennent toxiques principalemenrsdue les métabolites hydrophiles se
fixent sur les structures cellulaires (protéine®NY. La modification de I’ADN induit alors des
effets cancérigenes et mutagénes (Baird et al.,2R0M@’autre part, les HAP sont
photodégradables, ce qui peut aussi induire unéopdeacité (Gourlay, 2004).

6 C’est le coefficient de partage entre le carborganique du sol et 'eau (L.KJ. C’est le rapport entre la quantité absorbée
d’un composé par unité de poids de carbone organiju sol et la concentration de ce méme composgokrtion agueuse a
I’équilibre. Plus le coefficient Koc est grand, plla substance est « liée » aux particules et mibiastendance a se trouver
dissout dans I'eau, source Ineris (http://www.isdrisiris-pesticides/bdd_siris_pesticides)
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2.3.5 Alkylphénols

Les alkyphénols (AP) sont des substances chimigues-halogénées fabriquées
presque exclusivement pour produire des éthoxylateskylphénol (APE), une famille de
surfactants non-anioniques. Les APE les plus laeggnutilisés dont les éthoxylates de
nonylphénol (NPE) et, dans une moindre mesure étesxylates d’octylphénol (OPE). Dans
I'’environnement, les APE se dégradent en AP, lelsggent persistants, bioaccumulables et
toxiques pour la vie aquatique.

2.3.5.1 Sources et usages

Les NPE sont utilisés comme surfactants, émuldifiamispersants et/ou agents
mouillants dans une grande variété d’applicatioommerciales et industrielles. Des 77 000
tonnes utilisées en Europe de l'ouest, la plus deapart (presque 30 %) était incorporée dans
des produits de nettoyage industriels ou a destinades collectivités (détergents) ; d’autres
usages étaient également significatifs : émulsifigdl %), finition des textiles (10 %), finition
du cuir (7 %), ingrédients de pesticides et aupesduits agricoles (6 %), peintures a I'eau
(5%) (OSPAR Commission, 2001). De plus, la littara indique qu’une proportion
substantielle (16 % soit plus de 12 000 tonnesjt étdlisée dans plusieurs autres « niches
commerciales » (ingrédients de cosmétiques, de pbhangs, et autre produits de soin corporel)
ou ne faisait 'objet d’aucune affectation conndans cette derniére catégorie, se classeraient
les usages comme ingrédients de colles et de msastiais les informations sont tres limitées.
La documentation mentionne également l'usage deévélerde NP comme antioxydants de
certains plastiques (Guenther et al., 2002).

La littérature indique également pour les OPE uamme similaire d’'usages que pour
les NPE, bien que tres peu d’informations fiablegest disponibles pour ce groupe (OSPAR
Commission, 2001). Pour les deux groupes, on tropee de documentation permettant
d’évaluer dans quelle mesure ces usages ont puiéval cours des dernieres années.

2.3.5.2 Distribution Environnementale

Les APE et les AP (particulierement le nonyphénblses dérivés) sont distribués
largement dans les eaux douces et marines et, eicyaer, dans les sédiments ou ces
composés persistants s’accumulent. Du fait de legjets dans les eaux usées, les APE et les
AP sont des composants communs des boues d’épurd¢i® eaux, y compris celles épandues
dans les champs. Les niveaux de contamination feul@e ont fait I'objet de peu de recherches,
méme si la littérature cite des niveaux signifitatiétectés dans des poissons et des oiseaux
aquatiques en aval des sites de production d’APH’mstallations les utilisant. Le NP comme
I’OP sont connus pour s’accumuler dans les tisasspbissons et d’autres organismes vivants,
et suivre un processus de biomagnification danshi@@ine alimentaire. (OSPAR Commission,
2001).

Des travaux récents ont montré l'omniprésence du dd&s toute une variété
d’aliments en Allemagne (Guenther et al., 2002),smas conségquences de cette exposition
pour '’homme restent encore a évaluer. La portée®tconséquences de I'exposition directe
provoquée par leur usage dans les produits de aomabion n’ont pas non plus été beaucoup
étudiées, bien qu’'un rapport récent fasse étatdeédsence de résidus de NP et d’'OP dans des
poussieres domestiques (Butte and Heinzow, 2002).
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Tableau 10: ordre de grandeur en nonylphénol (NP)tesn octylphénol (OP) dans les eaux pluvialesr =
composé non recherché

Echantillon Unité NP oP Références
Urbain dense Paris ug/l 1,5-1,9 0,11-0,21 (Bressy, 2010)
Urbain, résidentiel, Suede pg/ 0,1-1,2 nr (Bjorklund et al., 2009)
Urbain dense Paris ug/ 1,6-9,2 0,11-0,26 (Zgheib, 2009)
Urbain et industriel, Chine pg/ 0,86-7,38 nr (Kueh and Lam, 2008)
Aéroport, USA ug/ 0,98-7,7 nr (Corsi et al., 2006)
Industriel, Angleterre pg/ 1,7-49 nr (Rule et al., 2006)

2.3.5.3 Impacts potentiels sur les milieux aquatiques

Les principaux dangers associés aux APE provienderieur dégradation partielle en
éthoxylates a chaines plus courtes et le retoa foime AP elle-méme, c’est-a-dire le NP et
I'OP qui sont tous deux toxiques pour les organsmaguatiques. L’évaluation des risques
effectuée par I'UE pour le nonylphénol a associ& asages courants des NPE des risques
significatifs pour I'environnement aquatique, leslsset pour les organismes supérieurs par
empoisonnement secondaire (c’est a dire résultant’atcumulation du NP dans la chaine
alimentaire), (OSPAR Commission, 2001). En consitién de I'exposition humaine provoquée
par 'usage des NPE dans les produits de consoramate Comité Scientifique de I'Union
Européenne sur la Toxicité, I'Ecotoxicité et 'Enmnement a conclu que « le manque sérieux
de données mesurées pour le NP en relation avemtaiction et 'utilisation de ce composé et
de ces dérivés rend I'évaluation des expositionfgssionnelles et domestiques incertaines »
(CSTEE, 2001).

Le danger associé aux AP (NP et OP) le plus largemexonnu réside indubitablement
dans leur activité oestrogénique, c’est a dire leapacité a imiter les hormones cestrogenes
naturelles. Cette activité peut altérer le dévetoppnt sexuel de plusieurs organismes vivants,
et provoquer notablement la féminisation des paiss@obling et al., 1995, 1996), un facteur
suspecté d’avoir contribué de facon importante modifications massives du développement
sexuel des poissons dans les rivieres britannigdesling et al., 2002). D'autres travaux ont
décrit les effets directs du NP sur la structurelest fonctions de I’ADN dans la larve de
bernacle, un mécanisme qui pourrait étre resporsdbt effets de perturbations hormonales
observés dans I'ensemble des organismes vivanier(Zdr and Depledge, 2002).

2.4 Composition bactériologique des RUTP
Les rejets urbains de temps de pluie véhiculent wodution bactériologique

importante, qui exige un traitement approprié démstes les zones de baignade, de loisirs
nautiques et de conchyliculture. Les rejets desedsnirs d'orage sont responsables d'une
pollution bactériologique importante car ils pravent de réseaux unitaires (Aalderink et al.,
1990), et leur impact sur le milieu récepteur peuter plusieurs jours (Burm, 1967). Dans les
réseaux pluviaux séparatifs, les sources de conginn sont les déjections des animaux a sang
chaud, et notamment les animaux de compagnie (Eeldet al., 1968; Geldreich and Kenner,
1969; Olivieri et al., 1989; Hart and Waller, 199Bgs autres sources de contamination sont les
mauvais branchements d'eaux usées, la repriseépdasddes avaloirs, les solides des chaussées
et les débris végétaux. En réseaux unitaires, eesces externes s'ajoutent bien évidemment a
la pollution bactériologique des eaux usées (BadrErajewski, 2006).
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Un bilan réalisé sur la période 2003-2007 de lat@mination des eaux en bactéries a
I’échelle de la région parisienne a mis en évidemeeznrichissement global selon un gradient
amont-aval autour de I'agglomération. Cet enrichisent plus marqué en période de pluie peut
étre rapproché d’'une contamination par des RUTPn{@lves et al., 2009). Aussi I'existence
d’un risque sanitaire doit étre prise en considérapar les gestionnaires des espaces urbains.
Des microorganismes tels qie Coli, P. Aeruginosades entérocoques intestinaux ou encore
des salmonelles, ont été identifiés dans différbatssins de rétention d’eaux pluviales urbaines
(Cournoyer and Perrodin, 2009).

Tableau 11: ordres de grandeur de la pollution baériologique des rejets urbains de temps de pluierfe
nombre de cellules pour 100 ml), d’aprés (Bertrand<rajewski, 2006)

Type de réseau Coliformes totaux Coliformes fécaux Streptocoques fécaux
Réseaux séparatifs 10* 5 10’ 10°a 10° 10%a10°
Réseaux unitaires 10° 3 10° 10*a 10° 10° 3 10°

Résumé du chapitre?

Les eaux pluviales se chargent de polluants dasftemation dans I'atmosphere puis,
au fur et a mesure de leur parcours, sur les sesfacbaines et dans le réseau d’assainissement.
Lorsqu’elles regagnent le milieu naturel, elles tbmment 'ensemble des molécules utilisées et
émises par la ville moderne et le bassin versaaindr Les rejets urbains de temps de pluie
représentent une menace pour les écosystemes @uestiqu’ils soient d’eau douce ou marips,
de surface ou souterrains. Les volumes sont telta gtollution souvent importante qu’ils
entrainent des dégradations a la fois physiqueshgsicochimiques ; c’est pour cela que Jes
RUTP sont étudiés de prés par les équipes de refober

Les nombreux travaux menés sur cette thématique dumtc montré la grand
variabilité de ces rejets, en termes de qualitdéeetjuantité. Cette variabilité est de plus spatjale
et temporelle, mettant en lumiére les difficultésupanticiper ce type de pollution et le bespin
d’outils de suivi de la contamination.

)

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
55



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique - Impact écologique des RUTP sur les écosystémes aquatiques

3 Impact écologique des RUTP sur les
eécosystemes aquatiques

Les dégradations et les conséquences qui suivendékersement de RUTP se
manifestent conjointement a I'événement pluvialetmaniére marquée (on parle alors d’effet
de choc) mais d’autre effets, beaucoup plus pegnici se manifestent sur des durées beaucoup
plus importantes (on parle alors d'effets différé€e sont ces dégradations et les impacts
engendrés par les RUTP sur les grandes catégogi@sagdses d’eaux inventoriées dans la DCE
gue nous allons nous attacher a présenter dansapétie.

3.1La notion d’impact

Les études réalisées ces vingt derniéres annéesemmant vers la constatation
commune selon laquelle la caractérisation des RUEBt pas suffisante pour prévoir de fagon
fiable leurs impacts sur la fonctionnalité des §stésmes (Seager and Maltby, 1989; Desbordes
and Hémain, 1990; Borchardt and Sperling, 1997g®aRaoult and Boisson, 2007) . Elle ne
prend en compte ni les effets synergiques dessrejat les organismes aquatiques, ni les
phénomeénes de rémanence des polluants ou de bioatation dans les réseaux trophiques, et
apporte peu d’informations sur la compréhensionlagique des mécanismes en jeu (Walsh,
2000). La simple caractérisation des rejets esplds peu adaptée a I'étude de la pollution
pluviale, compte tenu du caractére intermittent depgts pouvant engendrer des effets
cumulatifs @ moyen et long terme. Ainsi la nécessitétudier I'impact sur le compartiment
biologique a été clairement établie (Ellis et HeitlvJacobsen, 1996) avec la prise en compte
particuliére de l'intégration des processus écajags dans I'évaluation du risque (Admiraal et
al., 2000; Ellis, 2000). Peu de travaux ont tooite®té réalisés dans ce sens (Parent-Raoult and
Boisson, 2007). Les études recensées concernenmilesux d’eaux courantes, lacustres et
marines, les aquiferes ainsi que des milieux &réfs comme les lagunes cétiéres et les bassins
de rétention / infiltration. Elles proposent tr@pproches méthodologiques différentes : études
de laboratoire, de terrain ou une combinaison das<dLes études en laboratoire consistent a
observer, dans certaines conditions (bioessaits tdécotoxicité, expérimentations en canaux
artificiels), la réponse d’'un ou plusieurs organesnexposés a un rejet urbain de temps de pluie
synthétique ou prélevé sur le terrawhple effluent toxicity testing Les études de terrain
examinent généralement la réponse des communautégslaee et permettent d’intégrer la
complexité des systémes naturedstuellement la mise en place de systémes de dlanee
(biocapteurs) sur des sites spécifiques pourraimptire de suivre I'évolution de certains
phénomeénes biologiques; ceci pourrait constitueoutil d’aide a la compréhension de certains
phénoménes (Durrieu et al., 2006).

Nous proposons ici de présenter les travaux réakisée jour sur I'impact écologique
des RUTP en fonction des typologies de masses d’eau

3.2 La notion de masse d’eau
La DCE définit le concept de « masse d’eau » comnité hydrographique (eau de
surface) ou hydrogéologique (eau souterraine) aoitér présentant des caractéristiques assez
homogénes et pour laquelle, on peut définir un mébjectif ». La masse d’eau constitue ainsi
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l'unité spatiale d'évaluation de I'état écologiguehimique d’'un écosystéme. L'atteinte, ou non,
des objectifs de la directive sera appréciée &daahelle de la masse d'eau. Les programmes de
gestion seront élaborés a I'échelle de groupes ales@s d'eau, dans la logique de l'approche
intégrée par bassin versant. Ainsi, une masse ddeésente un caractére homogéne sur le plan
de la géologie, de la morphologie, du régime hyalgajue, de la topographie et de la salinité.

3.3 Impact sur les masses d’eau

3.3.1 Impact sur les cours d’eau

Du fait qu’ils recoivent les déversoirs d'orage, stmt les cours d’eau qui ont donné
lieu au plus grand nombre d’études concernant ldotpdes RUTP. Les atteintes engendrées
restent malgré tout particulierement difficiles wakier du fait que ces écosystémes subissent
déja hors perturbation de grandes variabilités talpes et spatiales. En effet, aprés une forte
crue ou un étiage sévere, la composante physiaoighe connait d’'importantes dilutions ou
concentrations et la population animale et végéfabeirra, pour un temps relativement long, ne
comporter qu’'une fraction de sa densité normale.nizmiere générale, I'impact des rejets sur
les cours d’eau se fait par comparaison entre li@med I'aval du ou des points de rejet; de
facon plus globale, c’est quelquefois la dégradaimont-aval par rapport a la zone urbanisée
qui sera considérée.

3.3.1.1 Effet sur la composante physico-chimique

Les RUPT exercent sur les composantes physiquebistiques des cours d’eau des
modifications a la fois immédiates et différéesr@-Raoult and Boisson, 2007).

Les effets immédiats des RUPT sont nombreux (Buetoal., 2000). Ils provoquent un
changement souvent brutal du régime hydrauliqueaemint des effets érosifs sur les berges
ainsi que la remise en suspension des sédimentpludeles RUTP contribuent & de nombreux
apports tels que :

+ des matiéres en suspension qui augmentent la ftéldd milieu (Gupta and Saul, 1996;
Seidl et al., 1998) ;

+ d’eaux fortement ou totalement désoxygénées, eramdiune chute immédiate du taux
d’oxygene dissous (Hvitved-Jacobsen, 1982; Eveal.e2004) ;

+ de matieres organiques biodégradables, qu’elleenssious forme dissoute, adsorbée ou
particulaire, entrainant également une consommatiapide de I'oxygéne dissous
(Harremoés, 1982; Seidl et al., 1998; Gray, 2004) ;

» dions ammonium, éventuellement transformés en amawm forme chimique toxique
selon le pH (Mullis et al., 1997) ;

» de micropolluants organiques et minéraux (Pittletl®95; Hall et al., 1998; Lee, 2000;
Davis et al., 2001; Borden et al., 2002; Gray, 20®darez and Puertas, 2005) ;

» de bactéries pathogenes (Qureshi, 1979; Seidl €1298; Irvine et al., 2005).

Ces apports a effets immédiats peuvent avoir dességuences catastrophiques
directes sur I'écosystéme, entrainant en particulies mortalités importantes au sein des
biocénoses; on parle alors d’effets de choc.
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Les effets différés sont liés a I'accumulation d#lyants dans les sédiments, on peut
citer I'exemple de la contamination des sédimenisRihdone et de ses affluents par les PCB
(Babut and Miege, 2007; Babut and Dorioz, 2009).

3.3.1.2 Effets sur la biocénose

Les études réalisées portent a la fois sur desnisgees de la colonne d'eau et du
sédiment. Celles conduites directement sur le iterfant appel pour la plupart aux macro-
invertébrés de la zone benthique et hyporéiquec&mui concerne le choix du secteur a
prospecter, (Angerville, 2009) émet I'hypothésel@aistence d’'une zone préférentielle régit
par des conditions adéquates (pente longitudinalecel, débit relativement faible, vitesse
d’écoulement laminaire..) qui favorisent la décéiotades particules contenues dans les RUTP.
Dés lors, les organismes interstitiels seraientosgp a une part importante de la pollution
particulaire apportée par les RUTP. Le choix dezmases d’étude est donc une étape essentielle
dans les études de terrain. Il est toutefois acquis les invertébrés benthiques constituent
d’excellents bio-indicateurs car, inféodés aux selits, ils sont relativement bien exposés aux
effets cumulatifs (Rochfort et al., 2000; Kominkoathal., 2005). Les effets peuvent se traduire
par une diminution de I'abondance et de la divérdiégs communautés d’invertébrés benthiques.
Un gradient longitudinal s’observe généralementaaadl des rejets (Pratt et al.,, 1981; Gray,
2004), avec des changements au niveau des taxonmaats et du développement d’especes
polluto-résistantes (Seager and Abrahams, 1990k Redifications s’amplifient avec les
quantités d’'eau déversées en temps de pluie. Lpadta observés peuvent alors étre durables
du fait de la rémanence des polluants dans le mi(ieratt et al., 1981). Néanmoins, des
périodes de temps secs suffisamment longues peupenmettre la restauration des
communautés (Grapentine et al., 2004).

Les diatomées sessiles constituent également de lpwdicateurs de la pollution
organique générée par les eaux pluviales (Willeneteal., 1990; Newall and Walsh, 2005). En
effet, contrairement a certains macro-invertébr@stiiques, elles n’ont pas la faculté de migrer
(mécanismes de dérive, d’enfouissement, etc.) desshabitats présentant des conditions plus
favorables et moins soumis a l'influence des rejets indices diatomées et macroinvertébrés
ont été utilisés dans le cadre de I'évaluation’oeplact d’un déversoir d’orage sur la Drouette
(cours d’eau périurbain de I'ouest parisien). Lésultats montrent une meilleure sensibilité des
invertébrés avec une baisse sensible de la digeesitaval du déversoir (Rollin et al., 2010).
Des prélévements d’organismes au sein du coursudded permis de mettre en évidence des
atteintes morphologiques amont/aval chez le chine@¢déformation dunentun (Arambourou,
2011).

Par ailleurs, (Gast et al., 1990) ont observé sBrs@es néerlandais, des effets
immeédiats sur le phytoplancton se traduisant pag diminution de la biomasse et de la
diversité, mais parfois suivis & moyen et long tesnpar un bloom algal. De méme, des
augmentations des biomasses algales et bactériemhedé observées au sein de communautés
périphytiques ; I'effet se manifeste rapidementésga fin du rejet du déversoir (4 & 8 heures) et
perdure au moins 6 jours (Parent-Raoult, 2004). REF P ont également un impact direct sur
le métabolisme d’algues phytoplanctoniques, étupla le biais d’activités enzymatiques
estérases et phosphatase alcaline (Durrieu @lQ; Ferro and Durrieu, 2012).
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Il est plus délicat d’établir des relations dosgpbnse avec les poissons car, en raison
de leur mobilité, le temps de contact réel avecslgldstances toxiques est difficile a évaluer
(Burton et al., 2000; La Point and Waller, 2000ueQques études mettent en évidence la
sensibilité des poissons a une chute de concemtra¢h oxygene dissous. Celle-ci peut
provoquer une augmentation de l'activité respin@odes poissons (Seager and Abrahams,
1990), voire méme, lorsque la chute est brutales, cfeocs anoxiques sévéres engendrant des
mortalités (Kreutzberger et al., 1980; Harremoé&a82t Hvitved-Jacobsen, 1982; Schaarup-
Jensen and Hvitved-Jacobsen, 1990). Les poissamsstituent toutefois des modeles
intéressants pour I'étude des phénoménes de bioadation. Des études montrent en effet des
problemes de reproductiotin situ pouvant étre la conséquence directe d'atteintegé&home
(Penders et al., 2012). Aucune étude de génotéxité cependant été rapportée sur I'impact
direct des eaux pluviales sur les populations padeis.

L'impact physiqgue des rejets (augmentation bruthledébit, érosion des berges et du
fond, etc.) et leur répétition, conséquence diratgeleur caractere intermittent, contribuent a
modifier continuellement I’'habitat physique, voiide détruire totalement (Wagner and Geiger,
1996). Cette instabilité est alors susceptible dadifier la composition et I'abondance des
communautés aquatiques en favorisant le maintiele aéveloppement des espéces capables de
supporter de tels changements (Pedersen and Perk@85). Ces résultats confirment de
nouveau que I'habitat et le débit constituent defacteurs écologiques d’'importance
fondamentale pour les communautés aquatiques seamaigx RUTP (Borchardt and Sperling,
1997; Taylor et al., 2004; Kominkova et al., 20@&rent-Raoult and Boisson, 2007). Le degré
d'impact sur les biocénoses est généralement kécavactéristiques du milieu récepteur : plus
le cours d’eau et de petite taille et/ou le débitfaible, plus I'impact est prononcé (Willemsen
et al., 1990). Les différentes études réaliséestranh que les résultats ne permettent pas
toujours de mettre en évidence des effets sigrifgcaCette difficulté est a rapprocher de la
forte variabilité temporelle (Morrisey et al., 200&t spatiale a I'échelle des habitats
échantillonnés (Rochfort et al., 2000; Grapentiheale, 2004). Les caractéristiques du bassin
versant jouent également un rdéle important (Baglet2003; Schiff and Bay, 2003).

Les études en laboratoire étudient la réactiongfinismes inféodés aux cours d’eau
aprés des durées variables d’expositions a diftéeenoncentrations d’eaux pluviales récoltées
au niveau de déversoirs. Au cours de son travathése Angerville (2009) a ainsi réalisé une
série de bioessais monospécifiques pour tenteradectériser la toxicité de RUTP déversés sur
la Chaudane (cours d’eau de I'ouest lyonnais) wissade différents organismes tests. Cette
étude distingue deux phases dans le rejet : unsepkaau » et une phase « particules ». Une
batterie de bioessais a été réalisée sur chacuneesigphases. La fraction eau s’est révélée
toxique pour le crustac€eriodaphnia dubiaalors que la fraction particulaire s’est révélgsst
toxique pour la bactéri¥ibrio fischeri. Des résultats complétement différents ont été alsen
avec d'autres types de bioessais réalisés dans méttne étude (Angerville, 2009).

Il apparait donc important de réaliser un grand limnde campagnes de maniére a
pouvoir réaliser une exploitation mathématique desultats. Ceci peut permettre de dégager
une tendance. On peut citer a titre d’exemple unele statistique menée par Mullet al
(1996) permettant d'établir une relation dose ré&moentre les modifications physico-chimiques
du milieu en aval d'un déversoir d'orage et la mabté de deux espéces d’invertébrés
Gammaruspulexet Asellusaquaticus(Mulliss et al., 1996).
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(Parent-Raoult, 2004) a réalisé des expérimentateoncanaux artificiels pour évaluer
I'impact de RUTP collectés en région lyonnaise, I&srcommunautés périphytiques. Les effets
ont été évalués, en conditions expérimentales angbureusement contrélées, sur les
descripteurs structurels (biomasse totale et ajgadmeur en phéopigments, abondance
bactérienne), physiologiques (intégrité membranaet fonctionnels (activités enzymatiques
extracellulaires : leucine aminopeptidasegaflucosidase). Six campagnes de prélevements ont
été reéaliséesLes résultats obtenus montrent que la masse organast globalement peu
affectée par la présence des rejets, alors gueidmasse algale semble parfois stimulée,
probablement par des teneurs non négligeableslerdssous. Les données des phéopigments,
guand elles sont exploitables, révelent peu de ngpauite aux rejets, la communauté algale
étant peu altérée par les rejets. Les abondancetériennes, augmentent quasiment
systématiquement en présence des rejets. Les ddiwités enzymatiques répondent quant a
elles trés différemment selon les rejets utilisésire méme selon les campagnes utilisant les
mémes rejets. Notons seulement que de maniere @énéfles dénotent une augmentation de la
capacité hydrolytique des biofilms en présence dgets. Les essais réalisés en canaux
artificiels mettent d’autre part en évidence l'imm@nce des facteurs abiotiques (température,
vitesse du courant) sur les réponses biologiquesrvBes sur des invertébrés benthiques tels
gueGammarus pulexBorchardt and Statzner, 1990) ou des biofilmsgittiques soumis a des
rejets simulés de déversoirs d’'orage (Parent-Rag0l4).

3.3.2 Impact sur les plans d'eau de type « lacs »

Dans un lac les pollutions ne s’écoulent pas; ceesy¥stémes accumulent par
conséquent tous les rejets qu’ils recoivent, celgsiirend particulierement sensibles. L'impact
de l'urbanisation sur les lacs a été essentiellen@odié pour le compartiment physico-
chimique. Aucune étudim situ n'a été recensée sur la biocénose. En effet, dansc, il est
impossible de faire une comparaison amont aval erend trés difficile I'interprétation des
phénoménes pouvant étre imputés a la pollutioniplay

3.3.2.1 Effets sur la composante physico-chimique

Il s’agit essentiellement d’effets liés au dépbtdet’accumulation de matieres en
suspension susceptibles de provoquer des phénontaregasement et de colmatage. Des
quantités importantes de matiére organique, deimants (Hatch and Burton, 1999), de
polluants persistants de toutes natures (métausd$plthydrocarbures, pesticides...) sont ainsi
stockés dans les sédiments et accumulés dans &seshalimentaires (Mulliss et al., 1994;
Huntley et al., 1997; lanuzzi et al., 1997). La d&tation de la qualité des grands lacs alpins
(Annecy, Léman, Bourget) dans les années 70 ikubten I'impact de I'urbanisation. En effet
les alpes, ont connu un développement urbain materm dans la derniére partie du®?0
siecle. D'importants programmes de restaurationsébasur I'amélioration des techniques
d’assainissement ont été conduits pour améliorepuiaité de la colonne d’eau des grands lacs
(Monod, 1978; Syndicat intercommunal du lac d’Anyet991). Les polluants restent toutefois
présents dans les sédiments. L'analyse de métaugddale PCB et d'HAP sur des carottages de
sédiments réalisés dans le lac du Bourget permesudee I'évolution de l'urbanisation de son
bassin versant pendant le siecle dernier (Jund),e2@08).
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3.3.2.2 Effets sur la biocénose

On ne peut citer que quelques études réaliséeasbamdtoire qui évaluent la sensibilité
d’espéces lacustres. Des tests de survie a 48 $edrgours et 10 jours ont été menés sur
Daphnia magna Hyalell azteca et Pimephales promelagn présence d'eau pluviale et de
sédiments contaminés. Ils mettent en évidence one fmortalité sur la daphnie (Hatch and
Burton, 1999). D’autres auteurs ont mis en éviddecele important des composés organiques
non polaires, c’est a dire peu hydrosolubles, sumbrtalité de la daphnieC( Dubia: test de
survie a 48h et 96h) (Gersberg et al., 2004).

Il semblerait qu’en milieu lacustre, I'impact sius sévere que sur les cours d’eau du
fait du temps de séjour plus long des polluantss(@a al., 1990) ; Il peut porter sur la globalité
de I'’écosysteme en induisant, dans certains cas,ptifénomenes tels que son eutrophisation
accélérée (Parent-Raoult and Boisson, 2007).

3.3.3 Impact sur les eaux littorales

Le probleme est & peu pres identique a celui des:lpas de comparaison amont-aval.
Il est possible de mettre en évidence des pertiotst notamment dans les zones de transition
ou une diminution de la biodiversité a pu étre obée (Armstrong et al., 1980). La dynamique
des rejets s’apparente a celle des cours d’ealequi€hiculent.

Une étude réalisée sur 78 stations de la cote sud €alifornie met en évidence une
importante prolifération bactérienne dans les eadtéres (Dwight et al., 2012) avec des
impacts sanitaires rapportés.

Comme pour les lacs, des travaux en laboratoire &ét réalisés sur des especes
marines. On peut citer par exemple les travauxSadiff et al., 2002) qui montrent que les eaux
pluviales urbaines n’affectent pas la survie WMysidopsis bahia(crustacé marin), la
concentration en effluent entrainant la mort de %0(CEo) des populations testées étant
supérieure a 100 % (concentration de I'effluentar Rontre, concernan$tongylocentrotus
purpuratus (oursin), les eaux pluviales ont un effet sur éatifisation des ceufs, avec une
réduction de 50 % (Cf5) pour des concentrations en effluents parfoisriefées a 3 % (Bay et
al., 2003). Par ailleurs, les especes réagissemisaoxiques spécifiques, soit les métaux traces
(principalement le zinc) pour l'oursin, et les pestes organophosphorés pour la daphnie
(Schiff et al., 2002). Enfin, des travaux condu@isr les algues marinesPljaeodactylum
tricornutumet Dunaliella tertiolectg de la baie de Banyuls (Languedoc-Roussillon) roig en
évidence une forte perturbation de la croissance’attivités enzymatiques, telles que les
phosphatases et estérases (Durrieu et al., 202lpact de l'urbanisation sur les zones
cotieres semble manifeste et peut s’étaler sudisnes de km2 en aval des estuaires; en effet
les rejets drainant des bassins versants urbas@éseaucoup plus toxiques pour la vie marine
gue ceux provenant de zones peu développées (Baly, 2003). Toutefois, il reste difficile de
faire la part entre I'impact lié a la ville et celprovoqué par des pollutions diffuses d’origine
diverses (agriculture, industrie...)
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3.3.4 Impact sur les eaux souterraines

Des études récentes et tres originales mettenviglerdce I'impact potentiel des eaux
de pluie sur les eaux souterraines par le biasshdessins d’infiltration. Ainsi (Foulquier et al.,
2009, 2011) ont mis en évidence des mécanismes raesféert s’accompagnant d'une
augmentation de la concentration de Carbone Org@nigissous (COD) dans l'aquifere et
d’une diminution de I'Oxygéne Dissous (OD). Il sdetait que ces phénomenes ne soient pas
'unique résultante de phénomeénes abiotiques m&itscsoient associés a une augmentation de
la biomasse microbienne et de sa respiration. Dedifinations sembleraient également se
produire au niveau du compartiment des macroinbeé® On pourrait donc conclure de ces
travaux que l'infiltration des eaux pluviales ddas aquiféres modifie de maniere significative
les interactions trophiques.

3.3.5 Impact sur les eaux artificielles

Nous examinerons ici le cas des bassins de rétentiafiltration d’eaux pluviales.
Nous avons vu précédemment que linfiltration d»eguuviales dans l'aquifere semble en
affecter la biocénose. Quelques études ont étéséem sur les mécanismes d’interactions qui se
produisent a la surface de ces bassins. Ainsi {D&003) a mis en évidence la trés faible
biodiversité en macroinvertébrés a la surface diaasin d’infiltration de I'est lyonnais. Seules
deux especes ont été identifiées: I'oligochEtéubifexet le cyclopoidde. serrulatus Ceci peut
étre rapproché de la faible oxygénation du mili¢daeconcentration importante de diverses
familles de polluants (hydrocarbures, pesticidegtaunx...). Cette étude a également montré
'adaptabilité des espéces présentes, elles soneffat capables de mettre en place des
mécanismes de détoxification, comme l'augmentatitun taux d’excrétion d’ammonium et
accumulation de produits du métabolisme aérobieg faive face a la pénurie en oxygene. Il en
ressort que seuls quelques organismes sont capdéls®adapter sur ces milieux impropres au
développement d’'une biocénose eéquilibrée. Le risgeetoxicologique a été évalué par
(Becouze-Lareure, 2010) en entrée et sortie duithads décantation d’eaux situé juste en
amont du bassin d’infiltration précédemment citée tomportement d’organismes tests
ostracodesHeterocypris incongruenset rotiferes Brachionus calyciflorugsa été étudié pour 3
campagnes d’études. Une variabilité événementeeée mise en évidence avec une diminution
de la mortalité observée pour les 2 premiéres cgmga alors que la 3eme campagne montre
'inverse. Une variabilité spatiale a également @éervée avec une inhibition de la croissance
plus marquée en sortie. On peut donc constaterfaiseencore la variabilité des phénomenes
observés. Toutefois les RUTP semblent avoir unifopact sur la qualité de I'’eau infiltrée.

D’autre part, (Badin et al., 2011) ont égalemenntm® que I'activité de la microflore
de ces bassins semble étre dépendante de leur Byauque. En effet les cycles d’'inondation—
assechement s’'accompagne d'une modification de t&bildé structurale de la couche
sédimentaire qui provoque une modification de fégtion qui pourrait s’accompagner d’un
transfert de matieres organiques et de polluants Naquifere.
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Résumé du chapitre 3

Sur les 5 types de masses d’eaux considérées aiohh Européenne, les RUTP so
susceptibles d’affecter leur qualité, physicochinqgcomme écologique. Les effets les p
présents dans la littérature sont la modificatienlal morphologie du cours d’eau, des débit
de la turbidité. On note aussi des variations dedmposition chimique et des paramét
physiques (conductivité, température, dioxygénesalis, etc.) Ce sont ces perturbations
peuvent avoir un effet délétere sur les espécemntdvdans la masse d’eau considérée.

Les perturbations peuvent provoquer sur les orgaessdes effets a court terme (eff
de choc), souvent marqués, allant jusqu’'a la martceértains individus. Ces perturbatig
peuvent entrainer également des effets a plus lenme (effets différés), beaucoup pl
pernicieux et difficiles & évaluer. Ce sont desetffliés a I'accumulation de nutrimen
(eutrophisation) ou de micropolluants (métaux, jpedes, ...) pouvant aboutir a la dispariti
d’especes polluo-sensibles.

On notera le faible nombre d’études ainsi que lelwmmp d’action limité ayant été

réalisé sur I'impact des RUTP sur les écosystérespteurs.

nt
lus
et
res

qui

U7

2ts

s

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
63



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique - Outils d’évaluation de I'impact écologique

4 Qutils d’évaluation de I'impact écologique

Les bioessais écotoxicologiques et les biocaptears ici décrits dans le contexte de
surveillance des milieux aquatiques.

4.1 Caractérisation des effets

4.1.1 Généralités

Y

La caractérisation des effets écotoxicologiquesnddehantillon consiste a mettre en
évidence sa capacité a agir sur les organismes idleumécepteur considéré. On cherche en
général a observer un effet délétere sur une fonale cet organisme (croissance, métabolisme,
reproduction, ...). La principale finalité de cettaractérisation est de parvenir a évaluer la
concentration prédite sans effet (PNp@dicted no effect concentratippour I'échantillon
concerné.

La seule connaissance des paramétres physico-a@sidu milieu récepteur ne suffit
pas a définir I'impact ce de ce dernier sur lessgstemes. Pendant longtemps I'écotoxicologie
a été assimilée & une démarche de stricte chimagytague alors que cette derniére, méme si
elle est indispensable a la discipline, ne constén aucun cas la finalité elle-méme.

Il est également reconnu que les actions combifiées a la présence de mélanges de
polluants (ex : effets de synergie et/ou d’antagovd) ne peuvent étre prévues a partir de la
seule connaissance de ces polluants. L'utilisatibmssais sur organismes biologiques peut
contribuer a répondre a ces besoins (ADEME, 2006)4(2).

On peut procéder a cette caractérisation au mogetedx approches complémentaires:
soit on considére I'échantillon comme un tout inglivle, donc une « matrice », soit on
I'approche en fonction de ses différentes compasant

4.1.2 L'approche substance

Les approches « substances » impliquent deux étep@plémentaires. On fait tout
d’abord appel a I'analyse physico-chimique de latrina polluante concernée en vue de
déterminer les polluants qu’elle contient. Ces patits sont les agents potentiellement
dangereux a partir desquels on réalisera la caiaatibn des effets de la matrice étudiée. Un
nombre important de ces composés peut étre misvaterice dans une matrice polluante,
cependant il est admis de procéder au choix daiosrcomposés qui joueront alors le réle de «
traceurs de risque ». Le choix des traceurs décduwa consensus permettant de retenir un
ensemble de polluants pertinents et/ou spécificauescénario étudié. Ces traceurs de risque
peuvent, par conséquent, étre de natures diveisesganiques, organiques, biologiques,...

On procéde ensuite a la mise en ceuvre d’essaigxcologique sur des gammes de
concentrations des traceurs de risques sélectioDée approche est conseillée lorsqu’on
connait bien la matrice étudiée et que quelquemtms dominent.
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4.1.3 L’approche matrice

Tout comme l'approche substances, I'approche «ioets réclame la mise en ceuvre
d’essais écotoxicologiques en vue d’apprécier fested’'une matrice sur des organismes. Mais
dans le cadre de cette approche on expose lesisngas considérés a la matrice tout entiere.
On utilise cette approche lorsqu’aucun toxique poenthe dans la matrice et/ou que la nature
des substances présentes est incertaine.

Pour mettre en évidence des effets, il est possibutiliser différents niveaux
d’organisation biologique et différentes échelléexgérimentation. On peut sélectionner un
certain nombre de bioessais mono-spécifiques gustitmeront une « batterie de bioessais
mono-spécifiques », tout comme on peut recourired @ bioessais pluri-spécifiques ». La
notion de batterie de « bioessais mono-spécifiquefait référence a différents bioessais
(normalisés ou non) réalisés séparément sur la méaice (ou le méme polluant). Les
« bioessais pluri-spécifigues » font intervenir g&urs espéeces d’organismes mais
simultanément au contact de la matrice, avec desanix d’organisation écologiques supérieurs.

L'analyse physico-chimique de la matrice polluagtadiée ne joue donc plus le rble
prépondérant qui lui est attribué dans les appreehsubstances » pour I'estimation des valeurs
de PNEC. Néanmoins, la caractérisation physico-ofum de la matrice apporte des
informations complémentaires sur les concentratiens éléments potentiellement toxiques
présents dans cette matrice.

Tableau 12: comparatif des approches substancesrattrices (Perrodin et al., 2010), d'aprés (ADEME,

2007)
Approche «substances» Approche «matricen
Caractérisation des polluants Caractérisation des matrices
Analyse des substances prises individuellement. Analyse des matrices
(ex. : Plomb, cadmium, zing, ...) (ex. : Déchet, effluent, sol, sédiment, percolat, eau de surface ...)
Les valeurs utilisées sont issues des bases de données Les essais écotoxicologiques sont réalisés sur des échantillons

écotoxicologiques généralement obtenues a partir des essais | environnementaux prélevés in situ ou générés a partir d'un
écotoxicologiques sur des gammes de concentrations de la dispositif expérimental. Ces essais sont réalisés surla matrice
substance considérée. non diluée ousur une gamme de dilutions de cette derniére.

Simplicité, faible cofit. Prise en compte des interactions possibles entre les subs-
tances présentes dans le compartiment étudié

Permet de fixer facilement des objectifs de réhabilitationen | Meilleure prise en compte de la biodisponibilité des pol-
termes de concentrations dans les milieux. luants.

Interactions (additivité, antagonisme ou synergie) entre les | Complexité plus grande
substances non prises en compte.

Biodisponibilité des substances peu ou mal appréciée, Coiit plus important

Applicabilité des approches

Les substances contenues dans les sédiments sont majoritai- | Nature des substances présentes incertaine (identification

rement connues. incertaine des sources)

Dominance de quelques substances toxiques Pas de dominance de toxiques,

Informations sur les « effets » disponibles pour les substances | Les informations sur les « effets » ne sont pas disponibles
étudiées pour les substances étudiées

Modgles de calcul des transferts et des expositions de subs- | Modélisation de I'évaluation de I'exposition nécessitant un
tances robustes et éprouvés. apport expérimental (ex. : test de percolation surun déchet)
Approche possible avec un budget limité Recherche d’un réalisme plus poussé
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4.2 Les bioessais écotoxicologiques au laboratoire

Pour de déterminer I'impact d’'une matrice ou d’'umelécule sur un organisme ou sur
un groupe d’organismes, il a été mis au point degdsais écotoxicologiques, appelés aussi
tests d’écotoxicologie, définis par. (Ramade, 2007)

« [Les bioessais] ont pour objet d’évaluer le @ede sensibilité (ou de résistance) a
tel ou tel polluant toxique chez les diverses espéanimales ou végétales. En pratique on
cherche a déterminer les différentes formes decit#i(par contact, par inhalation, ou par
ingestion), et a faire une évaluation quantitatieeleurs principaux effets lIétaux ou sublétaux. »

Il rajoute : « Leur objet [les bioessais] est deeddiner la toxicité des substances
chimiques potentiellement nocives, pour les popofet humaines ainsi que leurs activités
biocides et/ou les particularités toxicologiquesiptes principaux régnes d’étres vivants. Enfin
il est important-autant que faire se peut-de déteemleur écotoxicité présomptive pour les
biocénoses naturelles a l'aide d’expérimentations l&s divers types écologiques d'étres
vivants (producteurs, consommateurs, décomposewrd). est donc essentiel de recourir a
I'expérimentation sur divers types écologiques.

Toutefois il ne suffit pas de sélectionner des $tmgvants, il faut également
sélectionner des indicateurs biologiques de pahdj appelés également bioindicateurs. Le
choix de bioindicateurs pertinents est une préoatiop constante de I'écotoxicologue. Les
caractéristiques d’un bon bioindicateur sont legautes (Ramade, 2007) :

* Tous les individus d'une espece bioindicatrice démt présenter une corrélation
identique et simple entre leur teneur en la sulzgtapolluante et la concentration
moyenne de cette derniére dans le biotope ou dalismiéntation quelles que soient la
localisation et les conditions environnementales ;

* L’espéce devrait étre sédentaire afin d’étre s0e tps concentrations trouvées soient
bien en rapport avec sa contamination dans leggitgyraphique ou elle a été prélevée ;

» L’espéce devrait étre abondante dans I'ensembl&aite étudiée et si possible avoir
une distribution biogéographique étendue afin deffiser les comparaisons entre zones
distinctes ;

» Les especes a forte longévité sont préférables epaga’elles permettent un
échantillonnage sur plusieurs classes d’age sigs@&ie. En outre, les espéces a forte
longévité subissent une exposition a un contamipantdant de longues périodes ce qui
par suite permet de disposer de preuves expérinesngar les effets a long terme ;

 L'espece devrait étre facile a échantillonner eteasrésistante pour étre amenée en
laboratoire afin de réaliser par exemple des éta@edécontamination.

Idéalement les tests de toxicité se dérouiersitu, afin de tenir compte des conditions
de terrains localisées. Toutefois, de hombreuxaubss logistiques et la nécessité de suivre des
protocoles de test rigoureux limitent la faisalilde tels essais situ. C’est pourquoi les tests
de toxicité sont généralement pratiqués au laboeta la fois sur des échantillons d’eau et des
sédiments afin de contréler de nombreux paraménesonnementaux qui peuvent influer sur
les résultats de toxicité (température, qualitd'eleu, etc.) (Marsalek et al., 1999)

Il existe une multitude de bioessais, permettantedter la toxicité aigué et chronique
des rejets urbains par temps de pluie, en voiciliste non exhaustive frequemment utilisée.
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4.2.1 Des organismes modeles pour le travail en laboratoire

4.2.1.1 Généralités

L'idée est de sélectionner des organismes représtntles grands types écologiques
que l'on peut retrouver dans un écosysteme aquatiduutilisation de bioindicateurs
écologiques de toxicité repose sur le principe élection des organismes aquatiques résistants
aux pollutions au détriment des organismes sersilida effet, a I'’échelle d’un peuplement, les
individus ou les espéces les plus faibles vontatiafire sous la pression du polluant (mort ou
fuite), laissant la possibilité aux especes rénigtm de se développer davantage. Ce phénoméne
entraine I'établissement de peuplements dont lectire reflete la qualité de I'eau, notamment
au travers de l'analyse des présences/absencesvehtaire des organismes aquatiques
indicateurs de pollution présents dans un milieurmd d’'évaluer le niveau de contamination de
ce milieu. Il s’agit dans ce cas d’outils permettda mesurer I'effet des substances toxiques. lls
ne peuvent donc pas étre utilisés a titre prévemidis plutét comme outils de diagnostic.
(Agence de I'eau Artois Picardie, 2002)

Tableau 13 : quelques especes fréquemment utiliséamme bioindicateurs (milieu aquatique)

Famille Espéce
Poissons Brachydanio rerio Oncorhynchus mykiss
Daphnia Ceriodaphnia Palaemonetes Hyalella Gammarus
Arthropodes . .
magna dubia varians azteca pulex
Oligochetes Eisenia fetida Tubifex tubifex
Mollusques Elliptio complanata Lymnaea stagnalis
Végétaux sup. Lemna minor Lolium perenne
Rotiféres Brachionus calyciflorus
Myceétes Saccaromyces cerevisiae
Microaleues Pseudokirchneriella Chlorella Chlamydomonas Dunaliella Phaeodactylum
& subcapitata vulgaris renaardti tertiolecta  tricornutum
Bactéries Vibrio fischeri Escherichia Coli Pseudomonas putida

4.2.1.2 Les microalgues

Les micro-organismes sont connus pour étre a la das écosystemes aquatiques mais
également en raison de leur grande importance giple (Gilbin, 2001). Les algues
unicellulaires appartiennent & ce groupe d’orgae&smLes algues sont des producteurs
primaires, premier maillon du réseau trophique. Paes écosystemes aquatiques, la
caractéristique principale de ce premier maillonx @btés des macrophytes, est de permettre
I'’entrée du carbone inorganique dans le comparttrbéstique par le biais de la photosynthese.
De par leur faible taille, leur forme et leur ricdse en carbone, ces micro- organismes
constituent généralement une partie importanteadeolurriture consommée par le zooplancton
(cladocéres) (Cauzzi, 2007). De plus ces orgarssnaurellement présents dans les milieux
aquatiques sont facilement cultivables en laboratet sensibles aux polluants listés dans le
chapitre 2.3. Pour toutes ces raisons les micresl@ont d’excellents bioindicateurs, c’est pour
cela que notre choix s’est orienté vers ce compamit de I'écosystéme aquatique.
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Chlorella vulgaris : Les chlorelles sont des algues vertes unicetesda appartenant a
I'ensemble des chlorophytes, classe des chloromsjcgrdre des chlorococcales et famille des
oosystacees. Elles sont de formes sphériques @qus@illales, de couleur verte foncée et de
taille généralement comprises entre 2um et 10umufEi 8).C. vulgaris réalise son activité
photosynthétique via ses chloroplastes qui reptés¢ria moitié du volume cellulaire. Ces
plastes renferment des pigments photosynthétidaeshlorophyllea et la chlorophyllen. Cette
algue se reproduit de maniere asexuée (végétatevegllule mére se divisant en quatre spores
gui s’échappent et germent pour donner un cloniadellule mere.

La chlorelle est une espéce non flagellée d’eauwcepsouvent cultivé en laboratoire
pour des études fines de photosynthése. A I'appaieétique pres, ici absent, elle présente de
grandes similitudes aveZhlamydomonas reinhardt(cf. ci-aprés) (De Reviers, 2002).

) b _ dictyosome
5 @ - e noyau
globules _nuclféule _
Q lipidiques mitochondrie

paroi
":} plasmalemme |}

o chioroplaste —
' amidon
pyrénoide

9 @O = tylakoides =

Figure 8: Coupe de C. vulgaris au MET et schéma diterprétation, (Roland et al., 2008)

Pseudokirchneriella subcapitata: L’'algue P. subcapitata anciennement dénommée
Selenastrum capricornutupuis Raphidocelis subcapitatast une algue eucaryote dulcaquicole
de la famille des Chlorophyceae (ordre des Chlocoates). Il n'y a pas de division végétative
dans cette famille ; la reproduction se fait pao-sporulation (2 autospores, le plus souvent).
Cette algue verte est présente dans une grandesiésee milieux aquatiques mais affectionne
généralement les eaux calmes ; elle est susceptiblee développer dans la colonne d’eau, le
sédiment ou sur des supports divers a conditionlguemiére soit en quantité suffisante. Elle
est également connue pour étre sensible a la pmilutes écosystemes (Nygaard et al., 1986;
Samoura, 2004; Cauzzi, 2007) Cet organisme unileetl) de petite taille (longueur moyenne
de 5 - 6 um), a une forme de croissant, n'a pafadglle et ne forme pas de colonies (Figure
9). Les cellules sont isolées ou groupées en pagueiguliers et son cytoplasme renferme
principalement de la chlorophylle a, de la chlorglph b et des pigments caroténoides. La
richesse et la disponibilité des nutriments préselans le milieu, la lumiére et le carbone sont
des facteurs prépondérants dans son développement.

L’especeP. subcapitataa été utilisée dans un premier temps pour étdtliepact des
nutriments sur la productivité primaire en relatimvec I'eutrophisation des milieux aquatiques.
Son utilisation s'est ensuite généralisée aux testsoxicologiques principalement en raison de
sa facilité de culture et de sa croissance rapide.

Les producteurs primaires constituent une ciblevilggiée dans le cadre de la
contamination par le cuivre (Gilbin, 2001). De pluss algues sont réputées sensibles aux
pollutions d’origine métallique, notammeRt subcapitataen ce qui concerne les substances
pures (Santiago et al., 2002).
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Figure 9: P. subcapitataen microscopie photonique. Source : ecotox.ca

Chlamydomonas reinhardtii : C’est une algue verte unicellulaire d’environub® de
long appartenant au plancton d’eau douce. La aekgt mobile grace a un appareil locomoteur
comportant deux flagelles ou fouets, situés a IFevdu corps. L'essentiel du volume cellulaire
est occupé par un chloroplaste incurvé en formeldehe (Figure 10). Une vacuole pulsatile
située pres de la base des flagelles se contrase\ede périodiquement.

A la fois autotrophe par son chloroplaste et molpiée ses flagelle€. Reinhardtii
réunit des caractéristiques végétales (photosyajhgtsanimales (locomotion).
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Figure 10 : Coupe deC. reinhardtii en MT et schéma d’interprétation (Roland et al.2008)

Depuis plus de 50 an€. reinhardtiisert de modéle expérimental pour la recherche sur
les processus fondamentaux de la biologie celleldia Figure 11 présente ainsi la répartition
des enzymes et des métabolites dans la cellulendiéié des enzymes et des métabolites est
localisé dans les chloroplastes, suivie du cytatolles mitochondries. Il existe également un
grand nombre de réactions de transport indiquamiplbrtance du métabolisme d’échange entre
les différents compartiments.
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Figure 11 : distribution des enzymes et des métabites dans le modéle reconstruite de C. reinhardtii.
(Boyle and Morgan, 2009)

4.2.2 Les essais normalisés en milieu aquatique

Ce sont des bioessais définis par I'ISO (InterredlcStandard Organisation) et/ou par
I’AFNOR (Association Francaise de NORmalisationpuP étre considérés comme valides, ces
tests doivent remplir un cahier des charges trgsurieux et fixent des contraintes d’application
tres précises.

Le principal avantage des tests normalisés est alevqir comparer entre eux les
résultats obtenus sur des lieux ou a des momefférelts grace a un protocole rigoureux et
faisant consensus au sein de la communauté intenaéde.

Toutefois ces tests présentent certains inconvé&nietout d’abord citons leur nombre
limité. Ensuite, par essence, ces tests manquenbudlesse ; en fonction de la molécule ou de
I'effluent testé on peut étre amené a faire vademrotocole ce qui entraine la non validité de
I'’essai au sens de la nhorme. C’est pourquoi noaseartons ci-apres des tests non normalisés.

Tableau 14: quelques bioessais normalisés en miliaguatique, A = aigiie, C = chronique

Famille Espéce Toxicité Critére Norme
. A ISO 6341
Daphnia magna Straus .
c Mobilité NF T90 -378
Arthropodes - ; ;
Ceriodaphnia dubia C ISO 20665 (NF T90-329)
Palaemonetes varians A Survie NF T90 -349
Rotiféres Brachionus C Reproduction ISO 20666 (NF T90-334)
. Danio rerio A Eclosion ISO 15088 (NF T90-365)
Poissons ; : ;
Salmo gairdneri A Survie NF T90-305
Végétaux sup. Lemna minor C Croissance ISO 20079 (NF T90-308)
Algues Pseudok/rchner/ella C Croissance ISO 8692 (NF T90-304)
subcapitata
Bactéries Vibrio fischeri A Luminescence ISO 11348 (NF 90-320)
Pseudomonas putida A Reproduction ISO 10712 (NF T90-342)

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
70



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie A : Etude bibliographique - Outils d’évaluation de I'impact écologique

4.2.3 Les essais non normalisés en milieu aquatique

De nombreux bioessais sont encore au stade dechenzhe et sont pour la plupart
adaptés a un domaine d’étude bien particulier, ialssne font pas I'objet d’'une norme. La
littérature est riche de bioessais menés avec @lumoins de succes sur un grand nombre de
types trophiques a I'aide de divers biomarqueuesnt les grandes catégories de biomarqueurs
de toxicité en milieu aquatique dulcaquicole onrgave les activités enzymatiques et la
fluorescence chlorophylienne.

4.2.3.1 Suivi de l'activité enzymatique

Les enzymes sont les catalyseurs du monde vivaahs ces protéines les réactions
chimiques indispensables a la vie ne pourraienirdieu de maniére aussi efficace et rapide.

Comme n’importe quel catalyseur une enzyme a levpioud’'accélérer une réaction
sans étre consommeée au cours de celle-ci. Lesioéactétaboliques seraient la plupart du
temps trés faibles voire non mesurables en I'absalienzyme, & moins de se placer dans des
conditions non compatibles avec la vie (physiologis). C’est typiguement le cas des réactions
d’hydrolyse ; par exemple I'hydrolyse de I'amidoa fit en catalyse acide (pH<2) a t=100 °C
en 1h mais est réalisée en quelques minutes grhamglase a t=37 °C.

Aussi les enzymes apparaissent comme des catatysees efficaces; un taux
d’accélération de T0peut apparaitre comme banal, mais ceci n’estouai dans les conditions
optimales d’activité de I'enzyme (Pelmont, 1995).

Ces réactions enzymatiques peuvent se résumer:ainsi

Kk, Kk,

k)

Avec E I'’enzyme étudiée, S le substrat, ES le cexplenzyme-substrat et P le produit
de la réaction catalysée par G.&t k étant les constantes de vitesses respectivesedetions
de formation du complexe ES et du produit R.étant la réaction de dissociation du complexe
en ES. On remarque que E n’est pas consommé as deun réaction.

k, est I'étape limitante d’un processus complexde edprésente le pouvoir catalytique
intrinséque d’'une protéine, quelle que soit sa eotration dans le mélange du test, c’est-a-dire
le nombre de molécules de substrat qu’'une molédidazyme peut transformer par unité de
temps.

Pour utiliser une réaction enzymatique comme bigiatdur on peut se placer dans
plusieurs cas de figure :

e Le polluant étudié est un substrat naturel de Kemz sélectionné ; dans ce cas
de figure I'étude des cinétiques enzymatiques rfousnit une information sur
la concentration de substrat présent et donc dwagai. Ainsi I'étude de la
catalase, enzyme catalysant la dégradation du pdeox’hydrogéne, nous
fournit des informations sur le degré de stressnd’wellule (Bonet et al.,
2012).

L'activité des enzymes peut étre perturbée par idégbiteurs : en sa présence la
réaction catalysée est ralentie et de plus il npest transformé par I'enzyme. Aussi nous voyons
deux applications directes :
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» |l est possible de détecter certains composes itghits en étudiant I'activité
des enzymes perturbées. Les éléments traces mgétAli perturbent par
exemple le fonctionnement de la phosphatase aka{Badreddine, 1996;
Durrieu et al., 2003) tandis que les HAP sont capour agir sur les oxydases
(Payne et al., 1987) ;

e Nous avons vu que les enzymes sont des protéindspensables au

fonctionnement cellulaire. Aussi lorsque leur faoohement est perturbé c’est
toute la cellule qui est affectée. En effet, leactéons enzymatiques se font
généralement en cascade. Le produit de la réadtipeut étre substrat de la
réaction 2 et ainsi de suite. C’est pourquoi I'éuwdes réactions enzymatiques
est un excellent biomarqueur de toxiciteé.
Citons les travaux de (Chéatel et al., 2010) utilisdes MAP kinasesn{itogen
activated proteih ou les travaux de (Shailaja and D’Silva, 2003jisdant
différentes classes d'enzymes comme biomarqueurs pellution
environnementale.

4.2.3.2 Fluorescence chlorophyllienne

Chez les chlorophytes au cours de la photosyntHaseonversion de I'énergie
lumineuse en énergie chimique se fait par I'absorpte photons au niveau des photosystémes
situés dans la membrane des tylacoides (au seinhlieplastes). L’énergie est restituée par la
voie de la photosynthése : des électrons provemiantsystéme d'oxydation de l'eau sont
transférés de proche en proche grace a une sétamgporteurs jusqu'a un accepteur final par
I'intermédiaire des centres réactionnels des déwtgsystémes.

La photosynthése est notamment inhibée par deddideb. Ce phénomene peut étre
illustré par I'action du DCMU (3-(3,4-dichloropheliyl,1-dimethylurea). Cette molécule se lie
au site Q de la protéine D1 du complexe photosystéme Il danmembrane des thylacoides,
bloquant ainsi le transport des électrons de 0QQ; (Figure 12). Ce processus empéche la
fixation du CQ et la production d'ATP ainsi que les autres compode haute énergie
nécessaires a la croissance de la cellule.

th
hv hV}
PQ / PQH5 PQ/ PQH,
T 4HT
2 Hp0 0, + 4HY

Figure 12 : mode d'action du DCMU. A gauche fonctionement normal, a droite fixation du DCMU sur le
site Qb ce qui entraine I'émission de photons dey basses énergies. D'apres
http://www.snv.jussieu.fr/lbmedia/ (UPMC - UFR des Sciences de la Vie (UFR 927))
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Certains toxiques peuvent bloquer ce transferttéde@ue. La photosynthése est alors
inhibée et I'énergie de désexcitation est dissipae émission d’'une lumiére fluorescente qui
peut étre mesurée par fluorimétrie (la chlorophylet b sont excités aux longueurs d’onde
comprises autour de 460 nm et emettent un sign@luawde 680 nm). La photosynthése et la
fluorescence sont donc liées par une relation sement proportionnelle.

Ainsi de nombreux auteurs exploitent ces proprigtésr détecter certains composeés
ou pour étudier la toxicité de certains effluents.

La fluorescence chlorophyllienne a été utiliséen afiévaluer la toxicité de certains
métaux lourds (cadmium) et de pesticides (atraBn®CMU) chezC. vulgaris. Ces résultats
ont abouti au développement d’un biocapteur poutdeection de ces composés (Nguyen-Ngoc
et al., 2009). De méme d’autres auteurs ont utiles® microalgues pour étudier les effets de
certains toxiques (atrazine, metribuzin, terbuthiia, Diuron, KCN, glyphosate, carbofuran,
malathion et methylparahion) sur la fluorescenceladehlorophyllea. lls ont pu évaluer les
effets de ces toxiques en moins de 20mn a de fadmacentrationfChoi et al., 2012).

Ces possibilités de mesure sur cellules entiéragj\vftés enzymatiques, fluorescence
chlorophyllienne) peuvent étre exploitées de mamnigudicieuse afin de développer des
biocapteurs.
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4.3 Les biocapteurs pour des essais de terrain

Les biocapteurs appliqués a I'environnement sardiés actuellement pour le contréle
des eaux et des effluents hydriques ; leur dévelogmt s'est imposé afin de suppléer les essais
écotoxicologiques et physico-chimiques conventidsnmadaptés a la détection situ et en
continu des polluants (Osbild et al., 1995).

Un biocapteur est un systeme analytique formé dexdparties: un récepteur
biologique capable de reconnaitre une substande gilesente dans un milieu complexe et un
transducteur qui traduit les modifications bioclgoés (engendrées par la reconnaissance
spécifique) en un signal électrigue ou optique petant de mesurer la concentration de la
substance cible. Un biocapteur idéal doit rassemlele deux propriétés suivantes (Eltzov and
Marks, 2011) :

e sensibilité (réponse aux faibles concentrations d’analytes) ;
» gspécificité (capacité a discriminer des espéeces en fonctian @éments de
reconnaissance immobilisés).

Selon I'UPAC (union internationale de la chimierpiet appliquée), le biocapteur doit
étre petit, compact, doit fonctionner sans additom réactif, étre réutilisable et la partie
biologique doit étre intimement liée au transductdtette définition correspond au travail de
pionnier de Clark et Lyons qui ont mis au pointpleemier biocapteur a glucose (Clark and
Lyons, 1962). Actuellement, le terme biocapteurasstocié a des systémes bio-analytiques tres
performants qui ne répondent plus a la définitias tstricte de I'lUPAC.

Dans un biocapteur I'’élément biologique ou biordeap est généralement immobilisé
sur ou au contact du transducteur. Le biorécemeporte une spécificité et une sensibilité trés
élevée par rapport aux capteurs chimiques. Cesitgadhissent a penser que les biocapteurs
devraient remplacer dans le futur, les méthodedytqaes existantes. Toutefois I'utilisation
d’un récepteur biologique impose des conditiondiidation douce, notamment pour le pH, la
température, la force ionique, etc.

Les biocapteurs peuvent étre classés selon le dgpbiorécepteur utilisé gu'il soit
catalytique/métabolique ou qu’il agisse par affénitls peuvent I'étre aussi selon la nature de
I’élément biologique fixé au transducteur. On peéligtinguer les capteurs enzymatiques, les
capteurs microbiens, les immunocapteurs a ADN, dapteurs & membrane a empreinte
moléculaire (MIP).

lls peuvent étre aussi classés selon le signal relrge par la reconnaissance
moléculaire (c’est-a-dire en fonction du transduc}e Les différents modes de transduction
utilisés sont principalement électrochimiques (arop#triques, potentiométriques,
conductimétrigues ou impédimétriques), massiquesirg piézo-électrique) et optiques (SPR).
Les transducteurs thermiques qui connaissent ureldggement important sont peu ou pas
utilisés au niveau des biocapteurs (Asch, 2010).
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Figure 13 : représentation et fonctionnement schéntiggue d’un biocapteur, adaptée de (Asch, 2010)

4.3.1 Les biorécepteurs

Les biorécepteurs peuvent étre de nature tres shgeren relation avec la grande
variabilité du monde vivant.

4.3.1.1 Les protéines
Enzymes: une enzyme catalyse une réaction avec une gragbbetivité en ce qui
concerne le choix du substrat et la formation dodpit. Aussi ce sont des précieuses alliées
pour la détection d'une molécule d‘intérét dans umatrice complexe et actuellement les
biocapteurs a enzymes purifiées sont les plus panQuelques réalisations : un capteur a
glucose utilisant de la glucose oxydase immobili§€esnier et al., 1999) ou un capteur a
caféine dont le fonctionnement est basé sur l'iifldb de la phosphatase alcaline (Akyilmaz

and Turemis, 2010).

Immuno-récepteurs: tout comme les enzymes les immunoglobulineswnm& grande
sélectivité pour leur ligand (formation d’'un compéeanticorps-antigene). Ce type de capteur
est concu en général pour doser les anticorps asgrum ; c’est le principe du test ELISA
(enzyme-linked immunosorbent agsay

Quelques réalisations : (Ohno et al., 2013) ont geemple développé un capteur
permettant de doser I'immunoglobuline A (IgA) cH#tomme. De la méme maniere un capteur
pour doser I'immunoglobuline C (IgC) a pu étre rispoint (Wang et al., 2013).

Récepteurs _membranaires ce sont des protéines non catalytiqgues et non
immunitaires destinées a transmettre une informateimique extérieure a la cellule a
I'intérieur de celle-ci. On a ainsi des réceptelnemonaux ou a neurotransmetteurs par
exemple. La réception de cette molécule entrairg@méralement une cascade d’évenements
(ouverture d’'un canal ionique, excrétion, ...) Il g& par exemple des capteurs a cestradiol

utilisant un récepteur a base d’cestrogeriXia et al., 2010).
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4.3.1.2 Les acides nucléiques

Les biocapteurs a acide nucléique (ADN et ARN) sbasés sur les propriétés de
reconnaissance et d’autoassemblage de séquencedécoemtaires. On utilise des aptameres,
oligonucléotides de longueur le plus souvent cosgentre 15 et 60 bases et qui possédent une
forte affinité et spécificité envers un ligand (pe$ molécules organiques, peptides, acides
nucléiques, protéines, cellules entieres) en addptane conformation particuliére. Les
biocapteurs a aptaméres sont utilisés par exemple fa détection de micotoxines ou de
bactéries dans la nourriture (Paniel et al., 208@Grath et al., 2012) et plus généralement

toute sorte de microorganismes pathogenes (Waab,e21012).

4.3.1.3 Les cellules entiéres

Les microorganismes peuvent constituer une souréeiguse de biocatalyseur pour la
conception de biocapteurs a cellules entiéres etoseé révélés étre adaptés a l'immobilisation
dans une configuration de biocapteur. Les microoigyaes ont un certain nombre d'avantages
en tant que matériaux biologiques de détection pauconception d’un biocapteur : ils sont
présents de facon ubiquiste et sont capables debmkéder un large éventail de composés
chimiques. lls ont une grande capacité a s'adaptirs conditions défavorables et a développer
la capacité de dégrader de nouvelles molécules deetemps. Des biocapteurs ont été
développés intégrant une large gamme de types dérixes, de levures et d'algues Par rapport a
des biocapteurs utilisant des enzymes purifiées,bie@capteurs a cellules entieres sont plus
résistants a la perte d'activité car leurs enzyreescofacteurs sont hébergés dans un
environnement optimisé par la nature. Par conséquess biocapteurs sont plus aptes a
satisfaire toutes les exigences en matiére de Blawee de I'environnement: ils peuvent
identifier la présencen situ d'un composé toxique dés qu'il est libéré danss< usées ou de
I'environnement aquatique. D'autres biocapteursllales entiéres ont été construits a partir des
cellules génétiquement modifiees. Ces techniquesver@ améliorer la sensibilité et la
sélectivité du biocapteur mais ne sont plus en meesde refléter les conditions de
fonctionnement des écosystémes.

Bactéries: Les bactéries sont utilisées dans de nombreapptications, a I'état
naturel ou génétiqguement modifié. A I'état natuoel les utilise notamment pour réaliser des
capteurs a DBO (Liu and Mattiasson, 2002) On lélésatde maniere génétiquement modifiées
afin de leur faire exprimer un géne d’intérét ers c contact avec le polluant/la molécule
recherchée. Le géne d’'intérét exprimant une pretéiétectable grace a un transducteur adapté.
Par exemple via une fibre optique il est possitdedétecter la fluorescence émise par la GFP
(green fluorescence protdisynthétisée par des bactéries génétiquement dedif

Myceétes: Les levures sont également fréquemment utilistass la construction de
biocapteurs ampérométriques (Akyilmaz and Din¢k&@3@05; Akyilmaz et al., 2006). Mais il
existe également des mesures optiqgues grace aedase$s bioluminescentes (Weitz et al.,
2002).

Microalques: Les microalgues (phytoplancton) ont été utilsémur la surveillance
des milieux aquatiques marins et dul¢caquicoles alfférents types de transducteurs (Védrine
et al., 2003; Chouteau et al., 2005) pour leur cdpad intégrer un large éventail de polluants.
(Védrine et al., 2003) ont étudié la fluoresceneela chlorophylle deC.vulgaris tandis que
(Chouteau et al., 2005) ont étudié deux enzymesemtés au niveau de sa paroi.
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4.3.2 Les Transducteurs

En relation avec le grand nombre de biorécepteassiples et de réponses engendrées
il existe de multiples transducteurs afin de cotivéa reconnaissance moléculaire en un signal
électrique interprétable.

4.3.2.1 Les transducteurs optiques
Lors de la reconnaissance avec la molécule ciblérdasducteur peut émettre une
lumiére ou voir ses propriétés optigues modifiées.

Fluorescence: On utilise frequemment cette technique de trantdn afin de détecter
les variations de lumiére émises par un bioréceptgues excitation de celui-ci. En effet
lorsqu’'une molécule rec¢oit un quantum de lumieréteceerniere peut restituer cette énergie
sous forme thermique, mécanique ou bien lumineDsss ce dernier cas c’est un photon de
plus basse énergie (de plus grande longueur d’'oquiegst émis. Rappelons que la chlorophylle
a est une molécule qui fluoresce a 680 nm lorsqulexcite a 460 nm. A l'aide d’'un
fluorimetre il est donc possible d’étudier le rapement émis par un corps apres l'avoir excité
a des longueurs d’ondes préalablement sélectionnées

Les mécanismes utilisés pour détecter les molécdlieséréts comprennent (Rogers
and Poziomek, 1996):

e des liaisons réversibles de l'analyte au bioréegptie surface, entrainant un
changement observé du biorécepteur ;

« des réactions chimiques irréversibles entre I'aealgt le biorécepteur
conduisant a la formation de chromophores ou flphooes. Si le biorécepteur
est une enzyme, il est alors aisé de suivre soivitEctsi le produit de la
réaction catalysée est fluorescent. L'activité exté et I'activité phosphatase
alcaline ont ainsi été étudiées sur des microalgud'side de substrats non
fluorescents mais donnant un produit fluorescentéspcatalyse avec les
enzymes présentes a la surface des organismexésu(Regel et al., 2002;
Guedri and Durrieu, 2009) ;

« la liaison de l'analyte & un biorécepteur qui émgades changements dans la
fluorescence ou la luminescence observée. Citomdréeraux de (Abel et al.,
1996) qui ont développé un biocapteur pour suivig/bridation de brins
d’ADN par fluorimétrie ;

« [I'examen spectroscopique direct de la substanceadyser accumulée a la
surface du transducteur. La fluorescence est pample fréquemment utilisée
pour surveiller la santé des microalgues exposéedivars contaminants
(Nguyen-Ngoc and Tran-Minh, 2007; Nguyen-Ngoc et 2009).

Absorbance: De la méme maniere que pour la fluorescence,imtesactions entre la
molécule d’intérét et le biorécepteur sont susddesi de modifier I'absorbance du systéme
étudié. Aussi grace a un spectrophotométre il estible de suivre ces variations. Par exemple
(Lan et al., 2012) ont étudié I'activité de I'enzgnx Methyl Parathion Hydrolase » grace a la

mesure du produit formé par absorbance. lls onsiatonstruit un biocapteur a pesticides
organophosphorés.
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4.3.2.2 Les transducteurs électrochimiques
Ampérométrie : Dans un capteur ampérométrique, on procede &lentrolyse d'une

espece électroactive entre une électrode indieattcune électrode de référence, en fixant une
surtension k correspondant au palier limite de diffusion poette espece. On détermine la
hauteur du palier de diffusion, qui est proportield@ & la concentration de I'espéce réduite ou
oxydée a I'électrode indicatrice. Un étalonnageafaBle en un point est effectué, dans les
mémes conditions. Les valeurs de courant mesurées extrémement variables : elles
dépendent notamment de la quantité d'especes ébmtives, de la surface de I'électrode
indicatrice, etc. Elles sont généralement comprieeye quelques picoamperes et quelques
dizaines de milliampeéres. Cette technique a pu @étitessée pour créer un biocapteur a caféine
en mesurant I'inhibition d’'une enzyme (Akyilmaz andremis, 2010) ou encore utilisée pour la
détection des alphatoxines dans la nourriture (@aatial., 2010).

Potentiométrie : Le potentiel du capteur (qui n'est parcouru pacun courant) est
mesuré par rapport & un potentiel de référenced€&aier est obtenu par une électrode de
référence. Cette condition de courant nul est d&auimieux respectée que la résistance aux
bornes de laquelle sont branchées les électrodgdussgrande. En pratique, les voltmétres aux
entrées desquels sont reliées les électrodes sritg®@dances d’entrée trés grandes (¥ Q).

Les différents types de transducteurs sont soittdessistors a effet de champ qui sont
la base de toute la gamme de capteurs intégrégpteGhemFET (ISFET, GasFET, ENFET).
Un capteur de type ISFET a été utilisé pour déteemles pesticides organophosphorés (Hendji
et al., 1993).

Conductimétrie : La mesure de la conductance d’une solution éédique s’effectue
en immergeant dans la solution une cellule de neswmportant deux électrodes dont la
surface S et la distance sont déterminées par rétate dans une solution de conductivité
connue. En premiére approximation, pour des sahgtide concentration faible, la conductivité
est proportionnelle a la concentration de I'élelgt®. Ces capteurs conductimétriques détectent
toutes les espéces ioniques présentes dans laospllgur utilisation demande de bien connaitre
la composition ionique des solutions puisqu’ils m'@ucune sélectivité intrinseque. La mesure
de conductance ne peut étre effectuée en couramtinco car il se produirait alors une
polarisation des électrodes et une électrolysea@mant une variation de résistance. Il est donc
indispensable de réaliser la mesure en courantnaltié de fréquence suffisamment élevée pour
éliminer ces effets perturbateurs. Pour les sohgtiofaiblement conductrices, dont la
conductivité est inférieure a quelques microsiemeamsemploie de préférence des fréquences
de mesure faibles : 50 Hz par exemple. Pour lestisnls fortement conductrices, dont la
conductivité est supérieure a quelques millisiemeles fréquences plus élevées sont employées
: 10 kHz. Pour les solutions de conductivité moyenon utilise des fréquences comprises entre
10° et 10 Hz. Les biocapteurs conductimétriques ont pu &itdisés pour détecter le
trichloréthylene, (Hnaien et al.,, 2011) ou encoes Ipolluants présents dans les milieux
aquatiques via I'étude du métabolisme d’algueseilhitaires (Chouteau, 2004).

Impédimétrie : la transduction impédimétrique mesure les pregesde transfert de
charges qui se déroulent a linterface électrodmteblyte. Quand des cellules sont
immobilisées a la surface d’une électrode et seloiémt, il est attendu une augmentation
significative de I'impédance du systeme, au moins basses fréquences (< 10 kHz), en raison
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des propriétés isolantes des parois ou membrandslaies. En présence de composeés
cytotoxiques, les changements morphologiques ouwalgsations fonctionnelles voire la mort
cellulaire peuvent étre observées par le suivi'idegpedance. Grace a cette technique les effets
du mercure, du cadmium, du benzalkonium, de l'acsest du trinitrobenzénesur ont été étudiés
sur des fibroblastes (Xiao and Luong, 2005).

4.3.2.3 Les transducteurs mécaniques

Balance a guartz: La microbalance a quartz est constituée d'umaelade quartz
taillée sous I'angle cristallographique approprigur les deux faces de cette lame sont déposées
des électrodes circulaires en or entre lesquelksappliquée une tension alternative. La
fréquence de résonance du quartz va étre modifiédepdépdt d’'une espéce chimique sur une
des électrodes, le décalage relatif de la résonandeéquence dépend de la masse de ce dépbt
suivant la loi de Sauerbrey. La grande applicatiercette microbalance a quartz (Q@Martz
Crystal Microbalancg est la détermination des épaisseurs de dépobtldanschniques de dépot
sous vide. L’application microcapteur chimique Béé au dépbt d'un matériau, sur une ou les
deux électrodes, ayant des propriétés de recoraraisesspécifique et dans lequel I'espéce
chimique vient s’adsorber. Cette technique a ai@® utilisée pour détecter une bactérie
pathogéneFrancisella tularensisen utilisant comme biorécepteur un anticorps sjpge de
cette bactérie (Kleo et al., 2012).

Microstructure mobile : La technologie des capteurs & ondes acoustiqaesurface
(SAW Surface Acoustic Wayeepose sur le principe de I'effet piézoélectriqneerse. Chaque
équipement de mesure comprend une unité d’intetrmgaainsi que le capteur associé a son
antenne, la distance d’interrogation entre le captet I'unité d’interrogation pouvant aller
jusqu’'a plusieurs metres en espace libre. L'ondectébmagnétique envoyée par l'unité
d’interrogation est recue, puis traduite en ondeuatique au moyen d'un transducteur a la
surface d’'un matériau piézoélectrique, constitdtifcapteur SAW (typiquement le quartz). Les
fluctuations de températures liées a I'environnemproche de la surface de ce dernier
engendrent une modification des propriétés physiqie I'onde acoustique se propageant en
surface du dispositif. En retour, I'onde modifiést aransformée en onde électromagnétique
pour étre renvoyée vers l'unité d’interrogation.

L'absorption sélective d'un gaz dans un matériaécefigue déposé sur la surface du
cristal modifie la masse et la conductivité supeefie de cette couche et, par la-méme, les
caractéristiques de propagation des ondes acoestisuperficielles.

Dans les systemes de détection, on utilise destsires de type différentiel permettant
d’éliminer certains effets interférents dont la m@rature. La sélectivité de détection dépend de
la nature des matériaux spécifiques, on utiliseniésnes dépodts que pour les microbalances a
guartz. Pour pallier le manque de sélectivité absolle ce type de capteur, on réalise des
réseaux comprenant un grand nombre de ces capthasyn d’eux étant recouvert d’'un dépot
de matériau différent. Aprés une détermination dasactéristiques de réponse de chaque
capteur dans des gaz purs, on peut réaliser I'apatpmpléte de mélanges de gaz.

Cette technique a été utilisée afin de détectdixkation de cellules cancéreuses aux
immunoglobulines fixées a la surface d’une pucesiéinium (Broker et al., 2012). De maniere
générale cette technique est souvent utilisée pmsurer les variations de masses (Lee et al.,
2012).
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4.3.2.4 Les transducteurs thermiques

La transduction thermique porte sur la mesure dehi@eur dégagée ou absorbée au
cours d'une réaction biochimique. L'évolution de daaleur totale ou absorption est
proportionnelle a I'enthalpie molaire et le nombotal de molécules de produit créé dans la
réaction biochimique (Ramanathan and Danielssof1R0C’est une technique peu utilisée car
technologiquement contraignante mais qui peut @&wenplémentaire d'une autre, comme
'ampérométrie (Yakovleva et al., 2012).

Nous venons de voir les grandes catégories de deptéurs utilisés pour la fabrication
des biocapteurs ainsi que les modes de transduetssociés. Le Tableau 15 synthétise de
maniéere simplifiée I'ensemble de ces données.

Tableau 15 : relation entre reconnaissance biologige et mode de transduction, d’'aprés (Jaffrezic-Rendt
et al., 1994)

Biorécepteur Effet de la reconnaissance Mode de transduction possible

Modification de la concentration , .
Ampérométrie

du produit
Systeme Modification du potentiel redox Potentiométrie
enzymatique . s

y g Modification de la conductivité Conductimétrie

Chaleur de réaction Thermique

Modification de la taille ou .
. Optique
de la conformation

Immunoespeces Modification de la masse Piézoélectrique

Modification des propriétés e
Impédimétrie

électriques
Modification de la fluorescence Optique
Cellules entieres
Modification de la conductivité Conductimétrie

4.3.3 Techniques d’'immobilisation

BN

Le biorécepteur doit étre intiment lié a son tramddur et la stratégie
d'immobilisation choisie est fondamentale pour assun fonctionnement optimal du capteur.

Ainsi la technique choisie doit respecter un certadimbre de criteres :

* Le maintien de I'activité biologique apres I'immdibation ;

* La proximité de I'élément biologique et du transthur ;

» La stabilité et la durabilité de I'élément biology;

» La conservation de la sensibilité spécifique duéiepteur pour I'analyte étudié ;

* Pour certains usages la possibilité de réutilisanatériel biologique.

Il existe de nombreuses stratégies que nous détgiva.
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4.3.3.1 Couplage covalent
C’est une technique tres répandue pour immobilisetéines et acides nucléiques. Elle
est basée sur la formation d’une liaison covalam&e le biorécepteur et le transducteur grace
au choix d'un groupe fonctionnel (amine, carboxykylfhydrile, hydroxyle, imidazole,
phénolique, thiol, thréonine et groupes indoles)esC une technique simple qui assure une
liaison, directe ou indirecte, solide au transduct®ans tous les cas, la surface du transducteur
doit étre préalablement fonctionnalisée ou bierstcla biomolécule qui doit étre modifiée.

Couplage direct: C’est une technique bien adaptée aux biomolé&cdee petite taille.
Elle est basée sur la fonctionnalisation de laazefd’'une électrode avec une monocouche auto-
assemblée ou encore avec un film polymére conducBaur que la fixation soit réalisable, il
faut que la biomolécule contienne un des groupemémhctionnels listés ci avant (Guedri,
2010).

Couplage indirect: Ce dernier intervient quand le couplage diresttpeu convenable
ou impossible. Contrairement & ce dernier, les biécules sont immobilisées sur la surface du
transducteur a l'aide d’un intermédiaire chimique lwologique. C’est par exemple le cas des
thiols comme I'acide 3-mercaptopropionic (Zhao et 4999), ou du systéme biotine-avidine
(Ouerghi et al., 2002).

Le principal désavantage du couplage covalent a3t gécessite certaines réactions
chimiques pouvant étre toxiques pour les organisétediés. De plus le processus d’adsorption
physique provoque l'apparition de faibles liaiso@kectrostatiques pouvant conduire a la
désorption du biorécepteur (Lagarde and Jaffreandrilt, 2011).

4.3.3.2 Inclusion dans un gel
Les techniques d’inclusion permettent d'encapsudes cellules entieres tout en
maintenant leur activité biologique.

Agarose : L'agarose est un polysaccharide présent dantaices algues (algues
rouges) et qui a un haut pouvoir gélifiant. De pttsst un matériau biocompatible, translucide
et qui est donc fréquemment utilisé pour 'immodalfiion des biorécépteurs. L’agarose peut étre
utilisé en association avec d’autres composés poumobiliser leur biorécepteur, comme
I'acide nitrilotriacétique (NTA) (Lan et al., 2012 le sol-gel (Ferro et al., 2012).

Alginate : L'alginate de sodium est un polysaccharide pmégskans certaines algues
(algues brunes) et, comme l'agarose, en plus d’Bioeompatible il a un excellent pouvoir
gélifiant. Il existe de nombreux travaux détailldmncapsulation de cellules entieres dans des
billes ou des gels d’agarose. Des cellules d'uneatg®nt par exemple pu étre encapsulées en
vue de mesurer la biosorption du cadmium (Aricaakt 2001) ou encore. des bactéries
immobilisées ont servi de biorécepteur a un capéeDBO (Villalobos et al., 2010).

Chitosan: Tout comme l'agarose et 'alginate c’est un malgcharide. On le produit a
partir de la chitine, elle-méme extraite de car@gade crustacés. Le chitosan a I’exceptionnelle
particularité d'étre chargé positivement (en milieeide), ce qui lui permet de réagir avec tous
les composés biologiques chargés négativement ipdes bactéries par exemple) et donc de
les fixer solidement par liaison ionique. Cettehteique a pu étre utilisée pour immobiliser une
enzyme, la glucose oxydase dans le cadre de la amig®int d’'un capteur a glucose (Miao et
al., 2001).
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Sol-gel: C’est une technique trés attractive qui conséstenfermer les molécules ou
organismes d’intérét dans un matériau vitreux imoigue synthétisé a température ambiante.
Le matériau formé est doté de grandes propriétésgqugs (transparences) et mécaniques
(rigidité) apprécié dans des biocapteurs a transaluoptique (Gupta and Chaudhury, 2007).

Polyacrylamide: Les gels de polyacrylamide sont obtenus par pélysation du
monomere acrylamide en présence d'un autre monotiésactionnel et donc réticulant, le
N,N'-méthyléne bisacrylamide (ou un équivalent). p@rosité des gels obtenus dépend de la
concentration totale en monomeéres et de la proporti'agents monomeres réticulants (le
bisacrylamide). Un capteur ampérométrique a acetaphiene (paracétamol) a pu étre mis au
point grace a I'immobilisation d’'une enzyme, la @eydase du raifort, dans un gel de
polyacrilamide (Gonzalez-Sanchez et al., 2011).

Le principal désavantage de l'inclusion des biopéears dans un gel est la création
possible d'une barriere de diffusion ou un blocatgs pores par des polymeres de taille
importante (Abu-Rabeah et al., 2009). Ainsi dandaiBs cas on constate une altération de la
sensibilité du biocapteur (Lei et al., 2006).

4.3.3.3 Confinement

Le confinement consiste a isoler les biorécept@upsoximité du transducteur au sein
d’un compartiment fermé par une membrane sélectivaxiste deux stratégies :

La filtration sur membranes : une solution contenant les biorécepteurs ettél a
travers une membrane de Téflon (Arakawa et al.,120de polycarbonate (Lei et al., 2004),
d’acétate de cellulose (Lanyon et al., 2006), deate de cellulose (Gilbert et al., 2011), de
silicone (Lawrence et al., 2013), de quartz (Védrat al., 2003) ou encore de nylon (Narang et
al., 2011). Les éléments biologiques d’intérét salotrs piégés dans les mailles du filtre. Cette
membrane étant ensuite fixée sur le transducteur.

Les membranes de dialyse la seconde stratégie consiste a retenir lesébapteurs
pres du transducteur a I'aide de membranes degtialg porosité de cette derniére étant choisie
en fonction de la taille du biorécepteur et deséuoles étudiées (Simelevicius et al., 2012).

4.3.3.4 Réticulation

La réticulation est le processus par lequel de$épmes sont liées entre elles a l'aide
d’'un agent de réticulation (glutaraldéhyde, acidgedazobenzidin-2,2’-disulfure...). Ainsi, le
glutaraldéhyde possede deux groupements aldéhysks extrémités, qui réagissent avec les
groupements amines primaires des protéines. Orembtinsi un gel réticulé trés stable,
néanmoins des problemes de superposition de biaulelg apparaissent et il peut en découler
un effet sur la sensibilité du biocapteur. La rélddion est parfois utilisée en complément
d’autres méthodes pour améliorer la stabilité mépen de la structure, on parle alors de co-
réticulation.

4.3.3.5 Co-réticulation
On associe parfois d’autres molécules (protéinggaeius) lors de la réticulation afin
d’augmenter les performances de I'immobilisatiom. &socie ainsi frequemment I'albumine de
sérum bovin (abrégée BSA pohovine serum albumjn(Chouteau et al., 2004) ou la gélatine
(Akyilmaz and Dinckaya, 2005) au glutaraldéhyde omnagent réticulant. Cette méthode
simple et rapide offre une bonne perméabilité dextéons pour les mesures électrochimiques.
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Mais les méthodes de réticulation et co-réticulationt certains désavantages, en
particulier celui de créer des ponts entre les pesufonctionnels situés a la surface de la
membrane des microorganismes et le glutaraldéhpdgesi la survie des cellules peut étre
compromise. C’est pourquoi le temps de contacteelgtrbiorécepteur et I'agent réticulant doit
étre choisi avec la plus grande rigueur.

4.3.3.6 Langmur-Blogett

Un film de Langmuir-Blodgett contient une ou plusie couches monomoléculaires
d'une substance organique, déposées a la surfacdiquide sur un solide en immergeant le
substrat solide (une lamelle de quartz par ex.sdadiquide. Une monocouche est adsorbée de
facon homogéne lors de chaque étape d’'immersionprBnédant a plusieurs passages, il est
possible d'empiler ainsi jusqu'a plusieurs dizaide@snonocouches (la limite possible dépendant
du type de molécule). Ainsi des films d'épaissends tprécise peuvent étre formés. Cette
épaisseur est exacte car I'épaisseur de chaquecmocioe est connue et peut donc étre ajoutée
afin de trouver I'épaisseur totale du film. Les moouches sont assemblées verticalement et
sont généralement composées de molécules amplspdiiec une téte hydrophile et une queue
hydrophobe (acides gras tels que l'acide béhérogua stearylamine).

Si I'on dispose d'une biomolécule adéquate poue ¢ethnique de dépbt et susceptible
de fixer les molécules a détecter, la conceptiocahteur est aisée. Cependant il est concevable
gue ce ne soit généralement pas le cas. Ausséié anvisagé une procédure plus générale qui
consiste a inclure dans la cuve, au moment dedhsgetion du film, un faible pourcentage du
biorécepteur. Il est ainsi possible de le fixer kuguartz via le film de Langmuir-Blodgett qui
joue alors le réle d'un filet aux mailles suffisaemb [Aches pour autoriser la détection, sans
pour autant permettre aux biorécepteur de quitesurface du quartz.

Un film de Langmur-Blogett contenant une enzyme kilayrylcholinesterase) a ainsi
été utilisé pour détecter les pesticides organaékl¢Wan et al., 2000).

4.3.3.7 Adsorption physique

Billes magnétique: Les billes magnétiques servent a fixer le biepteur qui fixera a
son tour les espéces cibles. Leur utilisation pérdi@ugmenter la surface active et de ce fait
augmenter la sensibilité. L’application d’un champagnétique permet d’attirer les billes
magnétiques et leur revétement biologique contrerdasducteur. Leurs applications sont
extrémement variées et peuvent étre utilisées amegrand nombre de mode de transduction et
des biorécepteurs (immunoglobulines et acides nueds principalement) (Jaffrezic-Renault et
al., 2007).

Nanomatériaux : Récemment les hanomatériaux ont joué un roladjssant pour le
développement des biocapteurs. Typiquement les peatioules d'or, les nanobilles
magnétiques et les nanotubes de carbone ou de nvent a immobiliser un grand nombre de
biorécepteur pour les biocapteurs électrochimiguEssi les nanotubes de carbone ont été
beaucoup exploités pour immobiliser des bactédesime I'ont réalisé par exemple (Huang et
al., 2004; Timur et al., 2007). Des travaux mendésdes nanoparticules d’or ont montré qu’ils
pouvaient servir de support pour immobiliser decepdeurs a cestrogene (Xia et al., 2010). Pour
ce qui est des nanoparticules magnétiques de nlesvapplications biomédicales sont en train
d’émerger dans le domaine des biocapteurs (margudgenédicaments, IRM, etc ) (Osaka et
al., 2006).
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Le Tableau 16 récapitule les techniques d’immoétlen fréquemment utilisées ainsi
gue leurs principaux avantages et inconvénients.

Tableau 16 : techniques d'immobilisation du biorécgteur sur le transducteur, d’apres (Jaffrezic-Renallt

et al., 1994)

Technique
d'immobilisation

Avantages

Inconvénients

Couplage covalent

Grande stabilité et grande variété de
réactions possibles

Nécessite une surface de transducteur ou
de membrane fonctionalisable

Inclusion dans un gel

Biocompatible donc applicables aux
organismes entiers

Biorécepteur non directement en contact
avec le transducteur

Confinement

Le biorécepteur reste libre dans un
compartiment fermé par une membrane
sélective et conserve une activité
maximale

Technique complexe

Réticulation

Peut étre utilisé pour augmenter la
stabilité des édifices obtenus avec des
techniques d'adsorption physique ou

d'inclusion dans un gel

Difficulté pour contrdler le degré de
réticulation

Co-réticulation

L'utilisation d'une protéine inerte permet
de minimiser l'inactivation du
biorécepteur par I'agent réticulant

Difficulté pour contrdler le degré de co-
réticulation

Langmuir-Blogett

Technique douce et obtention d'édifices
supramoléculaires bien contrélés

Stabilité de I'édifice médiocre en solution.
Réservé aux transducteurs plans

Adsorption physique

Grande simplicité

Désorption de la molécule lors de
variations de pH ou de la force ionique

4.3.4 Applications a la surveillance de I’environnement

Nous venons de voir les grandes catégories de pieaess existants, dont le
fonctionnement est basé sur un vaste choix de bteptéurs associés a des transducteurs

adaptés.

Les applications des biocapteurs sont trés diveragsoalimentaire, santé, industrie...

Dans le cadre de ce travail nous nous intéressearmoiggiement aux dispositifs impliqgués dans la
surveillance de I'environnement.

De nombreux travaux de recherche portent sur laadi@n de polluants présents dans
les matrices urbaines. Nous allons donc préseptgebiocapteurs développés pour la détection
des toxiques présents dans les RUTP ainsi quelliatian de I'impact de ces composés sur des
especes aquatiques. Aussi nous ne nous traitenomsles capteurs a cellules entiéres. Ce type
de capteur est principalement développé en labiveatt un petit nombre seulement d’études
ont été menées sur des effluents réels, et un remecore plus faible a pu étre testé dans des
conditions réelles. Dans un second paragraphe maiterons spécifiquement des travaux ayant
abouti & des mesures de terrain.
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4.3.4.1 Détection et évaluation de lI'impact de toxiques au laboratoire
Ce paragraphe traite des biocapteurs a cellulésrestdéveloppés pour la surveillance
de I'environnement, a savoir pour la détection abedues (substances prioritaires de la DCE)
ou I'évaluation des effets de matrices environnetaes sur des organismes aquatiques.

Détection / effets des ions nutritifs Un biocapteur conductimétrique a été développé
pour la détection des phosphates. Son fonctionnemepose sur I'étude de la phosphatase
alcaline de cellules algale<( vulgarig immobilisées par réticulation. Grace a ce type de
capteur les auteurs de ces travaux ont obtenu iamigelde détection de 0,4 uM (Guedri and
Durrieu, 2009).

Détection / effets des ETM :Le méme biocapteur conductimétrique a égalememni se
pour la détection du cadmium. La mesure de la phatgse alcaline a permis d’obtenir une
limite de détection de ce métal de 1 ppb (Guedd Rarrieu, 2008).

Un biocapteur bactérien basé sur une transductiopéaométrique a été développé
pour la détection des ions Eupermettant d’obtenir une limite de détection derdre du pM
(Lehmann et al., 2000).

Détection / _effets d’herbicides : De nombreux auteurs ce sont intéressés a la
problématique des herbicides dans les milieux dquas et ont opté pour des transductions
optiques basées sur la fluorescence de la chlotlgpblgez les algues unicellulaires (Védrine et
al., 2003; Nguyen-Ngoc and Tran-Minh, 2007; Pefa¢ueez et al., 2009).

Toutefois selon la nature des pesticides a dételeeemesure de la fluorescence
chlorophyllienne peut s’avérer inefficace. Ainsadtres auteurs ont privilégié une transduction
électrochimique. C’est le cas par exemple de Claugg al (2005) qui ont travaillé sur des
herbicides organophosphorés, et qui ont montré&paductimétrie que ces molécules inhibaient
I'acétylcholine estérase des microalgu€s vulgaris immobilisées par réticulation sur des
microélectrodes en or (Chouteau et al., 2005).

Des travaux ont également eu lieu en milieu salides biocapteurs basés sur I'étude
de I'activité estérase d’algues marines ont perdesguantifier I'effet de différents herbicides
(Guedri, 2010).

De récents travaux ont permis d’abaisser les lisnite détection des pesticides a des
valeurs tres basses en étudiant par conductimédétylcholine estérase de cyanobactéries, de
I'ordre de 10"*M pour le DCMU (Tekaya et al., 2013).

4.3.4.2 Monitoring in situ
Les biocapteurs ont peu été utilisés sur le terdaim sites d’étude étant peu favorables
a ce type de mesures exigeantes en matériel.
Toutefois quelques réalisations importantes méritedtre mentionnées.

Mesure de la DBO: La demande biochimique en oxygéne (DBO) est lantjté
d’oxygene qu'il faut fournir a un échantillon d’egnour minéraliser par voie biochimique les
matieres organiques biodégradables contenues deas (Chocat, 1997). On la calcule en
général au bout de 5 jours dans le noir (on pddesale DBQ). Ce paramétre est le plus utilisé
en station d’épuration et concernant les RUTP ellitpétre utile, en particulier pour évaluer les
risques d’effets de choc, de distinguer la DBO démlble attachée aux MES, la DBO colloidale
et la DBO dissoute.
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La détermination rapide de la DBO (30 mn) peut @fveenue par des méthodes basées
sur les biocapteurs (Marty et al., 1997). La plapdes capteurs a DBO sont des capteurs de
type biofilm microbiens a cellules entieres, qupesent sur la mesure du taux de respiration
bactérienne, situé a proximité d’un transducteraprié. Une caractéristique commune de ces
capteurs est qu'ils sont constitués d'un film ntéea pris en sandwich entre une membrane de
cellulose poreuse et une membrane perméable auxcgaune élément de reconnaissance
biologique. Ce film microbien est une populationcrebienne immobilisée qui peut oxyder le
substrat organique a quantifier. Il est égalemeonssible d'utiliser d'autres organismes
unicellulaires hétérotrophes tels que les mycdtastéaction est en général une variation de la
concentration en oxygéene dissous ou d'autres phénesntels que I'émission de lumiere. Un
capteur physique est utilisé pour surveiller cecpssus (électrode de Clark). Le résultat est un
changement du signal électrique ou optique. Le digrst amplifié et corrélé a la teneur en
matériau biodégradable mesurée.

Ce type de capteur a été utilisé pour mesurer emiraoe la DBO dans divers
échantillons provenant de rejets industriels (usieelatex, hépitaux, compagnie de transport,
société de lavage de voitures, ...) grace a l'utiitda de microorganismes présents dans des
boues activées et immobilisés dans un gel d’algifumlanghan et al., 2008).

Les capteurs a DBO ont également été utilisés earrdjets domestiques. Des travaux
menés a l'université des sciences et technologied@hg Kong, ont montré qu’il était possible
de travailler sur des rejets domestiques richeN&@l a cause de l'utilisation d’eau de mer dans
les sanitaires. Ainsi grace a l'utilisation de lews résistantes au sel les auteurs ont mis en
évidence que ce type de biocapteur permettait faefliance de la DBO des zones cotieres
(Lehmann et al., 1999).

Détection des ETM Un biocapteur bactérien pour la détection etdamgification des
métaux dans I'environnement a été développé etemiapplication sur le terrain par Charregr
al. (2011). Les auteurs de cette étude ont mis aatpdés cartes bactériennes avec quatre
souches &. Coli génétiguement modifiées capables d’exprimer unegeodant pour une
protéine luminescente lors d'un contact avec undémuoe d’intérét, en I'occurrence ici un
métal.

Malgré de bons résultats sur des échantillons deumeépris a part, les auteurs ont
pointé d'importantes difficultés d’interprétatioresl données lorsque les métaux se retrouvent
ensemble. De nombreuses réactions croisées etetbesfynergiques ont pu étre mis en avant.
(Charrier et al., 2011a, 2011b).

Détection de pathogénes Il peut étre fort utile de détecter certainshmatenes dans
les milieux aquatiques afin d’éviter des problérsasitaires que ce soit au niveau des eaux de
consommation ou des eaux de baighades. Certairsuraubnt décrit les applications des
biocapteurs a aptameéres pour la détection des gaties : virus, bactéries, parasites (Wang et
al., 2012). Nous pouvons citer une technique inntegour la détection des salmonelles, basée
sur des biorécepteurs nucléotidiques (apatamémespbilisés sur des billes magnétiques (Joshi
et al., 2009).

Nous pouvons faire a nouveau le constat du failolmbre d’études réalisées sur des
effluents réels et/ou sur le terrain.
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Résumé du chapitre 4
Deux approches sont possibles pour étudier la it@xid'un effluent : une approci
fondée sur I'étude des substances contenues dangfleients et une seconde fondée
leffluent lui-méme. Une fois [I'approche choisie, ous avons présenté les te
écotoxicologiques (ou bioessais) utilisés en rautiomu émergents permettant d’évaluet
toxicité d’'une matrice sur un organisme. Enfin n@aw®ns mis en avant le fonctionnemen
I'intérét que pouvaient représenter les biocapt@ang la surveillance de I'environnement.
Que faut-il retenir ? Il n’existe pas une méthodere technique permettant d’éval
les dommages engendrés par un polluant, une agtisitr I'écosystéme, ou méme sur un
type trophique. Les bioessais ont pour vocatiomales éclairer sur les effets et les mécanis
d’action des toxiques sur les étres vivants. Nouma vu qu’ils se déroulaient en laboratoirg
malgré I'information indispensable qu’ils apporteétaient incomplets car éloignés du terr
Aussi la grande diversité de biocapteurs qui émeitgpuis de nombreuses années tef
apporter un début de solution a ce probleme bieéa kpur actuelle il reste encore de nombr
verrous techniques a lever avant d’obtenir un aétd outil de surveillance de I'environneme
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Bilan de |'étude bibliographique

L’étude de la littérature nous a permis de prégelatesituation actuelle en matiére de
gestion des eaux pluviales en France. Aprés avaiti€ le contexte réglementaire et les outils
techniques présents en milieu urbain, nous nousmssmintéressés a leur composition. Les
rejets urbains de temps pluie comportent un grasrdbre de polluants organiques et minéraux
en rapport direct avec I'occupation des sols dusimasersant et les activités humaines du
territoire. Ces rejets sont susceptibles d'impaldagualité physicochimique du milieu récepteur
mais également sa qualité écologique. Ces impddfsciles a prévoir, peuvent étre évalués a
I'aide d'outils de laboratoire, les bioessais éadtologiques. Ces tests fournissent des
informations quant aux effets des polluants ou m@srices sur un type d’organisme voire un
type trophique. Mais malgré des atouts indénialllessouffrent d’'un défaut important dans
notre contexte ; celui de fournir des informatiati§érées de I'événement pluvieux. Aussi nous
nous sommes intéressés aux biocapteurs car calesrtutils capables tout comme les bioessais
de nous renseigner sur la dangerosité d’un échamtihais de maniere plus fine et plus rapide
gue ces derniers. Toutefois, ces outils sont enaorstade du développement et tres peu de tests
« grandeur nature » ont été réalisés a ce jourstQdeurquoi aujourd’hui malgré les progrés
importants de la recherche réalisés ces dernigreées, nous manquons sérieusement d’outils
de surveillance de I'environnement.
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5 Description des sites et du matériel d’étude

5.1 Criteres de choix
Dans le cadre de la fédération de recherche OTHésgntée en introduction) trois
ouvrages ont été sélectionnés, en fonction de fenctionnement (traditionnel ou technique
alternative), des caractéristiques de leur bassnsant, de leur facilité d'acces et des
connaissances préexistantes.
Nous avons ainsi retenu (Figure 14) :
* un déversoir d'orage, représentatif du fonctionnetmé&’'un réseau unitaire et basé a
I'aval d’'un bassin versant de type résidentielugisur la commune d’Ecully) ;
+ deux bassins de rétention et d'infiltration des »xateprésentatifs des techniques
alternatives et situés a I'aval d'un bassin versdntype industriel (sur la commune de
Chassieu) et routier (sur la commune de Bron).
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Figure 14: localisations des sites étudiés dansdadre de cette étude source : googie maps

Les ouvrages d’Ecully et de Chassieu sont instruégsenpar I'OTHU et ces
infrastructures servent de support a nos recherdbes stations de mesures sont installées et
renferment divers instruments: des capteurs meswercontinu, avec un pas de temps de 2
minutes, des paramétres quantitatifs (hauteur ¢&tsse) et qualitatifs (température, pH,
conductivité et turbidité) sur les effluents. Unengpe péristaltique a débit constant de 1 I/s et
une vitesse moyenne de succion de 1 m/s, alimentoetinu un canal de transfert dans lequel
sont placés les capteurs qualitatifs. Les captqueshtitatifs sont eux installés directement dans
les collecteurs (Figure 15).
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Figure 15 : station de mesure et schéma de principen place sur les sites OTHU, source : OTHU

5.2 Le déversoir d'orage d’Ecully
Ecully est une commune située dans la banlieuetaleetyon (7000 EH environ). Le
bassin versant est une zone d’habitat résidentmtemnement dense, imperméabilisé a 45 %.
Ce bassin est drainé par un réseau d’assainissemajotritairement unitaire, avec quelques
troncons séparatifs (dans sa partie haute), cingspdéversoirs d’orage et le déversoir du
Valvert a I'aval, au niveau de I'exutoire. L'enselmlmes effluents des déversoirs se jette dans
les ruisseaux des Planches et le Trouillat lors @esnements pluvieux sans passage par un
systeme de traitement. Le déversoir du Valvertlegtoint principal de mesure (mesurage du
débit et des flux de polluants). Le point de prél@ent de la pompe se situe dans la canalisation
situe a 3 m en amont du déversoir d'orage. Le Tabl&7 récapitule les caractéristiques

principales du bassin versant d’Ecully.
Tableau 17: caractéristiques du site d'Ecully, d’'apes (Dembélé, 2010)

Commune Ecully
Coordonnées N 45°45'58" - E 4°46'09""

Type d'ouvrage Déversoir d'orage

Type de BV Résidentiel

Réseau Unitaire
L Surface | ,. Talux. N~ Pente cocteffi\cient de Temps de séjour
Caractéristiques d’'imperméabilisation ruisselement
245 ha 42% 2% 0,15 15 mn

Milieu récepteur

Ruisseau des planches
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Déversoir d'orage

Ruisseau des planches

Figure 16 : ruisseau des planches et déversoirs dage a Ecully, photographie personnelle

5.3 Les bassins d’infiltration et de rétention des eaux
Nous avons sélectionné deux ouvrages situés dass Iyonnais, composés de deux
bassins en série. Le premier est un bassin deti@tequi a pour but de décanter les eaux
collectées avant de les infiltrer dans le secorgbima

5.3.1 Chassieu

Le site de Chassieu est constitué d'un bassin wmershune surface de 185 ha, a
dominante industrielle drainée par un réseau sépgfagure 17). Le réseau pluvial a pour
exutoire un bassin de décantation suivi d’'un baskinfiltration (Figure 18) situé au-dessus
d’'une nappe dont le toit est a 13 metres de prafandLes volumes respectifs des deux bassins
sont de 32 000 (11 000 m? de surface) et 61 006 (8 000 m? de surface). L’'ensemble est
situé dans la plaine de I'Est Lyonnais dont le $wiem est composé de dépdts fluvio-
glaciaires.

Le bassin de rétention recoit en permanence, es @&s eaux pluviales, des eaux de
temps sec issues de process industriels de la @mex de refroidissement par exemple). Le

point de prélévement de la pompe se situe danshalisation a environ 10 m en amont de
I'exutoire du réseau.
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g : P e ————
Figure 17 : bassin de rétention (BR) (a gauche) dtinfiltration (Bl) (a droite) des eaux de Chassieu
source : google maps

.

Figure 18 : bassin de rétention des eaux de Chagasig@ar temps sec (a gauche) et par temps de plui (
droite), photographies personnelles

Le Tableau 18 récapitule les principales caradiguss du bassin versant de Chassieu
tandis que le Tableau 19 présente quelques adieitéources de pollution sur ce méme bassin

versant.
Tableau 18: caractéristiques du site de Chassieuapres (Dembélé, 2010)

Commune Chassieu
Coordonnées N 45°44'176- E 4°57'490""
Type d'ouvrage BR/BI
Type de BV Industriel et commercial
Réseau Séparatif et eaux de process (erreurs de branchement ?)
Lo Surface . Talux I Pente co<.eff|\C|ent de Temps de séjour
Caractéristiques d’imperméabilisation ruisselement
185 ha 75 % 0,4% 0,4 32 mn
Milieu , .
récepteur Nappe de I'est lyonnais
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Tableau 19: activités et pollutions sur le BV de Cdissieu,_source : association mi-plaine entreprises

Activité

Pollution dominante

Fabrication de machines-outils

Fabrication, vente et matériel de soudage

Métallurgie

Mécanique de précision - usinage

Miroiterie, vitrerie

Fonderie, alliages légers et cuivreux

Fabrication outillage en carbure de tungstene et diamant

Polissage, traitement des métaux

Distributeur de zinc

métaux

Mécanique générale

métaux, hydrocarbures

Imprimerie

métaux, solvants

SAV et commerce de moteurs diesel

métaux, hydrocarbures

Transport international

hydrocarbures, métaux

Transformation de matiéres plastiques

hydrocarbures, alkylphénols

Distribution de pétrole et dérivés

hydrocarbures

Distributeur et fabricant de résines

hydrocarbures, solvants

Mécanique, tolerie, peinture, dépannage

solvants, métaux, hydrocarbures

Matieres premieres pour cosmétiques

Commerce de revétement de surface

solvants

Peinture industrielle

solvants, métaux

Fabrication bois et mobilier aluminium

pesticides, métaux

Distribution de produits chimique pour industries

Recyclage et récupération

Fabrication négoce de produits pour laboratoires

tt types

5.3.2 Bron

Le site de Bron est composé d’un bassin de dédantdes eaux situé en amont d’'un
bassin d’infiltration, tous deux en aval d’'un paugipour poids lourds d’'une capacité de 350
places (Figure 19 et Figure 20). Le Tableau 20 piéake les caractéristiques principales du

bassin versant de Bron.
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| agwia 4301 Guoghe: Wodenr ems e Map Waser  begraies o rimsene 5

Figure 19: bassin versant (en roge) du bassin détention (en noir) jouxtant I'aéroport de Lyon — Bron,
source : google maps

Bassin
d'infiltration

Surverse

Bassin de
rétention

Déshuileur

Figure 20: site par temps sec, photographie persosiie

Il faut noter un imprévu arrivé au cours de ce aihv ce parking a été fermé a partir
du 16 novembre 2011 et n'a pas été réoccupé de@eisimpondérable a eu des conséquences
guant a la variation de qualité des eaux rejeté@es de bassin comme nous le verrons par la

suite.
Tableau 20 : caractéristiques du site de Bron, rel&s personnels

Commune Bron
Coordonnées N 45°43'53.82"- E 4°56'6.48"

Type d'ouvrage BR/BI

Type de BV Routier (parking P.L)

Réseau Séparatif stricte
. Surface ). Talux I Pente cogffi\cient de Temps de séjour
Caractéristiques d’'imperméabilisation ruisselement
4 ha 100 % ? ? ?

Milieu récepteur Nappe de I'est lyonnais
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Nous concluons ce paragraphe par un récapitulatfahractéristiques des sites étudiés

(Tableau 21).
Tableau 21: récapitulatif des sites étudiés, d’ape(Becouze-Lareure, 2010)

Site Chassieu Ecully Bron
Surface totale (ha) 185 245 4
Industriel Résidentiel Stat!onnement
. poids lourds

Occupation du
(% de la surface Espaces verts 20 60

totale) Zones agricoles 4 5

Espaces naturels

5.4 Protocole d’échantillonnage

Les prises d’échantillons ont été faites manuelleime I'aide de flacons de 2L en
plastique (PEHD) et apres 3 ringages du contenaet Beffluent a recueillir.

Ces prélevements ont été réalisés au cours d'umedeé de temps sec ou d'une
période de temps de pluie. Les échantillons préemé se veulent pas représentatifs de
I’évenement pluvieux au cours duquel ils ont été&ol#s, ce sont des «instantanés » et
représentent donc I'état du rejet uniqguement au erdgrdu prélevement.

Il aurait été possible d'utiliser les préleveurdamatiques existants pour reconstituer
un échantillon moyen d’'une pluie, mais au vu der Imanque de fiabilité et de la logistique
nécessaire a leur bon fonctionnement nous avonkivmrivilégier la souplesse et la réactivité
afin de récupérer un plus grand nombre d’échamtsllo

5.5 Protocole d’'analyse
Bien que nous ayons fait le choix d’'une approchet@dcologique « matrice » il nous
a semblé fondamental de connaitre la nature etukntifé des polluants présents dans nos
échantillons. Ainsi nous avons recherché systématitent certains ions et métaux et quand
cela était possible (codts, volumes) la pollutisgamique (cf. ci-apres).

lons :sur chaque échantillon nous avons analysé (esrrin) la quantité de nitrates
(NOy), de phosphates (RO, de sulfate (S¢}) et de potassium (K dans la fraction dissoute
(analyses réalisées par chromatographie ioniquetrri Scientific Dionex DX-100).

Métaux : cinq métaux lourds (plomb, cadmium, nickel, ceiet chrome) ont été dosés
(en interne) sur la fraction dissoute par specwpsrd’absorption atomique (Hitachi Z-8200).

Organigues: en paralléle, pour certains échantillons, deslyses non réalisables en
interne ont été commandées au Service Central diApadu CNRS afin de doser certains
composés organiques figurant dans la liste destanbss prioritaires de la DCE (en gras) et de

7 . . . .
Institut des Sciences Analytiques - UMR 5280 Dépment Service Central d’Analyse (SCA) 5 rue deDlaua— 69100
VILLEURBANNE - France
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la directive 2006/11 (souligné). Ces dosages oatréalisés par chromatographie en phase
gazeuse associée a la spectrométrie de masse a tkmm| (GC-ToF, AGILENT 6890N) et en
chromatographie liquide a haute performance assokzita spectrométrie de masse (AGILENT
100/1200 et ABSciex/3200 QTRAP). Lorsque la quéntdieé MES était suffisante I'analyse de la
fraction particulaire a pu étre réalisée en comgeénde la fraction dissoute.

Tableau 22 : liste des substances organiques rechkées. En gras les substances prioritaires de la BC
(annexe X) et en souligné les substances de ladiset Il de la directive 2006/11

Pesticides HAP Alkylphénols

Alachlore Anthracéne Nonylphénols (4-nonylphénol)
Aldrine Acénaphtene Octylphénols (para-ter-octylphénol)
Atrazine Benzo (a) Anthracéne Pentachlorophénol

Chlorpyrifos
Chlorfenvinphos

op DDT

pp DDT
pp DDE

pp DDD
Dieldrine
Diuron
Endosulfan
Endrine
Hexachlorobenzéne
Hexachlorobutadiéne
Hexachlorocyclohexane
Isodrine
Isoproturon
Simazine
Trichlorobenzéne (TCB)
Trifluraline

Benzo (a) Pyréne
Benzo (b) Fluoranthéne
Benzo (k) Fluoranthéne
Benzo (g, h, i) Péryléne

Chryséne
Dibenz (a,h) Anthracéne
Fluoranthéne
Fluoréne
Indéno (1, 2, 3) Pyréne
Naphtaléne
Phenanthréne
Pyréne

5.6 Bilan des prélevements et analyses
Les analyses des ions et des métaux ont été faitekn fraction dissoute uniquement.
Pour les organiques la fraction particulaire a at@alysée lorsque cela était techniguement

possible.

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon

97



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie B : Démarche expérimentale - Description des sites et du matériel d’étude

Tableau 23: bilan des prélévements et analyses risafs. d = analyse de la fraction dissoute uniquenten
d+p = analyse de la fraction dissoute et particulag

Analyses réalisées
Bassin versant Date Temps lons ETM Micropolluants
nutritifs organiques
18/01/2011 sec d d
03/02/2011 sec d d
24/02/2011 pluie d d
03/03/2011 sec d d d+p
20/05/2011 sec d d d+p
Chassieu 13/07/2011 | pluie d d
(GlfeF;:‘:)Le‘éee";TSit: 19/10/2011 | pluie d d
7 temps sec) 02/01/2012 pluie d d d+p
05/01/2012 pluie d d d+p
20/02/2012 sec d d d
16/03/2012 sec d d d
25/04/2012 sec d d
21/05/2012 pluie d d d+p
03/02/2011 sec d d
Ecully 24/02/2011 | pluie d d
;‘E'tzr:f;";;“;:z 03/03/2011 | sec d d d+p
2 temps sec) 19/10/2011 pluie d d d+p
21/05/2012 pluie d d d+p
31/05/2011 pluie d d d+p
Bron 13/07/2011 | pluie d d
(5 prélevements -
5 temps de pluie) 19/10/2011 pluie d d d+p
02/01/2012 pluie d d d
21/05/2012 pluie d d d
Tableau 24 : nombre d’échantillons collectés et ahgsés
Chassieu
lons nutritifs ETM Micropolluants organiques
Temps sec Temps de pluie | Temps sec Temps de pluie | Tempssec  Temps de pluie
Dissous 7 6 7 6 4 3
Particulaire 0 0 0 0 2 3
Ecully
Dissous 2 3 2 3 1 2
Particulaire 0 0 0 0 1 2
Bron
Dissous / 5 / 5 / 4
Particulaire / 0 / 0 / 2
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6 Bioessais

6.1 Matériel biologique

Nous avons sélectionné trois souches de microaldégsprésentées dans la partie A :
Chlorella vulgaris Pseudokirchneriella subcapitat@et Chlamydomonasreinhardtii. Elles
proviennent de I'algotheque du Muséum National didire Naturelle (MNHN).

Les souches de microalgues sont entretenues paguege hebdomadaire dans le
milieu LC oligo (AFNOR, 1980) pouc. vulgaris et P. subcapitataet dans le milieu Tris
Acétique Phosphate (TAP) powe. reinhardtii (Gorman and Levine, 1965) préalablement
stérilisé par autoclavage (20 minutes, 130 °C,Hda6s). Les souches sont maintenues dans un
cycle nycthéméral de 16 heures d’éclairement & 300@t 8 heures d’obscurité.

6.2 Réactifs utilisés

Tableau 25 : liste des réactifs utilisés, fournisar Sigma-Aldrich a I'exception du silicate de sodim fourni
par Riedel-de-Haen

AFNOR Oligo LC (Annexe)
TAP (Annexe)

Milieux de culture

Paranitrophénylphosphate (pNPP)
Méthylumbelliférylphophate (MUP)
Méthylumbelliférone (MUF)

Substrats et réactifs pour la mesure de la
phosphatase alcaline

Fluorescéine Diacétate (FDA)
Substrats et réactifs pour la mesure de I'estérase Chlorure d’acétylcholine (AChCI)

Fluoresceine

tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Substrats et réactifs pour la mesure de la catalase Peroxyde d'hydrogene (H,0,)
Tris-HCL
Tampons Citrate

Phosphate de potassium

Effluents
Toxiques Diuron (DMCU)
Atrazine

Acide 3-Mercaptopropionic (MPA)
Alginate de sodium

Immobilisation Chlorure de calcium (CaCl,)

du biorécepteur Agarose

Silicate de sodium (NaOH 10% SiO, 27%)

Nanoparticules de silice (Ludox)

Peroxyde d'hydrogene (H,0,)
Nettoyage des électrodes Acide sulfurique (H,SO,)
Ethanol (CH5CH,0H)

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
99



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie B : Démarche expérimentale - Bioessais

6.3 Bioessais sur algues libres
Nous présentons ici les bioessais réalisés sualgses libres, a savoir les mesures
d’activités enzymatiques, de I'efficacité photodyétique (fluorescence chlorophyllienne) et de
la croissance cellulaire.

6.3.1 Activités enzymatiques

6.3.1.1 Principe

Nous suivons l'activité de trois enzymes chez lted@hlorella vulgaris(nous avons
vu dans la partie A que ce sont des biomarqueutsxeité pertinents).

Pour la mesure de l'activité estérase et phosphasésaline les essais se déroulent
dans des microplaques Costar 48 puits a fond opdguerincipe repose sur la détection du
produit fluorescent (P) suite a la réaction enteniazyme (E) et le substrat (A) grace a un
fluorimetre. L’appareil utilisé (Fluostar de BMG)epnet une lecture quasi instantanée des
puits. Cet appareil est commandé par le logicieDIBSE permettant d’étudier les cinétiques
enzymatiques.

Substrat >

*

Figure 21 : principe de mesure des activités enzyriques en bioessais

L'appareil fournit une mesure de fluorescence eitésnarbitraires de fluorescence
(U.A.F). Afin de connaitre la relation entre la centration en produit fluorescent et la mesure
en U.A.F nous avons réalisé des gammes de dildiomproduit concerné et des mesures de
fluorescence. Ainsi 1 U.A.F de fluorescéine =>10M et 1 U.AF de MUF = 3.10uM.

6.3.1.2 Activité estérase

Les souches d'algues doivent étre utilisées enviBrjours apres le repiquage
lorsqu’elles sont en phase exponentielle de croissala concentration en algues doit étre de
I'ordre de 16 cellules par ml. On place 500 pl de solution atgalans les puits de la
microplague que I'on met en contact soit avec utiemitémoin (eau ultrapure) soit avec
I’échantillon a tester (effluent). On laisse inculbe mélange dans une enceinte thermostatée a
21 °C et avec une alternance jour/nuit de 16h/&®@0 lux durant un temps t variant de 2 h a
48 h. Une fois la durée d’'incubation terminée, emtcifuge la microplague a 3000 tr/mn afin
d’enlever le milieu et conserver les microalgues.
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Ensuite on incorpore aux algues de 50 pl a 500eusubstrat, en I'occurrence de la
fluorescéine diacétate (FDA) a 20 uM et on compktec de I'eau ultrapure de maniére a ce
que le volume des puits soit constant. On crée nanlignt de substrat de maniere a pouvoir
ensuite tracer vitesse initiale de réaction en fiomc de la quantité de substrat introduite
initialement. La concentration en produit forméuftescéine) dans le milieu réactionnel est
suivie a l'aide du fluorimétre avec les parametdésxcitation et d’émission 480/538 nm. Les
essais répliqués trois fois.

Tableau 26 : composition du milieu réactionnel pouta mesure de l'activité estérase chez. Vulgaris

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8
Algues 500 500 500 500 500 500 500 500
FDA (20 pM) 0 50 100 150 200 300 400 500
Eau 500 450 400 350 300 200 100 0
Total 500 500 500 500 500 500 500 500

6.3.1.3 Activité phosphatase alcaline

(Durrieu and Tran-Minh, 2002) ont montré que poupia une activité phosphatase
alcaline maximale, les algues doivent épuiser lgock interne de phosphate. Pour cela, les
cultures algales en phase exponentielle sont degéés (3000 tours/mn pendant 10 mn) puis
remises en suspension dans un milieu AFNOR LC gshsphate (AFNOR-P) pendant 3
semaines au bout desquelles elles atteignent letivité maximales. Elles sont ensuite
conservées a 4 °C ou elles conservent une actiséstante pendant quatre semaines
(Badreddine, 1996).

On procéde ensuite comme pour la mesure de I'aétestérase ; les algues sont mises
en contact avec l'échantillon test ou avec la sohluttémoin durant un temps t. Apres
centrifugation on incorpore le substrat (Méthylutiierylphophate MUP), du tampon Tris-
HCL (1M, pH 8,5) et on compléte avec de I'eau yitree pour travailler a volume constant. On
suit la quantité de produit formée au cours du te@paide du fluorimetre avec les paramétres
d’excitation et d’émission 355/460 nm. Les essaist snenés en tri réplicas.

Tableau 27 : composition du milieu réactionnel pouta mesure de l'activité phosphatase alcaline chez

C. vulgaris
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8
Algues 500 500 500 500 500 500 500 500
Tris-HCI (1 M, pH 8,5) 50 50 50 50 50 50 50 50
MUP (20 uM) 0 50 100 150 200 250 350 450
Eau 450 400 350 300 250 200 100 0
Total 500 500 500 500 500 500 500 500

6.3.1.4 Activité catalase
La catalase est une enzyme qui catalyse la didiootau peroxyde d’hydrogéne en
dioxygene :

2 H,0, = O, +2 HO
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Le peroxyde d’hydrogéne est une molécule qui alss@r240 nm. Nous pouvons alors
suivre la disparition du peroxyde d’hydrogéne paectrophotométrie a une longueur d’onde de
240 nm. Cependant les protéines et acides amingsrladnt aussi & 240 nm, il est nécessaire
d’éliminer le bruit de fond lié & ces paramétres.

Nous avons évalué I'impact des eaux pluviales dssimade rétention de Chassieu
(18/01/2011) sur l'activité de la catalase. Pouagc@ous prélevons 110 ml d’algues en phase
exponentielle de croissance. Nous ajoutons 110 'eéuk pluviales et nous respectons des
temps de contact de 1, 2 et 3 heures. Les algudsessuite centrifugées a 2000 tr/mn pendant
10 minutes a 24 °C et le culot est remis en suspendans 110 ml de tampon phosphate de
potassium pH 7, 0,05 M. La solution est répartiesdal tubes de 10 ml. Nous y ajoutons du
peroxyde d’hydrogéne a 6,44 mM et de I'acide chydrique a 0,12 mM a t=0 s puis toutes les
30 secondes jusqu'a 5 minutes apres mise en codtastbstrat et des algues. Les solutions
sont ensuite centrifugées a 2000 tr/mn pendant ibOtes a 24°C. Les surnageants sont filtrés a
0,7 um et I'absorbance des filtrats est mesuré40anzn.

6.3.2 Fluorescence chlorophyllienne

Comme pour les bioessais précédents on commencexparser les microalgues a
I'effluent a tester et en paralléle a une solutibeau ultrapure (témoin). Les effluents a tester
ont été utilisés tel quel ou aprées une filtratio®,45 um afin d’éliminer la plus grande partie
des matieres en suspension. Ainsi nous pouvonsiaiiser la part de la pollution sous forme
dissoute de celle sous forme particulaire.

On procéde a la mesure de la fluorescence chlotbghye grace a un fluorimétre
(Varian Cary Eclipse) avant la mise en contactm&sa un temps d’'incubation variant de 2 a
48 h. Les paramétres d’excitation et d’émissiohisés correspondent a I'émission globale des
chlorophylles deC. Vulgaris(résultats non publiés)kex = 460 nm ehem = 680 nm. Ce sont
les variations d’intensité se traduisant par undifiation de la hauteur du pic d’émission qui
sont dans ce cas analysées. Elles sont compat&agyementation de fluorescence induite par le
DCMU qui provoque un blocage complet de la phottlsgse et par conséquent une
fluorescence maximum. Les résultats sont traduits neatiére de pourcentage d’activité
photosynthétique résiduelle selon la formule suigan

AF essai
Ares (%) = m* 100

Avec AF = Fu — Fo, Fu étant la fluorescence avant empoisment et Fo la
fluorescence apres empoisonnement au DCMU 4 n{&ebillard, 1989).

6.3.3 Croissance cellulaire

Les essais d’inhibition de la croissance cellulairg été réalisés selon a la norme en
vigueur (NF EN ISO 8692). Nous utilisons des plkegjae culture cellulaire dans lesquels nous
introduisons 0,5 ml de milieu de culture, 5*1¢®llules de la souche. subcapitateet 4,5 ml du
rejet a tester ou d’eau ultrapure pour I'échantiltémoin. Les essais sont menés en tri réplicas.
Les plaques sont placées sous lumiére continued(80) a 21 °C durant 72h + 2 h.
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La concentration cellulaire des échantillons essunée a I'aide d’'un hématimeétre de
Mallassez et on calcule le taux de croissance fipéei u de I'’échantillon tel que :

InxL — Inx0
T

Avec XL la concentration cellulaire mesurée a fard L, X0 la concentration cellulaire
nominale initiale, tL I’heure a la fin de I'ess&it® 'heure du début de I'essai.

On calcule ensuite le pourcentage d’inhibition Il'éssai tel que :

c— Wi
1) =2 """ 100
He

Avec lc le taux de croissance du témoin et Jile e croissance de I'essai i.

Toutefois les mesures d'activités enzymatiques etfldorescence chlorophyllienne
sont faites sur les algué3. vulgaris cultivées avec le milieu de culture Lefebvre et @aa
(Oligo LC). C’est pourquoi, pour tous les essaialis®s sur effluent non dilué, nous avons
réalisé en paralléle la méme mesure mais en uitlikasoucheC. vulgariset le milieu Oligo
LC.

De plus en parallele des essais sur les effluentdsb nous avons pour certains
échantillons, réalisé des essais de mesure de 4g G@&nhs le but de trouver la concentration en
effluent qui inhibe 50 % de la croissance cell@daiPour cela nous avons procédé comme
précédemment, en utilisant I'effluent brut, puisdudi a 1/10, 3/10, 1/2, 7/10 et 9/10 avec de
I'’eau ultrapure et nous avons préféré le miliewdlure Lefebvre et Czarda (Oligo LC) a celui
préconisé dans la norme en vigueur.
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/ Biocapteurs

7.1 Mesures conductimétriques

Le transducteur conductimétrique est composé de gaires identiques d’électrodes
interdigitées en or commercialisées par I'InstitofeSemiconductors Physics, Kiev, Ukraine.
Les deux paires d'électrodes interdigitées en orl8@ nm d’épaisseur sont déposées sur un
substrat en céramique. Une couche intermédiair€idke 50 nm d’épaisseur a été utilisée pour
améliorer I'adhésion de I'or sur le substrat. Lagkur des doigts constituant les électrodes
interdigitées, ainsi que la distance entre elladeslO um alors que leur longueur est d’environ
1 mm, ce qui permet d’avoir une zone sensible fwacane des deux électrodes d’environ 1
mm2. Pour définir la partie sensible du capteurpdatie centrale a été couverte de résine en
époxyde (Figure 22).

contact 1

Membrane
en epoxy »

electrodes
1.4mm*1.5mm

Smim

Figure 22 : schéma des électrodes interdigité€Shouteau, 2004(A) et zoom sur les interdigitations (B)

Les mesures sont basées sur la détection desivasade conductivité au niveau des
zones sensibles liees a des mouvements dions d@nede et la cathode. Ici, c’est la
phosphatase alcaline (APA) ou l'acétylcholinestéré&ChE) deC. vulgarisqui induisent des
réactions catalytiques produisant des espéces uerigaboutissant aux changements de
conductivité mesurables. Les substrats utilisés sespectivement le paranitrophénylphosphate
(PNPP) pour les mesures de I'APA (Figure 23) ethéorure d’acétylcholine (AChCI) pour la
mesure de I'’AChE (Figure 24).

02“—©—0——§-—--—-0'—- OzN@70H + DHG

I alkaline phosphatase

0 8]
Figure 23 : dégradation du paranitrophénylphosphatepar la phosphatase alcaline

(o] - O -
Cl I Cl

I . - '
H,C—C—0—(CH,;-—N—(CH,), — = H,C—C—0 *+H +0——(CH,;—N—(CH,),
acetylcholinesterase
Figure 24 : dégradation du chlorure d’acétylcholinepar I'acétylcholinestérase
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7.1.1 Techniques d'immobilisation

7.1.1.1 Réticulation via BSA/glutaraldéhyde

L'utilisation de la technique d’immobilisation d’ubiorécepteur avec la BSA a été
introduite par (Dzyadevych et al., 1994) dans lereadu développement de biocapteurs
enzymatiques. Elle a ensuite été adaptée par (€houet al., 2005) pour immobiliser des
microalgues et utilisée par (Guedri, 2010). La meank active est composée de 100ul de
suspension algale a différentes concentration®ahd de BSA. Pour les mesures de I'APA de
C.vulgaris la membrane active contient des algues précamdiies dans un milieu AFNOR-P
et pour les autres mesures (AE de toutes les ssuehBAPA des algues marines) des algues
fraichement repiquées.

La membrane de référence est composée soit de B8Algues non préconditionnées
(mesure de I'APA de&C.vulgari§ ou de membrane « blanche » ne contenant pasugsldl pl
des mélanges ainsi réalisés sont déposés sur ahalmmparties sensibles des microélectrodes
interdigitées puis placés dans une atmosphéreématn glutaraldéhyde pendant 20 minutes afin
de permettre la réticulation des membranes. Erén, électrodes sont laissées a l'air libre
pendant 10 minutes, le temps de sécher.

7.1.1.2 Les couches SAM

Les monocouches auto-assemblées (En anglSialf: Assembled MonolayerSAMS)
ont été utilisées pour la premiére fois pour imnligbr des cellules algales par (Guedri and
Durrieu, 2008). Les électrodes interdigitées sanit td’abord nettoyées aux ultrasons pendant
10 minutes, puis subissent une réduction chimiqareimmersion dans une solution de Piranha
(H.0,/H,SO,, 1:3 v/v) pendant 15 minutes. Les électrodes smduite rincées a I'éthanol
absolu et séchées sous un flux d'air. Les électaasi prétraitées sont immergées dans une
solution d’acide 3-mercaptopropionic (MPA) a 2 mMngant 12 heures a la température
ambiante. Apres la formation des couches SAMsg¢lestrodes modifiées sont rincées plusieurs
fois a I'eau ultra-pure pour éliminer le MPA adsbghysiquement sur la surface de I'électrode.
1 pl de culture algale est ensuite déposé sur llestrédes. On utilise pour cela une culture
d’algues préconditionnée si I'on souhaite étudi@PIA ou en phase exponentielle de croissance
si I'on souhaite étudier 'AE. La deuxiéme électeokste libre et constitue ainsi I'électrode de
référence. Le dépbt sera maintenu 12h sur lesréldes qui seront ensuite lavées avec de I'eau
ultrapure afin d’enlever I'exces de cellules nomiobilisées.

Bare platinium

A

Flatinium+SAM

C

= TR W .
EERE BEEEEE NN
HSCH,CH,COOH 2 2 2 2 2 2 ? 2", Zm 2” 2@ 2,, 2@2‘” 201 Zmzm

platinium +SAM+algae

D

Figure 25 : représentation schématique de I'immobisation des cellules algales sur I'électrode de pilae
modifiée par les couches SAMs. La figure n’est pasl'échelle. Source : (Guedri and Durrieu, 2008)
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7.1.2 Mesure des activités enzymatiques

7.1.2.1 Principe

Les mesures conductimétriques (Figure 26) sontdsasér une mesure différentielle
entre I'électrode de travail (sur laguelle sont @sges les algues préconditionnées ou en phase
exponentielle de croissance) et I'électrode deresfée (vierge de tout dépét). Grace a un
générateur, un signal d’excitation sinusoidal degfrence 100 kHz et d’amplitude 0,1 V est
appliqgué aux deux électrodes excitatrices. Les aignde sortie mesurés au hiveau des
électrodes réceptrices dépendent de I'impédancesydtéme. Dans le domaine des hautes
fréquences utilisées ici, 'impédance réelle esralégale a la résistance de la solution ce qui
permet d’accéder a la conductance. Les signaux magsont traités par la techniqueldak-in,
c'est a dire filtrés a I'aide d’'une bande passdatkele centrée sur la fréquence d’excitation puis
transmis a la détection synchrone qui fournit |Hédence de conductivité entre I'électrode de
travail et I'électrode de référence.

micro électrode interdigitée sur porte électrode

—
[ ]
VGA
Bécher GPiB GPIB | "
barreau | 2ML | signalA || SignalB | [ signalout |
| | ! : ]
Agi ' Lock in SR 830 Ordinateur
gitateur
magnétique ®INPUTA §INPUTE Out® @Ref
| 1]
.
BNC / cable

port série
Figure 26 : montage expérimental pour les mesuresattivités enzymatiques a I'aide du biocapteur
conductimétrique, (Dambre, 2011)

Les algues sont dans un premier temps immobilisées les microéléctrodes en or
pour les mesures conductimétriques.

Ce n’est gu'une fois immobilisées qu’elles sont @sges a un polluant et
respectivement & une solution témoin placée damariémes conditions expérimentales. Ceci
nous permet de mesurer I'effet de I'immobilisatsur la sensibilité aux polluants.

7.1.2.2 Prise de mesure - traitement des données

Les mesures ont été effectuées a température atabitams une cellule en verre de
2 ml. Le biocapteur est immergé dans I'eau ultrapom le tampon adéquat, en présence d'une
agitation.

La séquence programmée avec le logiciel LabView @ational Instrument) est
initiée. Le logiciel détecte un signdli (différence de potentiel entre I'électrode de &idet
I'’électrode de référence) qui met une dizaine deosdes a se stabiliser. Une fois le signal
stabilisé, I'expérimentateur injecte une quantitdegsubstrat au temps t dans le milieu.

Une fois le substrat injecté on observe un pic ([Fég27), correspondant a la libération
d’ions a proximité des contacts de la microélectrd8f.
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Une fois I'expérience réalisée le logiciel enregistin fichier texte comportant deux
colonnes, retournant a chaque pas de temps (colbnhes valeurs numériques de la différence
de potentiel au cours du temps (colonne 2). Unermd&xcel nous permet de récupérer la
moyenne de la ddp au repos (dSi) et aprés l'inpectdu substrat (dSf) pour finalement nous
donnerdS = dSf - dSi, parametre de référence de I'expérience

A 0o g 9o
-
il 0,06
dsf
a.0% /\Jv_/—

004 004

5 Vi ds v
e a0t | | 4s
o 0,02
. oo
dsi 5

B e - e Pni——

=} ] 10 15 20 15 30 35 an 45 a : 10 1" 20 15 A 3% a0 &5

e (1] temps s}

Figure 27 : une mesure témoin (A) et apres exposit a un toxique (B)

Le parameétre dS que nous venons de mettre en éadest proportionnel a la capacité
de catalyse de la réaction et donc indirectemdidé gel’état physiologique de la souche d’'algue
fixée sur la microélectrode. On peut définir ainsie inhibition de l'activité enzymatique I, tel
que :

I(%) — dStémoin - dSessai + 100

ds. témoin

7.2 Dosage de lI'oxygéne
Une seconde stratégie pour le suivie de I'acticaéalase consiste a suivre la formation
du dioxygene dans le milieu réactionnel. Nous avetilssé dans le cadre de cette étude deux
types de sonde a oxygéene : une électrode de Clarkesoptode.

7.2.1 Mesure électrochimique

L'électrode de Clark (Figure 28) est composée d’anede en argent et d’'une cathode
en platine entre lesquelles on maintient une diffiée de potentiel de 0,7 V. Sous l'influence de
cette tension I'oxygéne dissous dans la solutidrtrasisformé en ion hydroxyde captant ainsi 4
électrons. Au contact de I'anode les chlorures gmésdans I'électrolyte se combinent a I'argent
de I'électrode pour former du chlorure d’argentéliant alors 4 électrons. Il résulte de ces
transferts d’électrons un courant trés faible préipanel a la concentration en oxygéne.
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CATHODE

02+ 2H:0 +4e- 3> AHOD
ANODE

4 Ag*+4CH> 4 AgCl+ de-

Membrane Teflon

Figure 28 : fonctionnement d'une électrode de Clark

La mesure de l'activité catalase se déroule a ¢#atline sonde a oxygene Inolab oxi
30 et du logiciel Multilab Pilot.de chez WTW

7.2.2 Mesure optique

Une optode repose sur un fonctionnement originguife 29) que nous présentons ici
(Modéle HQ 40d, Hach).

Dans une optode I'oxygéne dissous dans la solutigre vers le capteur. Il s’associe
a un composeé fluorescent présent dans la couchabseret provoque par fluorescence une
émission rouge quand il est stimulé par une dieded bleue. Le composé fluorescent n’est pas
consommé dans le process. De méme I'oxygene niestrrsommé ni chimiquement altéré. Le
changement de couleur est détecté derriere le gapte c6té opposé a I'’eau. La partie optique
est isolée du process.

Couche de silicone noire

Support en polyester \40: LI

T . ~— Membrane sensitive
Filtre vert/bleu 5 = FerBtE bt
! /f.’;{f E? N R - DEL rouge

\ Photo

Filtre rouge
DEL verte/bleue Diode g

Figure 29 : fonctionnement d'une optode, d’aprés (&ngberg et al., 2006)
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7.2.3 Techniques d’immobilisation

Un des principaux problémes du travail sur sitelesthoix d’une technique appropriée
d'immobilisation des cellules d’intérét. Nous avoressayé différentes méthodes pour
immobiliser les microalgues, le support ou la ne&rilevant remplir les critéres suivants :

e Biocompatibilité ;

» Résistance mécanique

* Transparence ;

* Porosité suffisante pour permettre les échangesat@res (gaz, nutriments).

Ainsi aprés une étude bibliographique, notre chgiiest arrété sur 3 techniques : la
synthése d’'un gel d’agarose, la synthése de bdles’'un gel d’alginate et enfin la synthése
d’un hydrogel silicaté.

7.2.3.1 Agarose

L'agarose est un polysaccharide présent dans cedailgues (algues rouges) et qui a
un haut pouvoir gélifiant.

Dans un bécher de 15 ml on introduit 9 ml de mila culture algal et 200 mg
d’agarose, que I'on met a chauffer et agiter (Fég80). Lorsque la température atteint les 45-
50 °C l'agarose se dissout totalement dans le milfece moment on coupe le chauffage et on
laisse refroidir en continuant a agiter. En ateamdque ce mélange refroidisse on met a
centrifuger 50 ml d’algues. On dilue le culot dansl de milieu de culture et on rajoute cette
solution dans le bécher contenant 'agarose reif(@d30 °C). On brasse le mélange. Avant que
la solution ne commence a se figer on pipette lmlcekte solution algale que I'on dépose dans
un moule.

. Sonde de
température

Agarose 2% +
Milieu de culture +
Microalgues

— T=50°C

Agitation (200 tr/mn)

Figure 30 : préparation d'un gel d'agarose
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7.2.3.2 Alginate

L'alginate de sodium est un polysaccharide prés#amis certaines algues (algues
brunes) et comme I'agarose il a un excellent pougélifiant.

Une solution d’alginate de sodium a 2 % est misgider jusqu’a dissolution compléte
du composé. Puis on ajoute un volume de solutig@alal] un volume de tampon (Tris-HCI a
0,01 M, pH 7,5) a deux volumes d'alginate a 2 %. &yite vigoureusement pour assurer un
brassage optimal. On obtient ainsi une solutionnmderoalgues dans l'alginate a 1 % au pH
souhaité.

D’autre part on prépare une solution de chlorurealeium (CaCJ) a 0,1M.

» Billes d’alginate : il est aisé de former des lslid'un diamétre de quelques millimétres
a l'aide d'une pompe péristaltique et d’'une serimgla solution de microalgues dans
I'alginate est pompée dans un tube silicone a €adeé la pompe puis injectée dans une
seringue de 10 ml. Cette seringue est placée avumygaine de centimétre d’'un bécher
contenant la solution de CaCEn régime permanent on assiste a une chute atiegdu
goutte de la solution algale dans le bain de GaChaque goutte se gélifiant
instantanément. On patiente 1 h pour un durcissentemplet. Les billes sont
récupérées puis rincées a l'eau ultrapure. Ellas/@at ensuite étre stockées dans du
milieu de culture a 4°C.

* Gel d’alginate : de la méme maniére il est possitde former un gel d’alginate en
déposant la solution algale au fond d’'un puits @'unicroplaque. On dépose ensuite
délicatement le méme volume de Ca@it aprés 1 h on pipette I'excédent de liquide.

— __L_" - '
Figure 31 : billes et gels d’alginate

7.2.3.3 Sol-gel

La technique de synthése du sol-gel consiste dsefala fabrication d’'un matériau
vitreux inorganique a température ambiante. Somgye repose sur la polymérisation de
monomeres silicatés. Plusieurs voies de synthés¢ possibles, nous avons choisi la voie
agqueuse simple et peu couteuse a mettre en place.

Nous sommes donc partis d’'une solution de silicktesodium, SIL, (Riedel-de Haén;
NaOH 10 %, SiQ 27 %) et d’une suspension de silice colloidale LCQUDOX HS-40, 40 %
in water) avec une concentration totale en siligstée a 3,8% en quantité de matiére dans le
mélange initial des précurseurs. L’hydrogel syn#gét un pH constant (pH= 6,5 + 0,5 ajusté
avec le HCI), et avec une relation molaire en préeurs de SIL:COL égale a 1:3.
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Nous meélangeons les solutions SIL et COL tout entrébant le pH a l'aide d'un
papier indicateur. Si besoin nous rajoutons quedggeuttes de HCI. Lorsque le pH passe en
deca de 8 la solution commence a se gélifier etosidifie en quelques minutes. Nous obtenons
alors un gel d’'une grande qualité optique.

Les algues ne sont pas incorporées directementlageg le procédé de synthése étant
corrosif et pourraient étre fatale pour les orgar@s. Aussi 'immobilisation se déroule en deux
étapes :

« Synthése d’une bille ou d'un gel d’alginate renfamles microalgues ;
» Synthése du sol-gel qui encapsule la bille ou gabuvre le gel ;
« Dissolution de la matrice d’alginate a I'aide d'@eicitrique.

Figure 32 : billes d'alginate dans une matrice sajel

7.2.4 Prise de mesure

Aprés immobilisation on place les microalgues facetoxique a évaluer (effluent ou
pesticide) ou une solution témoin (eau ultrapu@).place le bécher de travail contenant 80 ml
de tampon phosphate (pH 7 0,05M) sur un agitateagnmétique avec son barreau et on installe
la sonde a oxygene avec les microalgues immobgis&ae fois le signal stabilisé on injecte
400 ul de peroxyde d’hydrogene a 30 %. On mesure@us du temps I'évolution de la
concentration en oxygéne dans le milieu.

7.3 Suivie de la fluorescence

7.3.1 Démarche

Dans le cadre de la mise au point de nouveaux odtl terrain et dans un but de
simplicité nous avons commencé par travailler @lBade microplaques Costar 48 et 96 puits et
du fluorimetre Fluostar de BMG.

Les mesures de fluorescence impliquent que le n@até&l’encapsulation dispose de
grandes qualités optiques en plus de celles décpitécédemment. C’est pourquoi nous avons
travaillé uniquement avec des gels a base d’algirsduls ou avec un hydrogel silicaté.
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7.3.2 Mesure des performances du capteur

Dans un premier temps il a fallu nous assurer dditecompatibilité du matériau,
premier critéere fondamental de choix d’'un maténidencapsulation. Le protocole est similaire
a celui suivi dans la norme ISO 8692 sauf que dansas présent le toxique considéré est le
processus d’encapsulation. Nous avons travaill€ ave microplaque de 48 puits et immobilisé
les 3 souches de microlagues dans l'alginate prgsuvert cette membrane avec un hydrogel
silicaté. L’épaisseur du sol-gel choisie étant d® Inm et la concentration initiale de
microalgues de T0cellules/ml.

Dans un second temps il a fallu nous assurer dguddité optique du matériau et du
fait qu’il n’influait pas sur les mesures optigusgse nous souhaitions réaliser. Aussi nous avons
compare les valeurs de fluorescence de la chlodtgbkglon que les algues étaient libres, dans
de l'alginate de sodium a 2% (Na(l)-alginate), ddasginate gélifié a I'aide du chlorure de
calcium (Ca(ll)-alginate) et enfin dans l'alginagélifié et recouvert d’'un hydrogel silicaté
(Ca(l)-alginate/Si@). Ces mesures ont été réalisées a 'aide de nlegops de 96 puits.

Dans un troisieme temps, nous avons testé la ci#pdes microalgues encapsulées a
détecter un herbicide, le DCMU. Pour cela nous avexposé les microalgues libres et
encapsulées a du DCMU a 4 mg/l et mesuré les valdarfluorescence. . Chaque mesure est
répliqguée six fois et avec chaque souche de migtealtoujours en microplaque de 96 puits
(Tableau 28).

Tableau 28 : composition des puits pour la mesureed’effet du DCMU sur les microalgues immobilisées.
En souligné, les puits contenant du DCMU a la placgu milieu Oligo LC

cV PS CR cv PS CR
Libres 50 ul algues + 50 pl TRIS + 170 ul H,0 + 30 ul DCMU ou milieu Oligo LC
1 0,
Na (I)-alginate 50 pl algues + 50 pl TRIS + 100 Hlialgme?te 2% + 70 ul H,0 + 30 pul DCMU ou
milieu Oligo LC

50 ul algues + 50 pl TRIS + 100 pl alginate 2% + 100 ul de CaCl, (retirée aprés
gélification) + 70 pul H,0 + 30 pul DCMU ou milieu Oligo LC
Ca (ll) 50 pl algues + 50 pl TRIS + 100 pl alginate 2% + 100 pl de CaCl, (retirée aprés
alginate/SiO, gélification) + 70 pl de Sol-gel +30 ul DCMU ou milieu Oligo LC

Ca (ll)-alginate

Enfin pour terminer nous avons souhaité connadrenkilleure souche algale et les
limites de détection d’un herbicide (I'atrazine)upae biocapteur. Chaque mesure est répliqguée
guatre fois et avec chaque souche de microalgue.

Tableau 29 : composition des puits pour la quantifiation des limites de détection de I'atrazine en fwtion
de la technique d’immobilisation

Témoin 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1uM 10 uM
Libres 50 ul algues + 50 pl TRIS + 170 ul H,0 + 30 ul polluants ou milieu Oligo LC (témoin)
Na (I)- 50 pl algues + 50 pl TRIS + 100 pl alginate 2% + 70 pl H,0 + 30 pl polluants ou
alginate milieu Oligo LC (témoin)
Ca (ll)- 50 pl algues + 50 pl TRIS + 100 pl alginate 2% + 100 ul de CaCl, (retirée aprés
alginate gélification) + 70 pul H,0 + 30 pl polluants ou milieu Oligo LC (témoin)
Ca (ll) 50 pl algues + 50 pl TRIS + 100 pl alginate 2% + 100 ul de CaCl, (retirée aprés

alginate/SiO, gélification) + 70 pl de Sol-gel +30 pl polluants ou milieu Oligo LC (témoin)
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7.3.3 Essais sur effluents réels

Apres avoir validé les performances de ce biocapadinide de solutions synthétiques
nous avons souhaité le tester sur des effluent@ingbDans un premier temps nous avons suivi
le méme protocole que celui ayant servi a I'évatratdes herbicides, en remplacant la
substance active par l'effluent choisi. Avant legsures de fluorescence nous remplacons
I'effluent par de I'’eau ultrapure pour ne pas pdsar la mesure de fluorescence.

Dans un second temps nous avons procédé commeégsiesdibres pour la mesure de
I'efficacité photosynthétique, a savoir que nousors/ souhaité déterminer I'activité
photosynthétique résiduelle aprés I'exposition gjetrA (%) (cf. 6.3.2).

Pour réaliser ces effets nous avons sélectionng dfluents de temps sec prélevés le
03/03/2011 sur le déversoir d’orage d’Ecully et slda bassin de rétention de Chassieu. Ces
deux effluents ont montré un effet important surfl@rescence chlorophyllienne d’algues
libres c’est pourquoi ces rejets sont intéresspats tester notre biocapteur.
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8 Poste de mesures sur site

Afin de réaliser des mesures de toxicité sur sitel'@de du biocapteur
conductimétrigue nous avons entrepris la constonctd’'une station de travail pouvant
fonctionner en semi autonomie de maniere automatisé

Concretement plusieurs verrous techniques empéthaisqu’alors la réalisation de
mesures sur site :

e Matériel volumineux et non transportable : alor®e de biocapteur est de taille
réduite, I'ensemble du dispositif de traitement dignal est lourd et
encombrant.

» Présence indispensable de I'expérimentateur : urse mle mesure nécessite
plusieurs étapes réalisées manuellement. En pretigar I'installation du
biocapteur sur son support, le paramétragdodle-in, I'ajout des réactifs, du
tampon, le changement du milieu réactionnel eteftayage des instruments.

» Conservation des réactifs : les solutions stockeng¢entrées) se conservent
plusieurs mois a -18 °C. Une fois diluées pour Ppéon elles peuvent se
conserver 24 h a température ambiante.

Ainsi nous nous sommes fixés les objectifs suivants

e Miniaturisation des équipements de laboratoire :avail avec les
équipementiers électroniques afin de trouver le lle@ rapport
encombrement/performances.

» Fonctionnement autonome : pour pouvoir réaliser oesures en I'absence
d’expérimentateur nous avons dd automatiser leegystde prise de mesures.
Pour cela deux stagiaires spécialisés en mécatenigous ont aidé en premier
a définir notre plan d’action et dans un secondp®i la réalisation du projet.

Liste du matériel utilisé :
Groupe capteur

2 supports de montage de laboratoire

2 noix de serrage

2 portes électrodes sur mesures en plexiglas

2 bécher Pyrex 150mL profil bas sur mesure aveede purge a la base
2 microélectrodes interdigitées en or

Groupe hydraulique

une pompe péristaltique débit variable pour tuyat®Omm (Gilson minipuls 2) ;
4 électrovannes 24 V filetage de sortie 26x34 (6and) ;

un programmateur d’arrosage automatique 24 V poeétedtrovannes (Gardenna
4040) ;

2 réseaux pour programmateur d’arrosage automatique

une prise relais 24 V d’automatisation de pompe ;

6 embouts plastiques 12x17 6 mm ;

6 réducteurs en laiton 26x34 — 15x21 ;

6 réducteurs en laiton 15x21 — 12x17 ;

Tuyaux en silicone de diamétre 6 et 8 mm ;

Tés en plastique de 6 mm.
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Groupe substrat

- 2 seringues en plastique de 1 ml ;

- support enfichable en bois MDF avec équerres ;

- veérin linéaire — vitesse 1mm/s — course max 100;mm

- longeron poussoir a visser ;

- contrbleur d’alimentation TCP/IP (Gude Expert Pov@emtrol).

Groupe acquisition

- un ordinateur portable équipé du logiciel LabVieMational Instruement) et des
pilotes du lock in ;

- Lock-in Ametek signal recovery 7230 ;

- générateur de tension FG250 ;

- prises BNC / cables électriques 1,5mmz2 ;

- cable informatique avec interface GPIB.

Le chapitre 13 (partie C) présente I'ensemble degpes qui nous ont amené du
laboratoire aux essais de terrains.
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9 Analyse statistique

9.1 Logiciel

Afin de réaliser notre analyse statistique nousdas appel au logiciel R.

R est en fait un langage et un environnement pewalcul statistique et la réalisation
de graphiques. R offre une grande variété de simtiss (modélisation linéaire et non linéaire,
tests statistiques classiques, analyse de sénmagotelles, classification, clustering, ...) et des
techniques graphiques. Le langage S est souvewnthécule de choix pour la recherche en
méthodologie statistique et R offre une voie Openr8e a la participation a cette activité.

R est un environnement dans lequel les technigtagistsques sont mises en ceuvre. R
peut étre étendu (facilement) via des packagesxilte environ huit packages fournis avec la
distribution R et beaucoup d'autres sont disposilder la famille de sites Internet « CRAN»
couvrant un trés large éventail de statistiques enoeks.

9.2 Données sources

9.2.1 Tableaux de données (Data set)

Les données utilisées sont toutes quantitativegpeatvent étre divisées en trois

catégories.

En premier lieu nous disposons des résultats dyaeal physicochimiques :
nutriments, métaux, alkylphénols, pesticides et HAP

En second lieu les résultats des bioessais : inbibide la croissance, de
I'efficacité photosynthétique, de I'APA et de I’A& apres différents temps de
contact ;

Enfin des paramétres météorologiques du jour dulepegnent des

échantillons : hauteur de pluie, durée de I'évérmampluvieux, intensité

moyenne et nombre de jours de temps sec précééaphkbment pluvieux.

Les données physicochimigues sont exprimées dasisiniéés différentes : mg/l pour
les ions, pg/l pour les métaux et ng/l pour lesaoigues. Les résultats des bioessais sont
exprimés en pourcentage (sans dimension) et leanpdares météorologiques sont de
dimensions variées.

On dispose donc de trois matrices X, Y et Z :

+ X étant la matrice des valeurs écotoxicologiques,
* Y la matrice des parametres physicochimiques ;
* Zla matrice des données météorologiques.

Ces trois matrices ayant le méme nombre de ligoes pn site considéré (prélevements) et
different par leur nombre de colonnes (variablesridgént ce prélevement : physicochimie,
toxicité, météo). Au vu du grand nombre de variabp@uvant décrire un échantillon il a
paru pertinent dans un certain nhombre de cas deoupgr les polluants par grandes

familles.
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9.2.2 Gestion des valeurs manquantes

La plupart des tests statistiques requiérent desicea de données complétes, c’est-a-
dire sans valeurs manquantes. Dans de nombrewnaas ne disposons pas des toutes les
valeurs d’analyse ou de bioessais possibles poudrchantillon donné. Aussi lorsqu’une analyse
vient a manquer nous remplacons la valeur manquaaréa limite de détection de ce composé.
Pour les bioessais nous procédons differemment. sNatilisons une technique dite
« d'imputation ».

Nous utilisons une méthode basée sur la distantes di@lément manquant et les
autres valeurs obtenues : I'imputation des k vaisias plus prochesk{Nearest Neighbor
Imputation). Cette méthode d’imputation utilise la mesure ldedistance euclidienne. Les
données compaositionnelles sont représentées unigntedans un espace simplexe (un simplexe
est I'enveloppe convexe d'un ensemble de (n+1tpaitiisé pour former un repére affine dans
un espace affine de dimension n,), aussi nous dewtiliser une mesure différente de la
distance, comme la distance d’Aitchison, défini pdeux compositions x=(x1, ..., xD) et y=
(y1, ..., yD) tel que :

D-1 D

dya(Xx,y) = \%Z Z (111%—111&)2.
7 i=1 j=i+l

Yj

Ainsi la distance d’'Aitchison prend soin du faiteqles données compositionnelles
incluent leurs informations seulement dans leogaéintre les parties. Une fois les k voisins les
plus pres d'une observation manquante identifiéey linformation est utilisée pour estimer
celles manquantes. Pour des raisons de robustésstémation basée en utilisant les médianes
est préférée a celle utilisant les moyennes. Sdtemées compositionnelles ne se résument pas
a une constante, il est important d’utiliser unségument par rapport a la somme des parties
impliquées dans I'imputation.

9.2.3 Transformation des données

On part de notre catalogue de données guantitafivasobjets et p variables. Il est
important de travailler avec des données homogésiest pourquoi on réalise un centrage et
une réduction de la matrice de départ.

La « standardisation » fournit des variables samgedsion et élimine l'influence indue
de magnitude différences entre les échelles owlfges. Une procédure courante consiste a
appliquer la combinaison centrage-réduction. Pdwagae variable cela consiste a : (1) calculer
la différence entre la valeur initiale et la moyende la variable (le centrage) et (2) diviser
cette différence par I'écart type de la variabkd(rction).
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9.3 Méthodes exploratoires

9.3.1 Mesure des corrélations

9.3.1.1 Corrélation linéaire de Bravais-Pearson

Cherchant une liaison dans une distribution a dearxables, il est possible d’établir
une régression linéaire simple, « résumant » gcpmment un nuage de points par une droite,
dite de régression. La « qualité » de cette régrasest mesurée par le coefficient de
corrélation. C'est la covariance entre la variabiplicative x et la variable a expliquey,
rapportée au produit de leurs écarts-types. Lefmdeft de corrélation linéaire simple, dit de
Bravais-Pearson (ou de Pearson), est une normalisae la covariance par le produit des
écarts-type des variables.

Comme une covariance est forcément inférieure @leégu produit des écarts-type, le
coefficient est compris entre -1 et 1. Un signeat#gndique quey varie en sens inverse deet
on parle alors de corrélation négative. Si le doafht est proche de 0, les deux variables sont
linéairement indépendantes tandis qu'une liaisoiédire est d'autant plus marquée que le
coefficient s'approche de 1 ou de -1.

On remarque qu’il reste égal a lui-méme, que laeggion soit effectuée deenx ou
dex eny. C’est un nombre sans dimension, indépendant déésude mesure des observations
puisqu’on a « standardisé » la covariance.

Ce coefficient est noté Comme il mesure l'intensité qui lie deux variabhseulement,
le coefficient de corrélation ne peut résumer lalgé d’'une régression multiple. Toutefois, il
conserve dans ce cadre son utilité : calculé pdwaque paire de variables explicatives, il
alimente la matrice des corrélations. Par conséguénpermet de repérer les variables
superflues.

9.3.1.2 Coefficient de rang de Kendall

Munissons-nous d'une distribution a deux variabl@énéralement, la mesure d'une
plus ou moins bonne corrélation entre elles estatffée avec le coefficient de corrélation de
Pearson, au besoin en utilisant un changement deb¥a si la liaison n’est pas linéaire. Parfois
cet outil devient inopérant : variables ordinaldiscrétes, ne suivant pas une loi nhormale, etc.
On se tourne alors vers une corrélation des rabgbjet de I'étude n’est plus les valeurs que
prennent les observations mais leur classementgpgort & I'ordre observé sur 'autre variable.

Un coefficient souvent utilisé est alors celui dge&rman (). Mais ce dernier n’est pas
toujours trés pertinent, en particulier lorsqudigte beaucoup d’ex-aequo. Il reste une solution :
le coefficient de rang de KendaKéndall rank correlation coefficieht

Le t de Kendall n'est pas a proprement parler une nagidu coefficient de Pearson.
On n'applique pas la formule sur des données rexsodErepose sur un principe trés différent,
il s'interpréte également de maniére différente. d.ele Kendall est défini pour mesurer
I'association entre variables ordinales, typiquetmis classements (ou rangs) affectés par des
juges. Son champ d'application couvre donc panfzétet celui dup de Spearman. Le de
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Kendall s'interprete comme le degré de correspocel@mtre 2 classements (ou 2 notations). Si
toutes les paires sont concordanites le classement selon X concorde systématiquemestt av
le classement selon ,= 1 ; si toutes les paires sont discordantes,—1 ; enfin, si les deux
classements sont totalement indépendards0.

Surtout, et c'est sa principale différenciation@aiep de Spearman, le de Kendall se
lit comme une probabilité. Il est le fruit de lafférence entre 2 probabilités : celle d'avoir des
paires concordantes et celle d'avoir des pairesodimntes. Ainsi, lorsque = 0, une paire
d'observations a autant de chances d'étre concerdae d'étre discordante

Le principe est le suivant : une premiére sériet@ét et les rangs des valeurs de la
deuxiéme série sont mis en regard de la premiégs Iors, on ne s'intéresse plus qu'a la
seconde. Pour chaque observation, on reléve le reodd valeurs suivantes lui sont supérieures
(on attribue +1) et inférieures (-1). D’ou une nelle série de chiffres qui sont des soldes entre
des nombres positifs et négatifs.

Le solde totalS est égal a(n — 1)/ 2 si I'ordre est parfaitement respecté puisqustc’e
la somme des n premiers entiers naturels. Si lomht parfaitement invers&8=-n(n-1) / 2.
En cas d’'indépendance totats 0.

La valeur de S est alors observée au travers @uw d¢ Kendall ». Celui-ci est le solde
observé par rapport au solde maximum :

s 25

“nn-1) pmn-1)
2

C’est donc un indicateur assez « rustique ». liceshpris entre -1 et +1 et s'interprete
comme un coefficient de Pearson. : plus il s'appeode 1, plus on est certain qu’il existe une
corrélation positive (variations dans le méme sepf)s il est proche de -1 et plus on peut
supposer I'existence d’'une corrélation négativefirgrsi le t de Kendall est proche de zéro, la
probabilité qu'il n'existe aucune liaison monotomatre les deux est forte. Par « liaison
monotone », il faut entendre une liaison linéairéggarithmique, exponentielle...
Graphiguement, on ne sait pas quelle forme peuir #&&a@ourbe de régression mais ce n’'est pas
I'objet de I'étude.

9.3.2 L'Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’ACP construit de nouvelles variables, artificedl et fournit des représentations
graphigues permettant de visualiser les relatiariseevariables ainsi que I'existence éventuelle
de groupes d’individus et de groupes de variablésterprétation des résultats est une phase
délicate qui doit se faire en respectant une ceetdiémarche.

Le but de I'ACP étant d’obtenir une représentata®s individus dans un espace de
dimension plus faible que p, la question se pospurécier la perte d’'information subie et de
savoir combien de facteurs il faut retenir. Le @m habituellement utilisé est celui du
pourcentage d’inertie totale expliquée.

On représente les n objets dans un espace a p siiomsn On projette cet espace selon
2 axes orthogonaux : la direction de la plus gravaiéance du groupe et sa perpendiculaire.
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Le graphe des valeurs propres exprime la manierd lGovariabilité des données se
répartit dans l'espace. C’est une mesure de lI'itmare des axes. En général on conserve les
axes nécessaires pour représenter 75 % de l'infiooméotale.

La représentation du nuage projeté sur un coupred' principaux est appelée carte
factorielle. C'est une maniere de voir l'informatimultidimensionnelle. La carte factorielle des
axes 1 et 2 est dite premier plan factoriel etéepnte la part maximale de la variabilité.

La représentation liant variables et composantescimales est appelée cercle des
corrélations. Les angles entre les descripteulgteaft leur degré de corrélation. Les distances
entre les objets sont des approximations de lewtadce euclidienne dans un espace
multidimensionnelle (Saporta, 2006).

9.3.3 Analyse canonique de redondance (ACR)

Source: (Bouxin, 2008)

Les techniques d'ordination sous contraintes clerch détecter automatiquement les
motifs de variations des especes qui peuvent étptiqeiés par des variables observées de
I'environnement. Il s'agit donc d'analyses traitsimultanément deux tableaux de données bien
différentes, especes et variables environnementhbs diagrammes qui en résultent expriment
non seulement les motifs de variation dans la caitipm spécifique mais aussi les liens entre
especes et variables de I'environnement (Jongmah, €t987).

L'analyse canonique de redondance (notée ACR ou B@Aredunancy analys)sest
la forme « sous contraintes » de I'analyse en caaptes principales (Jongman et al., 1987).

Source: (Makarenkov and Legendre, 1999)

Parmi les méthodes d’ordination proposées dansitlardture statistique, I'ACR
(analyse canonique de redondance) est devenue des@lus employées par les écologistes. En
ACR, deux tableaux des données sont considéréprdraier tableau (Y) contient les variables-
réponse (les données écotoxicologiques) alors aquesdcond (X) contient les variables
explicatives (les variables environnementales). CRAest une extension directe de I'analyse en
composantes principales (ACP) de Y effectuée sesgscbntraintes imposées par X. L’ACR
trouve les axes d’ordination des nuages de pointsgnt le plus fortement linéairement liés a
I'ensemble des variables explicatives. A cause @& contraintes imposées par les variables
explicatives, 'ACR est souvent appelée ordinatonis contrainte.

Les axes d’ordination indiquent les directions diespgrande variabilité de la matrice
des variables-réponse ajustées " Y. Cette mattatgient par régression linéaire multiple de la
matrice des variables-réponse Y sur la matricevdembles explicatives X. Par conséquent, les
vecteurs d’ordination sont contraints d’étre desnbmmaisons linéaires des variables de la
matrice X. Il n’y a pas, en fait, de raison partiete pour laquelle les changements en quantité
des espéces seraient reliés linéairement, darstisie) a ceux des variables environnementales.
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10 Analyse physicochimique des échantillons

Nous avons réalisé 23 prélevements sur 3 sitegrdifts (Chassieu, Ecully et Bron)
entre février 2011 et mai 2012. 14 de ces prélevesnent été réalisés manuellement au cours
d’épisodes pluvieux et 9 de la méme maniére papsesec.

Sur le site de Chassieu nous avons prélevé égatepagriemps sec car il s’écoule en
permanence des effluents dans le bassin de rétenés eaux. Ces eaux proviennent des
industries du bassin versant et sont dues a de amliwvanchements ou a des rejets sauvages.
Sur le site d’Ecully le préléevement par temps deielest constitué d’'un mélange d’eaux usées
et d’eaux pluviales du réseau unitaire et celuiteleps sec d’eaux strictement usées. Enfin a
Bron nous n’avons pu prélever que par temps deeptar le bassin de rétention est alimenté
uniguement par les eaux pluviales ruisselant sbiaksin versant (parking poids lourds).

10.1 Description des événements étudiés
Les caractéristiques des 14 épisodes pluvieux déndgs sont résumées dans le
Tableau 30. Ces pluies sont variables en durée (dex 24 h) comme en volumes (de 2 mm a
25 mm). Les dates d’échantillonnage résultent detraintes techniques : disponibilité d'un
veéhicule, disponibilité du technicien, jour ouvrapétc.

Tableau 30 : durée (D), hauteur (H), intensité magnne (I) de la pluie et nombre de jours de temps céJ
temps sec) ayant précédé le prélevement d'un échdlun

Date Site D (h) H (mm) I (mm/h) J temps sec (jours)
Chassieu
24/02/2011 23,67 6,68 0,28 1
Ecully
31/05/2011 Bron 11,68 16,69 1,43 15
Chassieu
13/07/2011 3,22 19,75 6,14 0
Bron
Chassieu
19/10/2011 Ecully 6,13 9,59 1,56 10
Bron
Chassieu
02/01/2012 5,45 2,15 0,39 0
Bron
05/01/2012 Chassieu 16,40 7,97 0,49 0
Chassieu
22/05/2012 Ecully 24,95 25,71 1,03 0
Bron

Une fois les échantillons collectés nous avonsiséadu fait réaliser diverses analyses
afin d’évaluer leur composition physicochimique.sLanalyses de micropolluants organiques
étant dispendieuses nous n’avons pu en réalisestal(temps de pluie et temps sec confondus)
gue 7 sur les effluents de Chassieu (dont 5 spaféculaire), 3 sur ceux d’Ecully (dont 3 sur le
particulaire) et 4 sur ceux de Bron (dont 2 supaeticulaire), voir TableaB1. Les données sur
le particulaire ne sont disponibles que pour urbl@ainombre d’échantillons a cause de
linsuffisance de matiere nécessaire a I'analysa. récapitulatif de I'ensemble des analyses

réalisées est disponible en annexe.
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Tableau 31 : nombre total d’échantillon collectésteanalysés

Chassieu
lons Métaux Organiques
Temps sec Temps de pluie | Temps sec Temps de pluie | Temps sec Temps de pluie
Dissous 7 6 7 6 4 3
Particulaire 0 0 0 0 2 3
Ecully
Dissous 2 3 2 3
Particulaire 0
Bron
Dissous / 5 / 5 / 4
Particulaire / 0 / 0 / 2
10.2 Substances nutritives

Ce paragraphe présente les valeurs en nitratespphtes et potassium retrouvées dans
les échantillons de temps sec et de temps de (fhaietion dissoute uniquement). Ces composés
ont un réle important dans le fonctionnement dessgstemes, ces derniers pouvant étre
perturbés en cas d’apports trop importants. Leslt@#s obtenus sont comparés a ceux obtenues
par (Zgheib, 2009) sur des eaux de temps sec (Rs@aitaires et séparatifs) et sur des eaux
pluviales de l'agglomération parisienne (en résegparatif uniquement). Nous indiquons
également les limites de bonne qualité établiessdansystéme d’évaluation de la qualité de
I'eau des cours d’eaux (MEDD et Agences de I'ed3).

10.2.1 Temps sec

Sur le réseau unitaire d’Ecully on retrouve descesrrations importantes de matieres
azotées et phosphatées, traitées en aval partlansthépuration des eaux de Pierre bénite. Ces
nutriments sont les principales molécules drainpas les eaux noires et grises du réseau
unitaire de temps sec. Le réseau séparatif de Ghagiraine également par temps sec
d’'importantes quantités de nutriments, comparables valeurs du réseau de I'agglomération
parisienne. Celles-ci ne sont pas prises en chpageune station d’épuration et se déversent
dans le bassin de rétention avant d’étre infiltréss molécules proviennent de rejets sauvages
ponctuels (nettoyage de machines ou de véhiculesjeomauvais branchements sur le réseau
(eaux de process industriels).

Tableau 32 : concentration en nitrates, phosphatesylfates et potassium dans les prélevements de fgsn
sec (fraction dissoute, min - maxj : les valeurs présentées sont celles en azotealdjeldhal (NTK) et en
phosphore total. nr = non recherché. Elles sont conapées aux valeurs de la littérature et aux limitesle bonne qualité

Cette étude (Zgheib, 2009) *
- . - - - — Limites de bonne qualité (SEQ V2)
Site Unité Chassieu Ecully Séparatif  Unitaire
NO;’ mg/l 16,1-79,7 40,9-134| 46-101 37-48 50
PO,> mg/l 02-143 10,7-18,7| 6,1-12,4 4,5-6 0,5
K* mg/| 4-17,3 17,8-18,6 nr nr /
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Les eaux rejetées dans le bassin de rétention destu ne respectent pas de maniére
générale les limites de bonne qualité fixées pdEDDE, ce qui peut poser des problemes lors
de l'infiltration, notamment en ce qui concerngjlaalité de I'eau de nappe.

Les eaux résiduaires du réseau unitaire d’Ecultiiegs en nutriments vont étre traitées
en station de maniére a respecter les normes eamewiglorsqu’elles regagneront le milieu
naturel. On notera une charge polluante plus ingmiet que sur le réseau parisien (maxima trois
fois supérieurs), ce dernier subissant probablemaatdilution importante a cause des mauvais
branchements et des infiltrations d’eau dans leaés

10.2.2 Temps de pluie

Le Tableau 33 montre une diminution globale de harge polluante sur Ecully et
Chassieu bien qu’en réseau unitaire ces valeursgmuester encore élevées (plus de 100 mg/l
de nitrates). Les eaux pluviales tendent a dilesrdutriments mais dans des proportions assez
faibles au vu des volumes mis en jeu. Ainsi lesxed® ruissellement sont également chargées
en nutriments, bien que dans des proportions @ildds que les eaux de temps sec. Ceci est di
au lessivage des surfaces urbaines parfois riclnegors nutritifs : espaces verts amendés,
déjections animales, ... Sur Chassieu et sur Ecudly Valeurs en ions nutritifs sont bien
supérieurs aux concentrations retrouvées par ddawtuteurs (Gobel et al., 2007; Zgheib, 2009)
gui ont travaillé sur réseau séparatif en miliebaim, et non en zone industrielle. En revanche
sur le site de Bron on reste bien dans ces gammesldurs.

Tableau 33 : concentration en nitrates, phosphatesylfates et potassium dans les prélevements de fgsn
de pluie (fraction dissoute, min - maxk : inférieur aux limites de détection, nr = non reherché

Cette étude (Zgheib, | (Gobel et Limite de bonne
Site  Unité Chassieu Ecully Bron 2009) al., 2007) qualité (SEQ V2)
NO3 mg/| 1-339 5,3-108,5 <-185 <-16 <-16 50
PO, mg/l  <-14,3 1,6-6,5 <-1,96 |03-352| <-0,5 0,5
K* mg/| <-8,2 5-11,3 0,3-6,5 nr <-3,8 /

Notons qu'aprés la fermeture du parking pour pdmsds en amont du bassin de
rétention de Bron (fermeture le 17/11/11) la concaion en ions décroit rapidement : 6 mois
aprés les concentrations sont inférieures au m@/lFigure 33 présente les concentrations en
ions nutritifs retrouvées dans trois échantilloasant fermeture (19/10/11), 2 mois et 6 mois
aprés la fermeture (02/01/12 et 22/05/12). Nousnava une preuve de la pollution engendrée
par le stationnement et la circulation des poidgds méme en ce qui concerne les substances
nutritives, certainement engendré par le nettoydagevéhicules.
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Figure 33 : concentrations en ions nutritifs relevés dans les échantillons du BR de Bron le 19 octabr
2011, le 02 janvier 2012 et le 22 mai 2012

10.3 Eléments traces métalliques

Nous nous intéressons ici aux métaux suivants mplocadmium, chrome, nickel,
cuivre et zinc dans la fraction dissoute. Nous dgens sélectionnés car ils sont typiques des
activités de la ville : industries, trafic routiechauffage urbain, toxiques pour les milieux
aquatiques et pris en compte par les directivepmgnnes. Les résultats d’analyses obtenus
dans nos préléevements sont comparés aux donnéesuast par Zgheib (2009) et Bécouze-
Lareure (2010) au cours de leur travail de thesmudNndiquons également comme éléments de
repéres les normes de qualité environnementalesEjN@xées par I'UE (Le parlement
européen et le conseil de I'union européenne, 2@08s normes de qualité environnementales
provisoires (NQEp), établies par le MEDDE (Ministede I'écologie et du développement
durable, 2007).

10.3.1 Temps sec

Le Tableau 34 montre que les rejets du bassin merda Chassieu sont fortement
chargés en éléments traces métalliques, dans desmiions bien plus importantes aux valeurs
obtenues par (Zgheib 2009) et aux normes de gquaflitéronnementale. Ceci est a mettre en
lien avec les nombreuses industries et atelierbafisin versant, ces activités étant génératrices
de rejets importants et non maitrisés, notamment zarc (c'est-a-dire hors du réseau
d’assainissement des eaux usées).

Par temps sec le bassin versant d’Ecully drainguarnent nickel et cuivre, 2 métaux
systématiquement détectés, dans les mémes ordregateleurs que I'étude de Zgheib. Le
cuivre est un oligoélément indispensable au métaim@ humain. Le corps humain normal
contient 70 a 100 mg de cuivre et I'alimentatiop@pe en moyenne 2 & 5 mg de cuivre par jour
dont 40 % a 60 % sont absorbés (Misrahi and Hadehal©97). Aussi du cuivre est en
permanence émis dans le réseau d’assainissemeaireniia les eaux usées. C’est également le
cas pour le nickel, en moyenne les besoins jougrsld’'un individu sont d’environ 75 pg et les
apports sont évalués a environ 0,1 mg/jour (Lehl2004).
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Tableau 34 : concentrations en plomb, cadmium, chroe, nickel, cuivre et zinc dans les prélévements de
temps sec (fraction dissoute, min - max : inférieur aux limites de détection

Cette étude (Zgheib, 2009)

, — , : , — NQE et NQE(p)
Site  Unité Chassieu Ecully Séparatif Unitaire

Pb pg/l 0,49 - 0,64 < < 3,43-7,41 7,2

cd pg/l <-3,16 < < 0,22 -0,27 0,08

Cr pg/l 0,56 -6,9 < < 22 -27 3,4

Ni pg/l 1,77 -20,13 1,6 - 3,27 < 1,73-2,78 20

Cu pg/l 3,22 -29,45 22,02 - 26,78 80-160 40-50 1,4

Zn ug/l 100 -800 < 80-230 60-110 7,8

10.3.2 Temps de pluie

Le Tableau 35 montre que le bassin versant d’Eadiline d’autres métaux, typiques
des surfaces routieres : plomb et chrome alors lgueickel n'est plus détecté. Les valeurs
détectées sont faibles, inférieures aux donnéeBédeuze (2010) et de Zgheib (2009) bien que
'on retrouve encore dans 100% des échantillonsdiétu du cuivre dans des quantités
supérieures aux normes de qualité environnemenpategsoires.

Sur Chassieu nous remarquons que globalement I&% $6ht dans des concentrations
moins importantes que par temps sec mais supéseavx valeurs NQE/NQE(p) pour le
cadmium, le cuivre et le zinc.

Sur le site de Bron les échantillons collectés gmu chargés en ETM contrairement &
ce que l'on pouvait attendre au vu de l'occupaties sols du bassin versant. Ces faibles
concentrations sont tres certainement dues au téaeastatique d’un parking, sollicitant bien
mois la mécanique qu’une chaussée et donc l'usesepdrties émettrices de métaux (garnitures
de frein en particuliers).

Tableau 35 : concentrations en plomb, cadmium, chroe, nickel, cuivre et zinc dans les prélévements de
temps de pluie (fraction dissoute, min - max) : inférieur aux limites de détection
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. (Becouze-Lareure, .
Cette étude 2010) (Zgheib NQE et
Site Unité  Chassieu Ecully Bron Chassieu Ecully 2009) NQE(p)
Pb  pg/l <-2,19 <-1,76 < 2-37 2-39 <-129 7,2
Cd g/l <-0,23 < <-21 01-23 | 004-04| <-0,53 0,08
Cr g/l 1,2-1,41 <-1,22 <-0,18 2-21 0,5-17 <-45 3,4
Ni ug/l  2,89-4,7 < < 4-21 0,5-14 <-5,8 20
Cu pg/l 5,79-12,88 8,41-18,92 1,87-15,42 17-74 20-58 30-220 1,4
Zn  pg/l 130-270 < < 171-678 | 0,6-1,6 | 130-520 7,8

Nous n’avons pas pu réaliser d'analyses des mésauxe particulaire, toutefois les
travaux de (Becouze-Lareure, 2010) sur les sitdscully et de Chassieu ont montré qu'a
Chassieu le Cu, Cd, Pb et Cr ont tendance a éttenfient liés aux MES (> 70 %) alors que le
Ni et le Zn ont plutét une affinité médiane (£ 50).%ur Ecully on retrouve les mémes
tendances a I'exception que le Zn est plus fortariéraux MES (>70 %).

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie C : Résultats - Analyse physicochimique des échantillons

10.4 Micropolluants organiques
Les pesticides, alkylphénols et hydrocarbures atmmas polycycliqgues ont été
analysés sur la fraction dissoute et particuldifeus comparons nos résultats aux données de la
these de Zgheib (2009) et aux valeurs NQE.

10.4.1 Temps sec

Sur le bassin versant d’Ecully nous n’avons qu'useule analyse sur les
micropolluants organiques, fraction dissoute ettipalaire (03 mars 2011). Le tableau 36
montre une faible pollution organique sur la fraatidissoute récoltée a Ecully : 3 pesticides et
2 HAP détectés, dans des concentrations inférieam@svaleurs NQE ainsi qu’a celles trouvées
par Zgheib en réseau unitaire.

En revanche sur le site de Chassieu on détecte atebmeux pesticides, des
alkylphénols et 7 HAP dans des teneurs parfois rdepes aux valeurs NQE et aux travaux de
Zgheib.

Tableau 36 : concentrations en micropolluants orgaques dans les prélévements de temps sec (fraction
dissoute, min - max) < : inférieur aux limites de détection, nr = non reherchée

Cette étude (Zgheib, 2009) NQE
Substances Unité Chassieu Ecully Séparatif Unitaire

Atrazine ng/| <-19,9 2,9 < <-60 600
Diuron ng/I 4,8 -833 25 60 - 300 50-150 200
Isoproturon ng/l <-82,9 < < 90 300
Pentachlorophénol ng/l <-12,1 < nr nr 400
Simazine ng/l <-44,2 2,8 < < 1000
4-nonylphénol ng/l 21,3-1114 < < < 300
Para-ter-octylphénol ng/| <-38 < 120-170 <-200 100
Anthracéne ng/| <-70,9 < <-35 <-22 100
Fluoranthéne ng/l 2,0-54,3 < 40- 170 20-132 100
Naphtaléne ng/I 17-78,9 35 54 -494 54 -63 2400
Acénaphténe ng/| <-101,5 < <-35 <-22 700
Fluoréne ng/l <-204,4 < 12- 27 11-22 300
Phénanthréne ng/| <-440,6 9,5 19-74 24 -110 110

Pyréne ng/| 3,6-30,8 < 39-173 22 -128 24

Le Tableau 37 montre que la fraction particulades I'échantillon collecté a Ecully
est, elle aussi tres peu chargée en micropolluang@niques.

En revanche sur le site de Chassieu les MES dedsrele temps sec peuvent étre
fortement contaminés, notamment en HAP et en aHémtpls avec des valeurs bien au-dessus
des données de la littérature. Comme précédemrénodé du bassin versant et des activités
présentes nous donne des clés de compréhension.
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Tableau 37 : concentrations en micropolluants orgaques dans les prélévements de temps sec (fraction
particulaire, min - max), < : inférieur aux limites de détection

tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Cette étude (Zgheib, 2009)
Site Unité Chassieu Ecully Unitaire Séparatif
Diuron ng/g < -109,1 < < <
Isoproturon ng/g <-6,1 < < <
Simazine ng/g <-3,6 < < <
Pentachlorophénol ng/g <-22,6 < < <
4-nonylphénol ng/g 396,7 - 867 < < <
Para-ter-octylphénol ng/g <-209,9 < <-250 100 - 160
Fluoranthéne ng/g 109,3 - 2394,9 58,6 140 - 540 110-470
Naphtaléne ng/g 42,3-225,1 48,6 30-60 10-50
Benzo (a) pyréne ng/g <-32 < 30-190 30-220
Benzo (b) fluoranthéne ng/g <-94 < 60 - 310 60 - 310
Benzo (k) fluoranthéne ng/g <-24,4 < 20-110 20-120
Acénaphténe ng/g <-195,1 < <-20 <-40
Fluoréne ng/g <-97,4 < 20-40 10-50
Phénanthréne ng/g <-6993,2 141,9 60 - 390 50-150
Pyréne ng/g <-1460,9 < 170-530 160 - 480
Benzo (a) anthracene ng/g <-163 < 40-220 30-260
Chryséne ng/g <-97,7 < 60 - 240 50 -270
10.4.2 Temps de pluie

Le Tableau 38 montre que sur le bassin de Chadaigwllution organique est bien
plus faible que par temps sec, le ruissellementsdefaces imperméabilisées n’apportant pas de
contamination supplémentaire par rapports aux effls de temps sec. Les résultats d’analyse
donnent des valeurs inférieurs aux valeurs NQEugt\aleurs de Zgheib mais dans les mémes
ordres de grandeurs que les travaux de Bressy Bédeuze.
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Tableau 38 : concentrations en micropolluants orgaiques dans les prélévements de temps de pluie
(fraction dissoute, min — maxsauf * ou les valeurs pour les HAP sont données sl total : dissous + particulaire)
< :inférieur aux limites de détection

Cette étude (Zgheib, (Bressy, (Bécouze, 2010) * NQE
Substances Unité Chassieu  Ecully Bron 2009) 2010) | Chassieu  Ecully
Atrazine ng/l  1,7-25 <-2 < < < <-03 0,5-3 600
Diuron ng/l 20-43 12,2-238 < 30-1750 40-80 3-43 14 - 258 200
v Hexachlorocyclohexane ng/I <-7,2 < < / < < < <
Isoproturon ng/I 1,7-2,7 < 1,9 50 <-140 | 2-135 <-6 300
Simazine ng/l < 2,8-2,9 < <-150 < <-5 0,1-5 <
4-nonylphénol ng/l  26-555 201 10-23 | 300 - 9200 1400 < < 300
Para-ter-octylphénol ng/I 11-33 8,6 < <-260 < <-232 <-186 100
Fluoranthéne ng/I 4-59 < 10,2-56| 10-110 15-40 | 234-366 37-292 100
Naphtalene ng/l 108 -182 117 16-111 5-490 < < < 2400
Benzo (a) pyréne ng/I < < <-11 11-310 3-8 < < 50
Benzo (b) fluoranthéne ng/l < < 14 -37 26 - 660 22 104-203 <-64 5 =30
S Benzo (k) fluoranthene ng/I < < <-18 16-230 < 101-177 <-46
8 Acénaphtene ng/| 9,4-19 10 4,7 -7 2-104 < < < 700
% Fluoréne ng/I 14 -18 15 <-9,8 23-945 < < 300
> Phénanthréne ng/l 16 - 53 < 8,3-116| 45-730 12 < < 110
&' Pyréne ng/I 57-8 3,1 11,4-48 | 19-3254 21 < < 24
‘_'| Benzo (a) anthracéne ng/I < < 8,6-23 12 - 300 11 < < 5
c Chryséne ng/I < < 8,7-25 17 - 660 13 < < 6
g)
g Le bassin versant de Bron ne draine quasiment gseHAP comme micropolluants
g organiques. Contrairement aux ions les concentatidrainées tendent a augmenter aprés la
Y. fermeture du parking poids lourds (Figure 34). Ge&mpomene peut s’expliquer par la grande
3 rémanence des composés polyaromatiques. Mais lesentrations retrouvées restent en
8| dessous des valeurs NQE excepté pour le phénaethrénpyréne, le benzo(a)anthracene et le
Q chryséne.

Les micropolluants organiques se répartissent difféitnent selon la famille a laquelle
ils appartiennent : les HAP sont fortement liés aacticules tandis que les pesticides se
retrouvent en majorité dans la phase dissoute.nHef alkylphénols se répartissent de maniére
homogeéne entre la phase dissoute et la phase yarte (Zgheib, 2009).
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Figure 34 : concentration en HAP dissous dans 4 éahtillons prélevés par temps de pluie sur le bassite
rétention de Bron

Le Tableau 39 montre que sur Chassieu les micropots organiques sous forme
particulaire sont en faible concentration, dans plegortions équivalentes aux rejets de temps
sec et celles trouvées dans I'étude de Zgheib.

Sur Ecully en revanche on constate bien I'effetuigsellement des eaux pluviales qui
viennent se charger en contaminants particulairesmechir les rejets urbains de temps de pluie
en HAP et alkylphénols, dans des valeurs supéricaii&tude de Zgheib.

Sur le bassin de Bron on se rend compte que ladgrgartie de la pollution aux HAP
est portée par la fraction particulaire avec desceatrations qui dépassent la dizaine de pg/g
(mg/kg). Comme précédemment [|'étude du bassin wersaous donne des clés de
compréhension mais également des travaux antéri@ersss sur Chassieu qui ont montré la
présence de ces contaminants dans I'atmosphéreae$ tbs eaux météoritiques. Cette
observation est a rapprocher a la présence d'imfratmires de transport jouxtant le bassin
versant (Dembélé, 2010).
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Tableau 39 : concentrations en micropolluants orgaiques dans les préléevements de temps de pluie
(fraction particulaire, min - max), < : inférieur aux limites de détection

Cette étude
(Zgheib, 2009)
Site Unité Chassieu Ecully Bron
Fluoranthene ng/g 853-1153 134,8-207 12290-12002| 110-2400
Naphtaléne ng/g 210 <-86,4 584 -780 130-370
Benzo (a) pyréne ng/g < < 4080 - 5660 320-1300
Benzo (b) fluoranthéne ng/g 1196 - 1448 331 14005 - 16565 | 460 -2100
Benzo (k) fluoranthene ng/g <-604 < 4861 - 7110 170 -780
Indéno (1, 2, 3) pyréne ng/g < < 4484 - 6252 190 - 1500
Phénanthrene ng/g 502 235,7-287 3250-4282 220 - 2920
Pyréne ng/g 1120-1321 28,6-223 10033-11321| 430-5820
Benzo (a) anthracéne ng/g 802 - 872 <-149 4188 - 6574 80 - 830
Chryséne ng/g 625 - 828 51,9-149 7095 - 8846 190 - 1800
Benzo (g,h,i) peryléne ng/g < < 4183 - 4563 /
4-nonylphénol ng/g 15542 -26672 <-4663 1476 - 2864 <
Para-ter-octylphénol ng/g < -885 <-296 457 - 1049 <-380
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Conclusion
Les résultats des analyses chimiques nous permettenmettre en lumiére la

variabilit¢ de la contamination de nos échantillorBette contamination dépend bien
évidemment de l'occupation des sols du bassin werea du type d’'ouvrages étudié. Ces
résultats sont en accord avec la littérature gtougours mis en évidence la grande variabilité
inter-sites et inter-évenements de la qualité dgets urbains par temps de pluie. lls nous
confortent dans le choix d’'une approche matricergayoursuite de notre étude concernant la
réalisation de bioessais et biocapteurs dansdbjd évaluer I'impact écologique.
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11 Evaluation de I'écotoxicité des effluents
prélevés

Rappelons que l'objectif de ce travail est d’évallieanpact des rejets urbains de
temps de pluie sur les écosystemes récepteurs.uAdes caractéristiques physicochimiques de
ces rejets, variables et complexes, nous avonsschtdvaluer leur toxicité par le biais d’'une
approche matrice. Celle-ci consiste a étudier bacité globale du rejet plutét que la toxicité
des substances qu’il contient considérées individoent.

L'écosysteme aquatique étant riche et complexe mwosis choisi de travailler sur le
compartiment des producteurs primaires, le phytogian. D’un point de vue écologique les
algues unicellulaires sont présentes dans tousnlbBsux aquatiques et constituent la base des
chaines trophiques. Notre travail expérimental sepgur des bioessais menés sur cellules
entieres et non génétiguement modifiées. Ceci dammeegrande représentativité écologique a
notre étude. D’'un point de vue écotoxicologique oeganismes sont bien connus pour réagir
précocement a une grande variété de polluantsnEhin point de vue pratique les microalgues
sont faciles a obtenir, a cultiver en laboratoir@e posent pas de problémes éthiques.

Les modifications de divers paramétres physiologgureprésentatifs des grandes
fonctions métaboliques des algues sont ici évaludisus avons ainsi suivi la croissance
cellulaire, parametre général rendant compte d'atieinte globale de I'organisme. D’autres
parametres bien plus spécifiques ont égalementséids : les activités enzymatiques et la
fluorescence de la chlorophylle. Les activités enatiques sont modifiées par certaines
catégories de polluants et leur perturbation peutstituer un marqueur de leur présence. La
fluorescence de la chlorophylle est un marqueupeiturbation du photosystéme Il lors de la
photosynthese. C’est donc un paramétre importantivke ; en effet il est lié au stress cellulaire
db aux polluants modifiant I'activité photosyntiiie.

11.1 Activités enzymatiques sur algues libres

Trois activités enzymatiques, l'estérase et la phasase alcaline chez l'algue
C. vulgariset la catalase chez. reinhardtiiont été étudiées.

Estérase et phosphatase alcaline sont deux enzgyzag fait I'objet de nhombreuses
études et sont connues pour leur capacité a éttarpées par certaines catégories de polluants
(Buxton and Murdoch, 1981; Regel et al., 2002; Dauret al., 2003, 2011; McCarthy et al.,
2010). En revanche la catalase n’a fait I'objet gi@epeu d’études sur les microalgues. C’est
une enzyme caractéristigue du stress oxydant. Ammre travail a consisté a évaluer la
pertinence d’utiliser la catalase comme bioindécatpertinent pour notre étude.

Les activités enzymatiques ont été mesurées apfigehts temps d’exposition aux
polluants : 2 h, 24 h et 48 h. Aux temps courtssolierchons a mettre en évidence une toxicité
aigle, une réponse précoce de l'algue au pollu@ati nous permet également d’évaluer la
fait d’exposer les algues plus longtemps (24 h&h¥nous permet d’évaluer I'évolution de leur
comportement au cours du temps, comme par exerapmeide en évidence de mécanismes de
défense.
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11.1.1 Traitement des données brutes

Comment comparer les résultats d’activité entre 2ukous avons besoin d'un
parametre commun a toutes les mesures afin de cempassai au témoin et les résultats
d’essais entre eux.

Les enzymes que nous étudions sont dites « Migraedts », du nom du biochimiste
Leonor Michaelis qui avec Maud Menten ont proposeée wquation de vitesse qui utilise

I'’hypothése d’état stationnaire.

Elles obéissent donc a une loi de vitesse du type —}(Vmif;]

Avec v la vitesse initiale de la réaction, Va vitesse limite ou vitesse maximum de la
réaction, K, constante de Michaelis et [S] la concentratiorsebstrat. v et \{ont la dimension
d’une concentration par unité de temps (hT'Y). K,,a la dimension d’une concentration ()L
et permet d’avoir une idée sur la constante deodiasion du complexe enzyme-substrat. En
pratique K, est inversement proportionnel a I'affinité de lzgme pour son substrat.

Afin de comparer les activités enzymatiques notigsahs le paramétre KlVm, appelé
temps spécifique. Ce rapport correspond au tempgssqrait nécessaire a l'enzyme pour
consommer tout le substrat si elle fonctionnaitpemmanence dans les conditions de premier

ordre a vitesse constante (Cornish-Bowden et D52

L'activité enzymatique résiduelle 4 est définie comme étant :

Km .
m essat
Ares(%) = Tm—* 100
Wtemom
Si le rapport K/V., de I'essai est inférieur a celui du témoinesA&st inférieur a 100%
ce qui traduit une inhibition de I'activité enzyntate. Mais il arrive également queAsoit
supérieur a 100 %; on parle alors d’activation au gdimulation de I'activité enzymatique

étudiée.

11.1.2 Activité estérase

L'estérase est une enzyme perturbée par les pafiuarganiques et notamment les
pesticides organochlorés (Chouteau, 2005). Cerdaiitedes ont pointé l'effet des éléments
traces métalliques (Hadjoudja et al., 2009) mamuttes non (Guedri, 2010). Nos rejets sont
parfois riches en polluants organiques et il esérimssant de voir comment se comporte cette
enzyme en présence des rejets comportant un codktanolécules

11.1.2.1 Temps sec

Le Tableau 40 montre que des 2 h de contact avecéthantillons de Chassieu
I'activité estérase des microalgues est perturb@e constate de fortes activations (jusqu’a 20 x
I'activité témoin) et des fortes inhibitions (adt& résiduelle inférieure a 20 %)

Apres 48h de contact tous les échantillons tesigsepté celui du 20/05/11) stimulent
I'activité estérase. Ce phénomene est trés certene lié a la présence d’ions nutritifs en
qguantité importante dans les échantillons idergif)@r I'analyse chimique, de 18,7 a 79,7 mg/I
de nitrates. Paradoxalement I'échantillon du 2Q@5sourtant chargé en nutriments (67 mg/l de
nitrates) inhibe trés fortement I'activité estéraGet effet est probablement di aux métaux (Cd,
Ni) connus pour jouer un rdle inhibiteur.
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Tableau 40 : % d'activité résiduelle de I'activitéestérase (AE) sur algues libres de typ@. vulgarisaprés
2 h, 24 h et 48 h d’exposition aux prélévements demps sec

Bioessais
Site Date
AE2h AE 24 h AE 48 h
18/01/2011 1245,66 509 205,6
03/02/2011 / 209,28 130,44
03/03/2011 1034,75 1964,58 676,56
Chassieu 20/05/2011 111,71 122,62 10,47
20/02/2012 19,93 5,6 1928,53
16/03/2012 20,67 45,35 2527,27
25/04/2012 119,09 64,88 136,81
Ecully 03/02/2011 175,44 143,63 161,71
03/03/2011 / / /

11.1.2.2 Temps de pluie

Le tableau 41 montre que les échantillons prélevéShassieu modifient I'activité
estérase d€. vulgarisdans des proportions bien moins importantes quegmaps sec, avec des
activités résiduelles comprises entre 3 % et 160 %.

Avec les rejets prélevés a Ecully I'inhibition dAE augmente proportionnellement au
temps d’exposition aux rejets collectés, méme écHantillon collecté le 24/02/11 stimule
fortement cette activité quel que soit le tempscdetact. Comme pour les rejets de temps sec,
ce phénomeéne est trés certainement di aux forteseatrations en nutriments (plus de
100 mg/l de nitrates).

Les RUTP du bassin de Bron inhibent I'activité eas& dans tous les cas aprés 24 h et
48 h d’exposition, ce qui tend a montrer I'actioesdmicropolluants organiques sur cette
activite.

Tableau 41 : % d’activité résiduelle de l'activitéestérase (AE) sur algues libres de typ@. vulgarisapres
2 h, 24 h et 48 h d’exposition aux préléevements demps de pluie

Bioessais
Site Date
AE2h AE24 h AE 48 h
24/02/2011 87,67 83 /
13/07/2011 90,25 131,64 /
. 19/10/2011 114,59 35,6 82
Chassieu
02/01/2011 159,6 16,36 27,32
05/01/2012 63,27 107,82 3,33
21/05/2012 89,1 58,18 100,64
24/02/2011 1000,41 698,37 613,04
Ecully 19/10/2011 105,16 24,65 17,76
22/05/2012 68,38 17,6 2,65
31/05/2011 17,67 33,22 7,6
13/07/2011 126,1 96,78 78,46
Bron 19/10/2011 90,66 74,06 73,76
02/01/2012 73,65 64,55 90,25
22/05/2012 80,32 5,12 1,35
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L'activité estérase est affectée dés 2h de cordassi bien avec les rejets de temps
sec que de temps de pluie. Plus le temps de coataghente et plus cette perturbation semble
marquée. En comparant ces résultats avec les asaptsysicochimiques, nous supposons une
corrélation entre la présence de nutriments etaldévations de I'AE. Toutefois la présence
d’autres composés tendent a contrebalancer cewatohs (ETM et micropolluants
organiques).

Nous voyons que l'interprétation des résultats dieessais reste délicate malgré la
connaissance de la physicochimie et I'aide de uaantérieurs.

11.1.3 Activité phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline est une enzyme sensibleébments traces métalliques
(Badreddine, 1996). Son activité est notammentupkeée par le zinc, le cadmium le mercure et
le plomb (Durrieu et al., 2003). L’APA mesurée salgues libres semble en revanche peu
sensible aux pesticides (Guedri, 2010).

11.1.3.1 Temps sec
On retrouve comme avec I’AE une grande variabitiths les effets des échantillons
sur I'APA mais dans des gammes moins étenduesntalle@ 331 % d’activité résiduelle
(Chassieu 25/04/12, 24 h de contact) & 32 % aurminmi (Ecully 03/03/11, 24 h de contact).
Sur Ecully le seul échantillon que nous ayons mieteinhibe de maniére importante
I'’APA (32 % d’activité résiduelle apres 24h de cact).

Tableau 42 : % d’activité résiduelle de l'activitéphosphatase alcaline (APA) sur algues libres de tgftC.
vulgaris aprés 2 h, 24 h et 48 h d’exposition aux préléevemis de temps sec

Bioessais
Site Date
APA 2 h APA 24 h APA 48 h

18/01/2011 244,32 55,02 214,64
03/02/2011 / 109,1 171,4
03/03/2011 118,53 95,93 62,32

Chassieu 20/05/2011 69,83 98,61 171,61
20/02/2012 / / /
16/03/2012 79,87 78,27 119,37
25/04/2012 181,65 331,37 245,46
03/02/2011 / / /

Ecully

03/03/2011 96,45 31,92 42,46

11.1.3.2 Temps de pluie

Le Tableau 43 montre qu’'apres 2h de contact avecédbantillons de temps de pluie
de Chassieu, I'APA est peu modifiée mais aprés 2t 48 h d’inhibition nous constatons des
baisses de I'activité résiduelle avec des valeomsprises entre 26 et 81 %.

Les trois échantillons prélevés a Ecully entraineme variabilité importante des
réponses : inhibition, sans effet et stimulatior’4®A.

Sur le bassin de Bron il y a inhibition de 'APAras 24 h de contact avec les 4
premiers échantillons prélevés, le dernier en dhie22/05/12 stimulant cette activité. En
revanche aprés 48 h d’exposition les 5 échantilfméevés inhibent I'APA.
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Tableau 43 : % d’activité résiduelle de l'activitéphosphatase alcaline (APA) sur algues libres de tgp
C. vulgarisaprés 2 h, 24 h et 48 h d’exposition aux préléevemis de temps de pluie

. Bioessais
Site Date
APA2h APA 24 h APA 48 h

24/02/2011 97,39 36,46 36,89
13/07/2011 98,46 25,88 45,88

. 19/10/2011 / / /

Chassieu

02/01/2011 103,26 81,25 58,81
05/01/2012 119,82 72,64 51,08

21/05/2012 / / /
24/02/2011 55,09 42,15 23,65
Ecully 19/10/2011 85,95 104,93 53,09
22/05/2012 128,89 466,4 176,61
31/05/2011 84,64 47,6 31,31
13/07/2011 105,97 35,17 50,97
Bron 19/10/2011 98,71 92,3 98,62
02/01/2012 90,36 73,32 25,77
22/05/2012 93,29 206,87 89,33

Par temps sec comme par temps de pluie nous avomstaté des phénoménes de
stimulation de I’'APA. Des études antérieures onntn® des résultats similaires notamment les
travaux de (Chouteau, 2004) et de (Guedri, 2010)Cswulgaris Deux hypothéses ont pu étre
formulées : il peut s’agir de la stimulation desfaléses cellulaires qui peut se traduire par
I'activation de certaines enzymes dont les phosgded. Ce phénomeéne a été observé pour de
faibles concentrations en éléments polluants umitgrg La deuxiéme a été énoncée par Linden
et al (1977) : les métaux lourds et en particulier Edmium peuvent jouer un rdle d’ions
activateurs. Ainsi les trés faibles concentratioegouvées dans nos échantillons peuvent en
partie expliquer les activations constatées.

Ici encore nous voyons bien la complexité des misca@s qui sont en jeu et la
difficulté d’interprétation des résultats qui ersuée.

11.1.4 Activité catalase

Des travaux préalables ont permis de développena@dmiques de mesures optiques
de la catalase (Dujardin, 2011) et ont mis en éwideson utilisation potentielle comme
biomarqueur de toxicité.

Ainsi nous avons mesuré l'activité catalase sur deltules deC. reinhardtii avant
(témoin) et aprés 1 h, 2 h et 3 h d’exposition &ejet de temps de pluie (Figure 35). Les essais
ont été réalisés sur des temps courts afin de méter le temps de réponse de I'enzyme face a
aux toxiques présents dans les RUTP.

Une heure apres la mise en contact l'activité esldes microalgues est presque
nulle, I'activité résiduelle étant inférieure a ¥ avec une variabilité tres faible. Le temps de
réponse extrémement court fait de cette enzyme iomdrqueur de toxicité pertinent et
potentiellement utilisable en biocapteur pour desunes de terrain.
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Figure 35 : Représentation graphique de l'activitécatalase de d’algues libres de typ€. reinhardtii avant
(témoin) et aprés 1h, 2h et 3h d’exposition aux RUA prélevés a Chassieu le 24/02/2011

Contrairement a I'APA mesurée sur des moules deitexdnée (cf. ci-dessus) le
cuivre et les eaux contaminées aux éléments traxggalliques n'ont pas d’effet sur I'activité
catalase (Regoli and Principatob, 1995). Mais lavaux de Bonett al. (2012) ont montré
I'effet du zinc (400 pg/l) sur I'activité catalaséun biofilm d’eau douce durant un mois. lls ont
mis en évidence une corrélation positive entre diaoulation de zinc et l'activité catalase.
Selon ces auteurs le temps de de réponse rapidéadevité aprés I'exposition (+ 43 %
d’activité 24 h apres la mise en contact) en faiton indicateur précoce de toxicité.

Trop peu d’essais ont été réalisés sur la catalase. reinhardtii mais ces premiers
résultats semblent indiquer que cet indicateuiirdéressant pour I'évaluation de la toxicité des
rejets urbains.

11.1.5 Synthése des résultats des mesures d’activité enzymatiques
sur algues libres

Les résultats de mesure des activités estérasehesppatase alcaline sont tres
variables, a mettre en lien avec la variabilité ldecomposition des rejets (cf. Chapitre 10).
Toutefois malgré la grande variabilité apparenteisn@avons pu mettre en lumiere certaines
tendances qui se révélent grace au nombre d'esssigs. Par temps de pluie nous avons ainsi
mis en évidence l'existence d'une forte relationtrenl’activité de I'enzyme et le temps
d’exposition au polluant, relation inexistante psmps sec. Cette relation est d’ordre
logarithmique, I'activité résiduelle de I'enzymeudiée décroissant proportionnellement au
temps de contact avec I'effluent.

Bien que ces premiers résultats soient importalets,seules données des activités
enzymatiques ne suffisent pas a caractériser I'ohges rejets urbains sur le compartiment
algal. Pour cela nous avons mesuré en parallélifet’ales rejets sur d’autres parametres
meétaboliques plus généraux : photosynthese etsanie cellulaire. Le croisement des données
de I'ensemble des bioessais permettant une visiobate de l'atteinte de I'organisme. C’est
I'objet de la suite de I'étude.
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11.2 Efficacité photosynthétique
Les variations de la fluorescence chlorophylliemeaivent étre évaluées par le biais
'augmentation de fluorescence induite par le DCMul provoque un blocage complet de la
photosynthése et par conséquent une fluorescencémma. Les résultats sont traduits en
matiere de pourcentage d’activité photosynthéticgseduelle selon la formule suivante :

AF essai
F res (%) = m * 100

Avec AF = Fu — Fo, Fu étant la fluorescence avant empoisment et Fo la
fluorescence apres empoisonnement au DCMU 4mghi(lRed, 1989).

Comme avec les activités enzymatiques selon let reensidéré Iefficacité
photosynthétique peut étre inhibée ou stimuléeretonstate une grande variabilité dans les
résultats (Tableau 44). Toutefois aprés 48h deamtravec les rejets de temps sec nous n'avons
relevé que des inhibitions, preuve de la toxiciiérae des rejets de temps sec, concordant avec
les essais d’'inhibition de la croissance celluldrgsultats non encore présentés, cf. ci-aprées).

Tableau 44 : % d’activité photosynthétique résidude de cellules de typ€. vulgarissur les échantillons de
temps sec filtrés (F) et non filtrés (NF) aprés 2,124 h et 48 h d'exposition

. 2h 24 h 48 h
Site Date

NF F NF F NF F
18/01/2011 126,31 129,27 111,64 85,8 65,47 47,06
03/02/2011 98,72 126,55 73,18 81,41 87,92 72,43

Chassieu 03/03/2011 34,77 94,12 6,96 163,43 / /
20/05/2011 165,12 154,89 137,09 151,92 91,48 49,79
20/02/2012 155,45 165,17 143,12 139,78 22,5 79,58
16/03/2012 148,32 135,85 129,45 145,55 73,61 94,06

Ecully 03/03/2011 123,45 139,21 44,23 116,18 / /

Sur les échantillons de temps de pluie (Tableau I45) résultats sont bien plus
variables que par temps sec. Sur le bassin de @uasprés 2 h de contact 4 rejets sur 6
stimulent I'efficacité photosynthétique et c’estdas pour 5 rejets sur 6 apres 24 h d’exposition.

Les rejets du DO d’Ecully entrainent également dggonses d’'une grande variabilité,
selon que le rejet soit filtré ou non et selondmps de contact.

Aprés 2 h d’exposition I'ensemble des rejets derBfaon filtrés) entrainent une
diminution de l'activité résiduelle, compris ent8® % et 97 % Nous avons donc une atteinte
précoce du photosysteme Il par les contaminantsigfies présents dans les effluents.
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Tableau 45 : % d’activité photosynthétique résidude de cellules de typ€. vulgarissur les échantillons de
temps de pluie filtrés (F) et non filtrés (NF) apré 2 h, 24 h et 48 h d'exposition

_ 2h 24 h 48 h
Site Date
NF F NF F NF F
24/02/2011 95,62 96,33 185,45 182,51 / /
13/07/2011 121,38 124,33 10,69 103,53 33,12 58,5
19/10/2011 129,99 104,32 167,06 210,97 136,85 53,14
Chassieu ) 01/2011  106,8 111,93 194,97 86,4 117,03 107,32
05/01/2012 114,13 105,17 167,04 153,35 127,68 114,05
21/05/2012 99,73 82,45 116,57 121,06 73,52 93,02
24/02/2011 125,67 152,3 90,18 76,09 / /
Ecully  19/10/2011 82,03 106,38 153,51 194,49 125,55 122,13
22/05/2012 93,87 88,56 123,62 148,99 86,31 111,54
31/05/2011 69,32 115,73 163,58 143,43 / /
13/07/2011 88,51 126,58 21,51 102,16 46,23 67,61
Bron  19/10/2011 94,14 85,27 123,43 144,76 26,81 76,29
02/01/2012 84,61 104,81 163,08 122,84 152,97 39,1
22/05/2012 97,4 91,41 111,56 109,24 85,47 84,83

Contrairement aux autres bioessais, nous avonsséedes mesures de l'efficacité
photosynthétique sur des effluents bruts mais égahe aprés filtration. Ce prétraitement a eu
pour conséquence 3 types de phénomenes :

e L’échantillon filtré voit son activité augmentée rpeapport a I'échantillon
brut : I'effet toxique de I'’échantillon est doncnp® totalement ou partiellement
par la fraction particulaire > 0,45 um ;

* L’échantillon qui stimulait I'efficacité photosynéfique (ou qui n’avait pas
d’effet) devient aprés filtration source d’inhilgti. La fraction > 0,45 pum est
certainement source de nutriments, ce qui masdesieffets toxiques contenus
dans la fraction dissoute ;

» L’échantillon neutre devient source de stimulatiode [Iefficacité
photosynthétique apres la filtration. La fractioartculaire porte donc tout ou
partie de I'effet toxique et la fraction disso@tst riche en éléments nutritifs.

Ainsi les essais de mesure de l'efficacité phottisgtigue mettent en lumiere la
I'importance que peut avoir dans certains cas lapmsante particulaire sur les effets observés.
On note une nouvelle fois la variabilité des edfits et de leurs effets sur le compartiment
algal.
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11.3 Croissance cellulaire

Les essais d’'inhibition de la croissance cellulaorg été réalisés a l'aide de deux
milieux de culture différents sur les alguessubcapitateet C. vulgaris

Pour l'interprétation des données nous utiliserl@ssvaleurs obtenues avec les algues
C. vulgarisen milieu de culture Lefebvre — Czarda (Oligo Ld& maniére a pouvoir comparer
les résultats obtenus avec les mesures de l'agtidhzymatique et de fluorescence
chlorophyllienne qui ont été réalisés dans ce milidous reviendrons sur les différences de
résultats obtenues avec les alglessubcapitataen milieu de culture ISO (conformément a la
norme en vigueur) dans un paragraphe de discussion.

11.3.1 Résultats

Le Tableau 46 montre que les eaux de temps seeve®d a Ecully inhibent la
croissance cellulaire de 34 % et de 24 % pour léstantillons testés. Les eaux de temps sec
du BR de Chassieu prélevées a partir de mars 2tHibent également la croissance cellulaire,
de 30 % a 100 %. Les deux rejets prélevés plusjadtyier et février 2011 n'ont que peu
d’effets sur la croissance cellulaire. On obsermne Légere stimulation de la croissance pour ces
échantillons (valeurs négatives).

Tableau 46 : % d’inhibition de la croissance de célles de typeP.subcapitataPS) etC. vulgaris(CV) 72 h
apres inoculation des échantillons de temps secstlon le milieu de culture utilisé

Temps sec
Site Date
PSISO CV Oligo LC
18/01/2011 51,20 -10,69
03/02/2011 100,00 -2,30
03/03/2011 100,00 100,00
Chassieu 20/05/2011 80,09 30,70
20/02/2012 1,76 61,19
16/03/2012 36,93 43,18
25/04/2012 -20,52 100,00
Ecully 03/02/2011 100,00 34,48
03/03/2011 100,00 24,22

Comme par temps sec, par temps de pluie la total@e échantillons prélevés a
Chassieu inhibe la croissance cellulaire a I'exicgptle I'effluent prélevé le 19/10/11. Sur les
échantillons analysés par le CNRS on remarque wh@tpn particulaire trés importante en
HAP et en alkylphénols.

Avec les rejets d’Ecully on constate une grandeaimiité des résultats (semblables a
I'’APA 24 h) avec un rejet entrainant une complathilbition de la croissance, un second ne
provoquant pas effet et enfin un dernier stimulantroissance cellulaire.

Avec les échantillons de Bron nous avons const@@% d’inhibition de la croissance
cellulaire, variant de 11 % a 100 %.
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Tableau 47 : % d’inhibition de la croissance de célles de typeP.subcapitata(PS) etC. vulgaris(CV) 72 h
aprées inoculation des échantillons de temps de phkiet selon le milieu de culture utilisé

Temps de pluie

Site Date
PS ISO CV Oligo LC

24/02/2011 42,80 54,61
13/07/2011 10,38 100,00
. 19/10/2011 -54,11 100,00

Chassieu

02/01/2011 29,40 92,83
05/01/2012 17,09 100,00

21/05/2012 -22,95 36,61

24/02/2011 80,56 7,30

Ecully 19/10/2011 -201,92 32,42
22/05/2012 -35,36 84,24

31/05/2011 -42,13 44,83

13/07/2011 -12,02 90,29

Bron 19/10/2011 83,42 73,41
02/01/2012 15,96 100,00

22/05/2012 -3,70 7,83

Nous constatons de grandes différences selon ggedi ait été mené conformément a
la norme ou selon notre protocole. Il semble quedame sous-estime la toxicité des rejets,
I'inhibition moyenne ne dépassant pas 10 % sur3dsassins versants étudiés alors gu’avec
notre protocole nous obtenons pour Chassieu, EatllBron respectivement 80 %, 40 % et
60 % d'inhibition (Figure 36). La cause de ce ph@pae est trés certainement la concentration
en nutriments (cf. annexe). Le milieu ISO préconisds la norme en vigueur est beaucoup
moins concentré en nutriments que le milieu Oligd. lAussi une matrice environnementale
fortement chargée en nutriments peut avoir tendanc#imuler la croissance par rapport a
I’échantillon témoin réalisé en milieu ISO, et avalgré la présence de polluants dans cette
matrice. Ce phénomene reste limité avec le milidigdOLC grace a la quantité de nutriments
présents, supérieurs aux besoins cellulaires. |dappsupplémentaire via une matrice
environnementale ne tend donc pas a stimuler lssaace.
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Figure 36 : % d’inhibition moyen de la croissance d cellules de typd.subcapitata(PS) etC. vulgaris(CV)
72 h aprés inoculation des échantillons de temps @éuie et selon le milieu de culture utilisé

11.3.2 Calcul des CEsg

Nous avons souhaité réaliser des calculs de, Qroportion de I'effluent dans le
milieu d’essai nécessaire pour inhiber la croissaoellulaire de 50 %). Au vu des résultats
obtenus précédemment nous avons fait un comprouridesprotocole en travaillant avec la
souche algaleP. subcapitatamais avec le milieu de culture Oligo LC. Ces essde
détermination de Cfz n’ont pas pu tous étre réalisés a cause du mad'gfituents, utilisés par
les bioessais et mesures en biocapteurs.

Avec les rejets de Chassieu (4 échantillons testégy avons en moyenne une relation
dose — effet assez marquée (Figure 37). L'inhibitpeeut étre considérée comme significative
(>10 %) a partir d’une proportion en effluent de %0(dilué a 30 %). On atteint alors un palier,
avec une inhibition maximale d’environ 20 %. Noues pouvons donc pas calculer desgEur
les valeurs moyennes. En revanche c’est possible po rejet, celui du 22/05/2012 avec une
CE;5p d’environ 0,9.
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Figure 37 : % d’inhibition de la croissance de cellles de typeP.subcapitatar2 h aprés inoculation des
échantillons de temps de pluie de Chassieu en pragions variables

Avec les deux rejets testés provenant du D.O dlgc{Higure 38) nous obtenons en
moyenne une stimulation de la croissance cellujaBs que le rejet est présent (proportion de
0,1). Dans le détail le rejet du 19/10/2011 estbglement sans impact pour la croissance
cellulaire, le rejet du 22/05/2011 étant sourcestimulation importante (entre 40 et 60 % selon
la dilution). La encore il n’est pas possible décaer une Chk,.
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Figure 38 : % d’inhibition de la croissance de cellles de typeP.subcapitatasr2 h aprés inoculation des
échantillons de temps de pluie d’Ecully en proportins variables
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Les effluents du bassin de rétention de Bron sepootent de maniére similaire a ceux
de Chassieu (Figure 39). En moyenne nous constatmes inhibition significative de la
croissance a partir d’'une portion d’'effluent de.0CI atteint alors un palier d’environ 40 %
d’inhibition. En fait le rejet du 02/01/2012 impacpeu la croissance, (entre -20 % et +20 %),
c’'est celui prélevé le 19/10/2011 qui a le plusfiges (80 % d’inhibition). Ce dernier
échantillon permet d’obtenir une gfle 0.6 environ.
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Figure 39 : % d’inhibition de la croissance de cellles de typeP.subcapitatar2 h aprés inoculation des
échantillons de temps de pluie de Bron en proportits variables

11.3.3 Synthése des résultats sur la croissance cellulaire

L’ensemble des essais menés a l'aide du milieudlli§ montrent que les rejets sont
tres toxiques dans 52 % des cas (inhibittoB0 %), moyennement toxiques dans 30 % des cas
(10 %= inhibition <50 %), sans effet dans 13% des ca8 Mil<inhibition<+10 %) et enfin nous
avons constaté une stimulation dans 4 % des céddb{ilton < -10 %). Nous voyons que ce
bioessai est trés sensible car il y a inhibitioe@plus de 80 % des échantillons récoltés ce qui
n’'était pas le cas avec les bioessais réalisésédetnment. En revanche, conformément aux
résultats précédents, nous remarquons une vat@liiportante entre échantillons récoltés sur
un méme site ou récoltés a la méme date mais susitkes différents.

Il existe des différences entre les rejets de tesguset de temps de pluie : ces derniers
semblent impacter de maniére plus forte la croissacellulaire avec 95% des échantillons
entrainant une inhibition. La pollution particulairnotamment métallique pourrait expliquer en
partie ce phénomeéne ; Angerville (2009) et Bondéll? ont tous deux montrés l'impact des
éléments traces métalliques sur la croissance wéslginicellulaires.
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Effet du milieu de culture : dans de nhombreux @ssrEsultats menés avec le milieu de
culture 1SO sont concordants avec ceux réalisés kveilieu Oligo LC. Mais dans certains cas
on assiste a des stimulations de croissance ou éffah nul alors que le rejet est toxique en
présence du milieu Oligo LC. Comme nous I'avongdans la partie B ce phénomene est di a la
composition du milieu 1SO. Ce dernier est peu cot@en nutriments et les microalgues ont
tendance a étre carencées en certains ions. Aaisejdt peut apporter un complément utile au
développement de la plante, et comparativementéawin on peut alors dans certains cas
constater une croissance plus importante (tanti€uejet n'est pas trop chargé en toxiques).

Le milieu Oligo LC bien plus concentré en nutrimgnpermet alors d’'éviter ce
phénoméne pour ne prendre en compte que I'effétjtiex

11.4 Traitement statistique des données
Malgré I'étude de la littérature concernant leseeffdes différents polluants sur les
activités cellulaires il nous est extrémement caqy# d’expliquer les inhibitions et
stimulations constatées aux résultats d’analyseemt&s dans le chapitre 1. Au vu des effets
d’addition, de synergie et d’antagonisme existantree tous les polluants présents cette
démarche aurait peu de chance d’'aboutir. Aussi, @i mettre en avant les rejets ayant le plus
d’effets, nous avons entrepris la réalisation d'analyse statistique exploratoire.

11.4.1 Généralités

Cette analyse a donc été menée en vue de relierétrdtats des bioessais avec les
résultats des analyses physicochimiques. Afin diéetr les données de maniere intelligible nous
avons choisi différents codes pour nommer les éwemes traités (Tableau 48) ainsi que les
résultats des bioessais et les données physicogh@ni(Tableau 49).
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Tableau 48 : codes donnés aux échantillons pourtiéle statistique

Site Date Temps Code
18/01/2011 Sec 1.TS.DJR
03/02/2011 Sec 2.TS.DJR
24/02/2011 Pluie 3.TP.DJR
03/03/2011 Sec 4.TS.DJR
20/05/2011 Sec 5.TS.DJR
13/07/2011 Pluie 6.TP.DJR
Chassieu 19/10/2011 Pluie 7.TP.DJIR
02/01/2012 Pluie 8.TP.DJR
05/01/2012 Pluie 9.TP.DJR
20/02/2012 Sec 10.TS.DJR
16/03/2012 Sec 11.TS.DJR
25/04/2012 Sec 12.TS.DJR
22/05/2012 Pluie 13.TP.DJR
03/02/2011 Sec 1.TS.Ec
24/02/2011 Pluie 2.TP.Ec
Ecully 03/03/2011 Sec 3.TS.Ec
19/10/2011 Pluie 4.TP.Ec
22/05/2012 Pluie 5.TP.Ec
31/05/2011 Pluie 1.TP.Br
13/07/2011 Pluie 2.TP.Br
Bron 19/10/2011 Pluie 3.TP.Br
02/01/2012 Pluie 4. TP.Br
22/05/2012 Pluie 5.TP.Br

Tableau 49 : codes donnés aux résultats des biodsst aux mesures physicochimiques pour I'analyse

statistique
Bioessais Temps d'expo Code
o 2h AE.2h - —
A, e
48h AE.48h .
>h APA2h ETM dissous d.métaux
Inhlﬁ::: de 24h APA.24h pesticides dlésous' d.pest!c!des
48h APA.48h particulaire p.pesticides
Croissance 72h Croissance alkylphénols dI?SOUS. d.alkylphenols
oas B ea
Photo- 24h Fluo.24h HAP )
synthétique 48h Fluo.48h particulaire p.HAP
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Nous avons travaillé par bassin versant, puis awes les rejets confondus pour
terminer sur les rejets de temps de pluie uniquenfeour chague catégorie étudiée nous avons
tout d'abord réalisé une analyse en composantescipdales (ACP) sur les données
écotoxicologiques afin d’éliminer certains pararaétcorrélés et redondants. Puis sur le jeu de
données Ecotox/physicochimie nous avons réalisé amayse canonique de la redondance
(ACR) afin de représenter de maniére graphiquelilzss entre les parametres étudiés. Pour
terminer nous avons fait I'analyse de deux coedfits de corrélations : le coefficient linaire de
Bravais-Pearson et le coefficient de rang de Kdnddus utilisons ici une matrice contenant
les données écotoxicologiques, les données physimégues mais également les données
météorologiques (durée, intensité, volume précigiténombre de jours de temps sec ayant
précédé I'événement). Le coefficient de Pearsomespond au rapport de la covariance des
variables sur le produit des covariances de chagu@ble. Il évalue de linéarité entre les
variables deux a deux. Le coefficient de Kendatl @s test non paramétrique permettant de
guantifier le degré d'association de deux variabl@ssociation non nécessairement linéaire.
Nous retiendrons comme significatives les valewgésieures a 0,5 (en valeur absolue), sauf
pour Ecully ou nous retenons les valeurs supérgewre0,7 en raison du faible nombre
d’échantillons.

11.4.2 Tendance par bassin versant

11.4.2.1 Chassieu

Une ACP préliminaire sur les données écotoxicologgja montré une corrélation
forte entre les inhibitions de I'AE 2 h et 'AE 24. C’est également le cas entre I'efficacité
photosynthétique a 48 h et 'inhibition de I'’APAn2(résultats non montrés).

L'’ACR (Figure 40) nous montre que les rejets de gende pluie sont globalement
regroupés au méme endroit de la carte des individestre) tandis que les rejets de temps sec
sont bien plus éparpillés. Les rejets de temps ldée pont donc certaines caractéristiques
communes. On remarque de plus que linhibition d&PA est bien corrélée avec les
alkylphénols dissous. L'inhibition de I'efficacitghotosynthétique 2h est corrélée positivement

avec les alkylphénols particulaires et & 24 h alex pesticides et les HAP (dissous et
particulaires).
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Figure 40 : analyse canonique de la redondance slas échantillons prélevés a Chassieu a partir des
données physicochimiques et des bioessais menésagues libres

Du c6té des corrélations de Pearson positives tnouee l'inhibition de I'efficacité
photosynthétique et les pesticides, les HAP disgautculaires (Tableau 50). On constate
également un lien positif entre la croissance taita (stimulation) et la présence de nutriments
et de métaux. La présence de métaux est fortenmnélée aux nombre de jours de temps sec
ayant précédé I'échantillonnage (0,93). Il exisés dorrélations négatives fortes entre I'AE 2 h
et les pesticides et HAP. On notera également laétaiion négative existante entre la
concentration en nutriments et les caractéristigieea pluie. Plus I'événement dure longtemps
et est important en volume et plus les nutriment# slilués.

Tableau 50 : valeurs du coefficient de Pearson sila matrice physicochimie/écotoxicologie/météo de
Chassieu

Coefficient de Pearson — BR de Chassieu
Croissance Fluo.2h Fluo.24h APA.48h AE.2h AE.48h Durée  Pluvio JTempsSec

d.nutriments -0,72 -0,32 0,13 -0,69 0,10 0,03 -0,55 -0,62 0,55
d.metaux -0,50 0,14 0,26 -0,40 -0,08 0,08 -0,36 -0,37 0,93
d.pesticides 0,28 0,72 0,56 0,25 -0,99 -0,09 -0,19 -0,20 0,02
d.HAP 0,36 0,75 0,43 0,39 -0,94 -0,09 -0,11 -0,17 -0,06
d.alkylphenols -0,01 -0,18 -0,15 0,15 0,20 -0,64 0,04 -0,09 -0,17
p.HAP 0,38 0,75 0,26 0,52 -0,77 0,10 0,15 0,04 -0,07
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Les valeurs du coefficient de rang Kendall (Tablegl) montrent également la
corrélation métaux - nombre de jours de temps ®&cretrouve aussi le lien tres fort qui existe
entre la concentration en nutriments et les carestigues de la pluie.

Tableau 51 : valeurs du coefficient de Kendall sula matrice physicochimie/écotoxicologie/météo de
Chassieu

Coefficient de Kendall - BR de Chassieu

Fluo.48h APA.24h APA.48h Durée  Pluvio Intensité JTempsSec
d.nutriments 0,05 0,12 -0,49 -0,61 -0,67 -0,67 0,25
d.metaux -0,05 0,17 -0,30 -0,28 -0,28 -0,28 0,67
d.pesticides -0,26 -0,45 0,19 0,02 -0,02 -0,02 -0,16
p.HAP -0,51 -0,34 0,25 0,24 0,13 0,13 0,00
p.alkylphenols -0,48 -0,47 0,25 0,28 0,24 0,24 -0,14

11.4.2.2 Ecully

Une ACP réalisée sur les valeurs d’inhibition dé$édentes activités enzymatiques
(résultats non montrés) a montré que I'AE 2 h étaitrélée avec AE 24 et 48 h. Nous ne
retenons que I'AE 24 h pour mener une ACR. Idemcal&PA que nous retenons pour un

temps d’exposition de 2 h.

L'ACR (Figure 41) montre une dispersion des parapgtécotoxicologiques sur le
cercle des corrélations. Les pesticides sont proatee I'inhibition de la croissance cellulaire
indiquant une corrélation positive.
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Figure 41 : analyse canonique de la redondance slas échantillons prélevés a Ecully a partir des dorées

physicochimiques et des bioessais menés sur algliees
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Le Tableau 52 montre que l'inhibition de I'efficé&iphotosynthétique a 48 h est trés
fortement corrélée positivement avec les micropoibis organiques tandis que l'inhibition de
'APA 2 h est corrélée négativement avec ces mémpeluants. Ces deux activités sont
positionnées de part et d’autre sur le cercle desetations.

Tableau 52 : valeurs du coefficient de Pearson sla matrice physicochimie/écotoxicologie/météo d’Edly

Coefficient de Pearson - DO d'Ecully
Croissance Fluo.2h Fluo.24h Fluo.48h APA.2h  AE.24h Pluvio Intensite

d.nutriments -0,74 -0,92 0,90 -0,61 0,49 -0,79 -0,76 -0,83
d.metaux -0,62 -0,66 0,69 -0,69 0,46 -0,41 -0,98 -0,88
d.pesticides 0,93 0,35 -0,17 0,99 -0,89 0,47 0,78 0,46
d.HAP 0,88 0,20 0,03 0,95 -0,91 0,40 0,66 0,32
d.alkylphenols 0,93 0,35 -0,23 1,00 -0,83 0,45 0,80 0,45
p.HAP 0,92 0,58 -0,35 0,92 -0,91 0,63 0,86 0,71
p.alkylphenols 0,93 0,35 -0,23 1,00 -0,83 0,45 0,80 0,45

D’'apres la matrice des coefficients de Kendall (€ab 53) les nutriments inhibent
I'efficacité photosynthétique et 'APA a 24 h massimulent 'AE a 24 h. Les ETM sont
fortement corrélés a I'inhibition de 'APA 24 h. Miments et ETM sont corrélés négativement
avec la pluviométrie : plus il pleut et plus cegrdénts sont dissous. Les eaux de temps sec
drainent donc la majorité de ces polluants. Les HdiBsous, les alkylphénols dissous et
particulaires sont corrélés avec I'efficacité pteytothétique a 48 h. Les HAP particulaires sont
corrélés avec I'inhibition de I'AE a 24 h.

Tableau 53 : valeurs du coefficient de Kendall sula matrice physicochimie/écotoxicologie/météo d’Edly

Coefficient de Kendall - DO d'Ecully

Fluo.24h Fluo.48h APA.2h APA.24h  AE.24h Pluvio Intensité
d.nutriments 0,80 -0,63 0,40 1,00 -0,80 -0,74 -0,53
d.metaux 0,60 -0,63 0,20 0,80 -0,60 -0,95 -0,74
d.pesticides -0,11 0,67 -0,95 -0,32 0,53 0,44 0,22
d.HAP 0,12 0,76 -0,84 -0,12 0,36 0,25 0,00
d.alkylphenols -0,32 1,00 -0,63 -0,63 0,63 0,67 0,33
p.HAP -0,32 0,67 -0,74 -0,53 0,74 0,67 0,44
p.alkylphenols -0,32 1,00 -0,63 -0,63 0,63 0,67 0,33
11.4.2.3 Bron

L’ACP préliminaire menée sur les valeurs écotoxigijues du BR de Bron ont
montré que I'AE 24 h et I'AE 48 h étaient corrélé€sest également le cas pour I'AE 2 h;
I’APA 2 h ; Fluo 24 h et Fluo 48 h. Ainsi nous awsupprimé I'AE 48 h, I'AE 2 h et Fluo 48 h
de 'ACR.

L’ACR (Figure 42) montre une forte corrélation entla présence de pesticides et
I'inhibition de I’'APA 48 h ainsi que I'efficacité iptosynthétique a 2 h.
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Figure 42 : analyse canonique de la redondance slas échantillons prélevés a Bron a partir des doneé
physicochimiques et des bioessais menés sur alglieses

Peu de corrélations positives sont mises en avant|'@tude des corrélations de
Pearson (Tableau 54). La croissance est inhibédeganutriments et les pesticides. De méme
inhibition de I'AE est corrélée avec les HAP efslalkylphénols sous forme dissoute. D’autre
part le nombre de jours de temps sec ayant préleépélevement est corrélé avec la pollution
particulaire et les pesticides sous forme dissolge.durée de I'événement est également
corrélée avec la pollution aux alkylphénols sousnf® dissoute.

Tableau 54 : valeurs du coefficient de Pearson silat matrice physicochimie/écotoxicologie de Bron

Coefficient de Pearson - BR de Bron

Croissance Fluo.2h APA.24h APA.48h  AE.24h  Durée Pluvio Intensite  JTempsSec

d.nutriments 0,52 -0,40 0,18 -0,44 -0,59 -0,59 -0,50 -0,05 0,13
d.metaux 0,35 -0,01 0,37 -0,35 -0,47 -0,38 -0,22 -0,03 0,61
d.pesticides 0,55 0,11 0,14 0,56 -0,15 -0,33 -0,85 -0,43 -0,40
d.HAP -0,37 -0,33 -0,74 -0,03 0,64 0,47 -0,42 -0,63 -0,53
d.alkylphenols -0,60 -0,50 -0,90 -0,27 0,72 0,59 -0,09 -0,43 -0,57
p.HAP -0,07 0,33 0,25 -0,24 -0,02 0,12 -0,01 -0,26 0,93
p.alkylphenols 0,02 0,07 0,17 -0,43 -0,14 -0,02 -0,12 -0,23 0,79

Les valeurs du coefficient de Kendall (Tableau &8hfirment certaines corrélations :
I'APA et les pesticides, I'AE et la pollution auxA® et aux alkyphénols. Ici la durée de
I'’évenement est corrélée avec la pollution aux HéiBsous. Enfin de la méme maniere le
nombre de jours de temps sec avant échantilloneageorrélé avec la pollution particulaire et
avec les métaux dissous.
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Tableau 55 : valeurs du coefficient de Kendall sula matrice physicochimie/écotoxicologie/météo de Bn

Coefficient de Kendall - BR de Bron

Croissance Fluo.48h  APA.24h APA.48h AE.24h Durée  Pluvio Intensite JTempsSec

d.metaux 0,00 0,80 0,20 -0,20 -0,40 -0,20 0,00 0,40 0,60

d.pesticides 0,63 -0,63 0,00 0,63 0,00 -0,32 -0,63 -0,63 -0,38

d.HAP -0,40 -0,40 -0,60 0,20 0,80 0,60 -0,40 -0,80 -0,12

d.alkylphenols -0,12 -0,60 -0,60 0,12 0,60 0,36 -0,36 -0,60 -0,57

p.HAP -0,12 0,84 -0,12 -0,36 -0,12 0,12 -0,12 0,36 0,71

p.alkylphenols -0,12 0,84 -0,12 -0,36 -0,12 0,12 -0,12 0,36 0,71
11.4.3 Tendance générale

11.4.3.1 Tous rejets confondus
Une ACP préliminaire a mis en lumiére la forte ébation de I'AE 2 h et 24 h. Il en
est de méme entre ’APA 48 h et I'efficacité photothétique 48 h.
L'ACR (Figure 43) montre que I'APA est inhibée coijtement a la présence des
alkylphénols et des métaux dissous. La croissastetenulée par les ETM
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Figure 43 : analyse canonique de la redondance stiensemble des échantillons prélevés a partir des
données physicochimiques et des bioessais menésalgues libres
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Les valeurs du coefficient de corrélation linéadle Bravais — Person (Tableau 56)
nous montrent que l'inhibition de la croissance estrélée négativement a la présence de
nutriments. De plus pesticides et HAP dissous smmtélés avec l'inhibition de I'efficacité
photosynthétique a 2 h mais stimulent I'activitééease a 24 h.

Comme précédemment la concentration en nutrimesttc@rélée négativement a la
pluviométrie et la concentration en ETM est posithent corrélée aux nombre de jours de
temps sec.

Tableau 56 : valeurs du coefficient de Pearson sila matrice physicochimie/écotoxicologie/météo

Coefficient de Pearson - Tous les rejets

Croissance Fluo.2h AE.24h AE.48h Pluvio JTempsSec
d.nutriments -0,59 -0,41 -0,18 -0,10 -0,56 0,26
d.metaux -0,29 -0,12 -0,13 -0,05 -0,39 0,50
d.pesticides 0,28 0,55 -0,89 -0,10 -0,14 -0,06
d.HAP 0,30 0,58 -0,75 -0,06 -0,10 -0,19
d.alkylphenols 0,06 -0,28 0,09 -0,63 -0,11 -0,19

La seule corrélation significative obtenue avecdécul dut de Kendall est entre la
concentration en nutriments et la pluviométrie,saiqu’avec l'intensité de la pluie (corrélation
négative), (résultats non présentes).

L'ensemble des bioessais réalisés ont permis déreneh évidence plusieurs relations
entre les données écotoxicologiques et physicochies. Ainsi il existe une forte relation entre
la pollution aux HAP et alkylphénols et l'inhibitiode I'activité estérase.

11.4.3.2 Rejets de temps de pluie uniqguement

Une ACP préliminaire a mis en évidence la corrélatientre [I'efficacité
photosynthétique a 2 h et a 24 h, ainsi qu’enteenesures de I’AE et de ’APA. Nous avons
retenu ainsi Fluo.2h, Fluo.48h, I'APA 48 h et 'AE4 h qui étaient les données les mieux
projetées sur le cercle des corrélations.

L'’ACR (Figure 44) nous montre que la croissance #&sis corrélée avec les
alkylphénols particulaires. L’efficacité photosyatlgue est corrélée avec les HAP
particulaires. Les nutriments sont corrélés avA®RA 48 h et les HAP dissous avec I'AE 24 h.
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Figure 44 : analyse canonique de la redondance slensemble des échantillons prélevés par temps de
pluie a partir des données physicochimiques et désessais menés sur algues libres

Le Tableau 57 nous montre que la présence de neritBndans les eaux pluviales est
corrélée positivement avec I'inhibition de 'APARet négativement avec I'inhibition de I'AE
2 h. La présence de métaux est corrélée négativieavet |'efficacité photosynthétique a 2 h.
Les pesticides et les alkylphénols sont corréléggatigement avec l'inhibition de I’APA. Enfin
la présence de HAP particulaires est corrélée pesitent avec le nombre de jours de temps
sec.

Tableau 57 : valeurs du coefficient de Pearson sila matrice physicochimie/écotoxicologie/météo rejetde
temps de pluie

Coefficient de Pearson - Rejets de temps de pluie

Fluo.2h APA.2h APA.24h AE.2h JTempsSec
d.nutriments -0,40 0,72 0,20 -0,97 -0,06
d.metaux -0,57 -0,14 0,21 0,06 0,39
d.pesticides 0,09 -0,59 -0,89 0,13 -0,24
d.alkylphenols -0,18 -0,58 -0,23 0,16 0,02
p.HAP 0,41 0,10 0,14 0,18 0,67

Le calcul du coefficient de Kendall (Tableau 58)usomontre I'existence de
corrélations négatives. La pollution organique estrélée négativement avec l'inhibition de
I'APA.
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Tableau 58 : valeurs du coefficient de Kendall sula matrice physicochimie/écotoxicologie/météo rejetde
temps de pluie

Coefficient de Kendall - Rejets de temps de pluie

APA.2h APA.24h
d.pesticides -0,41 -0,59
d.HAP -0,17 -0,55
d.alkylphenols -0,52 -0,54
p.alkylphenols -0,46 -0,44
11.4.4 Apports du traitement statistique

Le traitement statistique permet « d’éclairer » nésultats bruts, c'est-a-dire de mettre
en évidence des relations entre les données digiesngui ne sont pas visibles au premier coup
d’ceil.

Nous avons ainsi pu constater des grandes tendagaepour beaucoup d’entre elles
sont, somme toute, logiques. Ainsi du point de dada composition des rejets, les nutriments
sont dilués par les eaux pluviales, et donc leurceatration est inversement proportionnelle
aux volumes précipités. Ce phénomene est trés rdasqu le bassin versant d’Ecully a cause
des fortes concentrations en nutriments dans lex emsées (effluents de temps sec). On
remarque également que les concentrations en nutlugmts sous forme particulaires et en
métaux sont corrélées aux nombre de jours de teaypst précédé I'événement pluvieux. Les
dépodts s’accumulent et la pluie vient lessiverdagicules métalliques et organiques.

D’un point de vue toxicité on ne retrouve pas systBquement les liens métaux —
inhibition de I'’APA, micropolluants organiques —hibition de I'AE et pesticides — inhibition
de l'efficacité photosynthétique. Ce peut étre &s,ccomme avec les rejets d’Ecully, mais ce
n'‘est pas la norme. Il existe donc un effet codktaertains composés contrebalancant ou
amplifiant les effets de premiers. Mais malgré retément statistigue nous sommes incapables
de mettre en avant certaines associations de paHysus toxiques que d’autres pour tel ou tel
parametre physiologique.

Par le passé des auteurs ont réalisé ce type itlentent statistique sur des biofilms de
réacteurs de station d’épuration exposés a desectrations variables en chlorure de sodium
(Cortés-Lorenzo et al.,, 2012). lls ont étudié diffdétes activités enzymatiques : estérase,
phosphatase acide, phosphatase alcaline, protéasecesidase. lls ont confrontés ces activités
a différents parametres physicochimique (DCO, MHSOs, pH, salinité et date du
prélevement des microorganismes) au cours d'uné/sma&anonique de la redondance. lls ont
ainsi mis en évidence que la salinité et la datgievement étaient les deux parametres les
plus importants qui expliquaient les modificatiates activités enzymatiques.

Enfin il est intéressant d'étudier les différencesrésultats entre les rejets de temps de
pluie et 'ensemble des rejets. Par temps de pasenutriments ont un poids plus important que
sur I'ensemble des rejets alors que les conceontratsont plutét faibles. Dans les deux cas la
pollution particulaire ne joue pas un role impottanr les activités étudiées contrairement a ce
gue I'on pouvait attendre. Ce constat est certagregnd(d au faible nombre d’analyses réalisées
sur le particulaire par rapport au dissous et d@ugfiae nous ne disposons pas de données sur les
métaux a I'état particulaire.
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11.5 Bilan des essais réalisés au laboratoire

11.5.1 Résultats globaux

Il est intéressant de regrouper tous les essaissééadans un seul tableau afin de
pouvoir comparer les résultats entre eux. Afin @mserver une représentation claire nous
n'avons conservé que les résultats des activitegreatiques et de I'activité photosynthétique
uniguement aprés une exposition aux rejets de 24olus choisissons cette durée comme base
de comparaison entre les résultats des différeat#sités étudiées car c’est un bon compromis
entre toxicité aigle et chronique. En effet 2 h abmtact est un temps parfois court pour
constater des effets et aprés 48 h d’exposition tesdances sont plus difficilement
interprétables a cause de la mise en place desdimécanismes de défenses cellulaires.

Un code couleur général a été adopté afin de reledpeésentation des résultats plus
facile. La couleur rouge correspond a une fortebition de l'activité étudiée (supérieure a
50 %). L'orange représente une inhibition moyeneetie 10 et 50 %). Le vert n’'indique pas
d’effet significatif. Enfin le violet représente erstimulation de l'activité étudiée (supérieur a
10 %) et le blanc correspond a I'absence de données

Tableau 59 : résultats des essais menés au laborieg¢osur les RUTP

Croissance Fluo 24h Bioessais
PS ISO CV LC NF F APA 24h AE 24h

Site Date

24/02/2011
13/07/2011
19/10/2011
02/01/2011
05/01/2012
21/05/2012

Chassieu

24/02/2011
Ecully 19/10/2011
22/05/2012

31/05/2011
13/07/2011
Bron 19/10/2011

02/01/2012
22/05/2012

Pour un évenement pluvieux donné on constate dedgsavariations dans les réponses
des biomarqueurs étudiés. Ainsi les polluants prissdans les effluents n’affectent pas de la
méme maniere toutes les activités cellulaires. Qe ntoutefois certaines tendances: la
croissance des CV est inhibée dans 12 cas sur I'dfetacité photosynthétique est stimulée
dans 11 cas sur 14 pour les rejets non filtrés.
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Tableau 60 : résultats des essais menés au labolatosur les RUTS

Croissance IEP 24h Bioessais

Site Date

18/01/2011
03/02/2011
03/03/2011
Chassieu 20/05/2011
20/02/2012
16/03/2012
25/04/2012

NF F APA 24h AE24h

03/02/2011
03/03/2011

Ecully

Du co6té des rejets de temps sec on constate larenooe forte inhibition de la
croissance cellulaire. Mais autrement aucune tecelajlobale ne se dessine et il manque un
certain nombre de résultats, limitant ainsi leseptialités d’interprétation.

11.5.2 Synthése des résultats obtenus au laboratoire

Notre étude écotoxicologique, basée sur une approcatrice mono spécifique qui a
été par la suite associée a I'évaluation des pexdoces d’'un biocapteur a abouti a plusieurs
conclusions que nous discutons ici.

Pour un échantillon donné nous avons observé uaedgrvariabilité de la réponse des
biomarqueurs étudiés : certains sont stimulés, tdeguinhibés et ce, dans des proportions plus
ou moins grandes. De méme pour un biomarqueur daswién I'échantillon testé, son activité
varie de maniére importante. Il apparait donc dilié de définir avec certitude et de maniére
univoque la toxicité d’'un rejet. On pourrait imaginla création d’'une grille d’interprétation
multicritéres avec un systéme de pondération désis étudiées. Mais on ne peut établir de
hiérarchie pertinente entre les fonctions métahmgy Aussi ce panel de biomarqueurs et de
réponses doit étre vu comme un atout et non commeesimple difficulté pour I'interprétation
de la toxicité des rejets urbains. Tous les écHans recueillis provoquent des effets sur le
métabolisme cellulaire, ainsi ils sont tous « epazaté » d’'impacter le milieu récepteur. Les
différents effets nous fournissent des informatisnsle mode / la voie d’'impact. Une efficacité
photosynthétique stimulée associée a une faibléitibn de la croissance cellulaire peut étre
annonciatrice d’'un bloom algal. Une inhibition da troissance cellulaire et des activités
enzymatiques présage d'un impact fort sur les démde maintien du phytoplancton.
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Conclusion

Nous avons réalisé toute une batterie de bioessaisine espece model€hlorella
vulgaris, dans le but d’évaluer I'impact des rejets urbalegemps de pluie sur le compartiment
algal. Pouvons-nous maintenant répondre a cettstique?

Oui nous le pouvons : nous venons de voir que leabwdisme algal est perturbé par
les rejets collectés, quel que soit le bassin vdrsgtudié et I'époque de l'année. Les
perturbations observées vont dans le sens d’'uniéitidn ou d’'une stimulation mais dans les
deux cas ces variations sont significatives detiv@é étudiée. D’autre part hous observons des
réactions rapides ou différées dans le temps.

Pour résumer, I'impact des rejets urbains de tem@spluie est important sur le
compartiment algal. Ces rejets modifient différenigeaux du métabolisme algal perturbant
fine son développement normal (croissance, maintierggrioduction).

Pour ce qui est des causes de I'impact, elles swittiples et ne peuvent étre définies
de maniére générale. Chaque site est unique et qeut transposer les résultaensu strict@a
d’autres ouvrages. En revanche des tendances gésném sont dessinées. On a ainsi pu établir
des relations entre les données météorologiquda ehysicochimie des eaux : dilution des
nutriments en lien avec la quantité d’eaux prééigst et quantité de métaux et polluants
particulaires reliées aux nombre de jours de tesggsayant précédé I'évenement pluvieux. Plus
intéressant, il existe également des relationseeles polluants présents et les modifications du
métabolisme algal. Ainsi nous avons confirmé I'eftees polluants organiques sur I'estérase
(surtout les HAP) et I'effet des métaux sur I'’APMais dans de nombreux cas I'APA est
également inhibée par les polluants organiquestipess, alkylphénols). Notons par ailleurs le
fort effet des alkylphénols qui sont corrélés alexhibition de I'efficacité photosynthétique et
la croissance cellulaire.
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12 Développement des biocapteurs

Apres avoir mis en évidence l'impact potentiel d&JTP sur le compartiment algal
des écosystémes, nous souhaitons maintenant d@ezlapy outil de surveillance utilisable
directement sur nos sites d’étude. Il s’agit d'uncapteur algal. Ce travail a été initié par
Chouteau et amélioré par Guedri au cours de lewatrx de these respectifs (Chouteau, 2004;
Guedri, 2010). Ce type de biocapteur a par le p&siséses preuves a de nombreuses reprises
gue ce soit pour la détection de composés présgans les RUTP ou pour I'évaluation
écotoxicologique des impacts de ces mémes comp&sésevanche ce type de biocapteur n'a
jamais été utilisé sur des échantillons réels, uaigent sur des solutions synthétiques. Notre
travail a ainsi consisté a évaluer le comportentente type d’outil sur nos échantillons. Nous
avons ainsi étudié 'activité enzymatique des afgimemobilisées sur un biocapteur ainsi que la
réponse obtenue en présence de RUTP. Nous ainsinégiat développé de nouvelles techniques
d’'immobilisations dans I'objectif de mesurer la s#nlité de la réponse et de proposer de
nouvelles applications a d’autres modes de trartguzuc

12.1 Activités enzymatiques en biocapteurs

Les résultats obtenus ont été comparés avec cemésngur algues libres. Pour cela
nous avons réalisé des mesures de l'activité addblihestérase (AChE) et de l'activité
phosphatase alcaline (APA) sur des algues imma@tisa la surface d’électrodes interdigitées.
Nous avons sélectionné la technique des monocouwaltesissemblées présentées dans la partie
B. Le fonctionnement du biocapteur conductimétriegaseé basé sur la mesure des mobilités de
charges a proximité immeédiate des zones sensilNesis mesurons la transformation d’'un
substrat non chargé en un produit ionisé graceaatibn de I'enzyme étudiée. Pour cela
travaillons spécifiguement avec l'acétylcholineas® car en plus d'étre un excellent
bioindicateur elle catalyse la transformation duloctire d’acétylcholine (non chargé) en
produits chargés ce qui n’est pas le cas avecuardkscéine. Pour les méme raisons nous
utilisons le paranitrophénylphosphate (PNPP) pouwivre I'’APA grace au biocapteur

conductimétrigue.

12.1.1 Activité acétylcholinestérase

12.1.1.1 Temps sec
Le Tableau 61 montre que les rejets de de Chassiepeu d’effets sur I'AChE : aprés
2 h de contact sur 6 rejet testés, un échantiltonude I'activité de +100 % tandis qu’un autre
I'inhibe (78 % d’activité résiduelle). Les 4 autre® modifient pas significativement cette
activité. L'unique rejet testé provenant d’Eculippacte fortement 'AChE, avec des activités
résiduelles variant de 0 a 36 % selon le tempspbeition.
Aucun lien ne semble se dégager entre le tempoutact et I'activité résiduelle.
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Tableau 61 : % d’activité résiduelle de l'activitéacétylcholinestérase d€. vulgarisimmobilisées en
biocapteur apres 2 h, 24 h et 48 h d'exposition augjets de temps sec

Biocapteur
Site Date
AChE 2h AChE 24h AChE 48h

18/01/2011 103,82 101,81 102,5
03/02/2011 199,36 210,37 206,04

03/03/2011 / / /
Chassieu 20/05/2011 113,34 32,2 104,57
20/02/2012 98,36 98,61 97,96
16/03/2012 100,91 98,07 79,75
25/04/2012 77,77 96,06 413,12

Ecully 03/02/2011 0 36,43 0

12.1.1.2 Temps de pluie

Le Tableau 62 montre que les rejets prélevés a siaont plus d’effets sur 'AChE
gue les rejets de temps sec: aprés 24 h d’expasit moitié des échantillons inhibent
I'activité, avec des pourcentages d’activités résltes compris entre 57 % (19/10/11) et 8 %
(24/02/11). Les autres échantillons ne produisastgieffets significatifs. Sur Ecully le rejet du
24/02/11 est également trés impactant vis-a-viccelte enzyme avec une activité résiduelle
inférieur a 1 % apres 24 h de contact. En revarleBedeux autres prélevements stimulent
I’AChE de +26 % et +72 % apres 24 h de contact. éfflsients prélevés a Bron commencent a
produire un effet sur TAChE aprées 24 h de cont&uir les 3 rejets testés seul celui prélevé le
22/05/11 a un effet significatif avec une stimubatide +46 %. Mais aprés 48 h de contact
I'activité résiduelle devient presque nulle (1,56) %hettant ici en évidence un effet des
polluants présents (majoritairement des HAP).

Tableau 62 : % d’activité résiduelle de l'activitéacétylcholinestérase d€. vulgarisimmobilisées en
biocapteur apres 2 h, 24 h et 48 h d'exposition awuejets de temps de pluie

tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Biocapteur
Site Date
AChE 2h AChE 24h AChE 48h
24/02/2011 / 8,04 969,42
13/07/2011 101,64 101,47 101,99
Chassieu 19/10/2011 50,14 56,65 155,21
02/01/2011 22,15 23,3 29,09
05/01/2012 97,38 97,45 96,7
21/05/2012 101,37 101,52 101,21
24/02/2011 100 0,63 /
Ecully 19/10/2011 103,8 126,41 356,06
22/05/2012 97,97 172,81 0,37
19/10/2011 100,55 98,11 102,43
Bron 02/01/2012 93,82 90,24 102,37
22/05/2012 109,62 146,13 1,56
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12.1.2 Activité phosphatase alcaline

12.1.2.1 Temps sec
Les rejets du bassin de Chassieu sont globalensrd effet majeurs sur I'APA, a
I'exception de celui prélevé le 03/03/2011 qui imhicette activité de maniére importante (21 %
d’activité résiduelle des 2 h de contact). Le gendlévement d’Ecully ayant été testé provoque
un effet trés marqué avec des activités résiduaiésieures a 10 % aprés contact.

Tableau 63 : % d’activité résiduelle de l'activitéphosphatase alcaline d€. vulgarisimmobilisées en
biocapteur aprés 2 h, 24 h et 48 h d'exposition auejets de temps sec

Biocapteur
Site Date

APA 2h APA 24h APA 48h

03/03/2011 20,78 29,21 26,58

20/05/2011 125,62 122,58 122,39

Chassieu 20/02/2012 95,16 96,96 96,34
16/03/2012 101,08 103,04 103,93

25/04/2012 99,95 99,79 100,17

Ecully 03/03/2011 8,15 1,96 2,14

12.1.2.2 Temps de pluie

Le Tableau 64 montre que I'APA est globalement atém par les rejets de Chassieu
prélevés en 2011 alors que ceux prélevées en 202sans effets significatifs (on notera une
légére inhibition pour I'échantillon daté du 05/02). Avec les rejets récoltés a Ecully nous
assistons comme a Chassieu a une forte stimuldBdmPA avec le rejet daté du 24/02/11. En
revanche les deux autres prélevements n’ont pdet’'significatif. Enfin sur Bron nous avons
une tendance similaire, une forte stimulation aleg@remier rejet prélevé (13/07/11) et plus
d’effets significatifs par la suite.

Tableau 64 : % d’activité résiduelle de l'activitéphosphatase alcaline d€. vulgarisimmobilisées en
biocapteur aprés 2 h, 24 h et 48 h d'exposition awejets de temps de pluie

. Biocapteur
Site Date
APA 2h APA 24h APA 48h
24/02/2011 204,6 259,62 224,19
13/07/2011 322,39 320,97 298,88
_ 19/10/2011 156,9 153,19 152,91
Chassieu 02/01/2012 109,69 100,64 107,38
05/01/2012 88,02 89,82 89,61
21/05/2012 97,71 96,57 97,77
24/02/2011 387,24 394,44 392,62
Ecully 19/10/2011 92,25 88,13 87,6
22/05/2012 / 99,95 100,93
13/07/2011 497,55 426,05 468,43
19/10/2011 92,92 86,65 87,6
Bron 02/01/2012 104,54 93,91 102,02
22/05/2012 100,93 98,08 98,76
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Les résultats obtenus pour les mesures en biocaptemntrent que les rejets de
Chassieu prélevés par temps sec ont tendance alastitAChE alors que par temps de pluie il
y a plutdt inhibition de cette activité. Avec legets d’Ecully c’est la tendance inverse que 'on
constate. Avec les rejets de Bron il a en moyerme@effet sur I’AChE.

On notera la trés faible variabilité de I'’APA auucse du temps. Celle-ci réagit dés 2 h
de contact et sa réponse reste stable apres 2448 &t de contact avec les polluants. En
moyenne il y a stimulation pour les échantillons téenps de pluie, entre 150 % et 250 %
d’activité résiduelle. Les échantillons de temps de Chassieu quant a eux sont sans effet sur
I’APA et I'unique échantillon d’Ecully est forteméenoxique (activité résiduelle inférieure a
10 %).

Nous disposons des résultats d’études précédenterséan sur les biocapteurs
conductimétriques. Toutefois aucune étude n'a édisée sur des effluents réels, seulement sur
des solutions synthétiques de polluants ; aussit@sux nous fournissent des pistes pour
interpréter nos résultats mais pas de certitudeou@au et al. (2005) ont montré que des
solutions d’éléments traces métalliques, seulsromélanges binaires, inhibaient 'APA a partir
de concentrations de 10 ppb en Cd ou en Zn. Emidhails n’ont pas mis en évidence d’effets
de synergie ou d’antagonisme. Dans leur étude lgsuas ont également mis en avant la
sensibilité de I'AChE a certains pesticides orgdiloés (méthyl — paraxon) a partir de 100 ppb
(inhibition constatée de -20 %). Mais leur étudété& menée sur des temps courts, entre 1 h et
4 h d’exposition et nous n’avons pas d’informatguant aux effets a plus long terme.

Guedri et al (2010) a mis en évidence des stimulations de RApour de faibles
concentrations en ETM, en particulier avec le z#hde plomb (1 ppb). Il arrive fréquemment
que nos échantillons contiennent des concentratienset ordre de grandeur, pouvant en partie
expliquer les inhibitions constatées.

Il faut également noter que dans la grande majal&® cas il n'y a pas concordance
entre résultats des mesures réalisées sur algues let celles réalisées en biocapteurs. Ceci est
certainement d0 a la différence de proportion efgr@ombre de cellules exposées pour une
méme quantité de contaminant. Sur biocapteur lesraaigues sont présentes sur une
monocouche de 1,5 mm2. En considérant qu’'une aljpi€. vulgaris occupe une surface
d’environ 3,14*10" mm?2 la surface active du biocapteur rassemble sndende 5000 cellules.
En revanche un puits d’'une microplaque renfermesiplurs millions de cellules. La différence
de densité cellulaire et donc d’exposition aux pafits peut expliquer en partie la non
concordance des résultats réalisés sur alguesslidgraur algues immobilisées. Il n'y a pas de
bons ou de mauvais résultats, il est intéressaavail réalisé les mesures en biocapteur au
laboratoire avant les essais sur site afin d’étmescient de ce phénomene.

Les performances d’'un biocapteur, sa sensibilit@amiculier, sont intimement liées a
la technique d’'immobilisation utilisée. Guedri (2)la par exemple montré I'intérét d’utiliser la
technique des SAMs par rapport a l'association BffAaraldéhyde pour les mesures de
’AChE et de I'APA. Aprés les mesures conductimgties de ces 2 enzymes nous souhaitions
également développer des biocapteurs pour la maemutactivité catalase et pour la mesure de
la fluorescence chlorophyllienne. Dans cette perSpe nous avons été amenés a nous
guestionner sur I'immobilisation du biorécepteurous avons donc cherché la meilleure
technique permettant de mesurer 'activité de cetteyme sur un capteur a oxygene et dans un

deuxieme temps pour la détection de pesticideslegamesures de fluorescence.
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12.2 Capteur a oxygeéne

Nous avons vu précédemment (11.1.4) que la catatse une enzyme sensible aux
rejets urbains et qu’elle pouvait potentiellemetre&utilisée comme biomarqueur de toxicité.
Aussi nous avons cherché le meilleur moyen d'imriséi des microalgues a la surface d’'un
capteur a oxygeéene afin d’étudier la réaction deraégtion du peroxyde d’hydrogéne en
dioxygeéne par la catalase. Une fois le mode desttaction sélectionné, conductimétrique
(électrode de Clark) ou optique (optode) s’est ptséguestion du choix de la technique
d'immobilisation. Nous avons vu dans la partie A’ilgexistait un trés grand nombre de
possibilités d'immobilisations des microalgues ageenme principale contrainte, le respect des
conditions de biocompatibilité. Nous avons donc mis ceuvre plusieurs techniques afin de
sélectionner la plus performante. En premier lieusiavons testé I'immobilisation dans un gel
d’agarose, en second lieu dans des billes d’algieraenfin a I'aide d’'un matériau sol-gel.

12.2.1 Sur gel d'agarose

Au sein de notre laboratoire nous avons préparésohgion d’agarose contenant les
cellules algales puis nous l'avons coulée dans rdesles fabriquées spécialement pour ce
travail (Figure 45). Le diamétre correspondant augface active du capteur a oxygéene utilisé.

Figure 45 : solution d'agarose contenant les micrdgues et déposée dans les moules

Une fois démoulés, ces gels sont déposés a laceudane électrode de Clark (Figure
46). Les optodes ont été testées mais ne sont gegsées a ce type d’'immobilisation ; aprés
fixation d'un gel les fluorophores ne réagissenisplAfin de maintenir en place ce gel sur le
capteur, ce dernier est recouvert d'une membrandialgse, elle-méme attachée a 'aide d’'un
élastique.
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™ ..L
Figure 46 : gel d'agarose déposé sur I'électrode ddark (A) et immobilisé sur une optode a l'aide dine
membrane de dialyse (B)

Afin de mesurer les performances de ce biocapteausnl’avons placé dans une
solution de tampon phosphate (80 ml). Une fois dacentration en dioxygéne stabilisée, on
injecte 400 ul de kD, a 30 % dans le milieu (avec une agitation viveh fte ensuite les
variations de la concentration en dioxygéne a ldase de la membrane au cours du temps

(Figure 47).
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Figure 47 : [O;] = f(t) aprés 2 injections successives de 0,5 Y50, sur gel d’agarose
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Apreés injection du substrat on assiste en quelgeesndes au début de la réaction puis
la concentration en dioxygene dans le milieu r@actel passe de 3mg/l a plus de 70 mg/l en
60 secondes. La concentration atteint un maximun8 ang/l puis décroit durant 60 secondes
jusqu’a atteindre un palier autour de 25 mg/l. Estiabilisation correspond a un état d’équilibre
du dioxygéne au sein du gel.

La réaction se déroule en moins de 3 minutes etnoemee des injection du substrat.
Ainsi cette technique d’'immobilisation couplée atilisation de I'électrode de Clark est trés
efficace pour mesurer I'activité catalase@ereinhardtii.

12.2.2 En bille d’alginate

Apres avoir travaillé en gel d’agarose nous avomghgtisé dans notre laboratoire des
billes d’alginate. C’est une technique d’encapsalattrés répandue et réputée pour sa
biocompatibilité. Une fois les billes d’alginatealisées nous avons commencé par réaliser le
méme montage qu’avec le gel d’agarose. Mais le &rrabille » ne se préte pas a une
immobilisation rigoureuse a l'aide de la membrapedihlyse.

C’est pourquoi nous avons choisi un autre modeixkibén : & I'aide d’'un fil d’acier
nous avons formeé un collier contenant une ou plusi@erles. Ainsi la bille d’alginate peut étre
correctement immobilisée au contact de I'électr(igure 48).

A

Figure 48 : bille d'alginate immobilisée sur un fild'acier (A) et a I'aide d'une membrane de dialys€B)

Cette technique permet aussi dutiliser une opt¢Bmure 49) puisque les billes
peuvent étre placées au plus pres du capteur satgiper son fonctionnement. En revanche les
résultats ne sont pas meilleurs que ceux obtenueslgues libres car I'oxygéne libéré se
dissout dans le milieu réactionnel. De plus unedpta une gamme de travail bien plus réduite
qgu’une électrode de Clark et a donc tendance aesatapidement.
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Figure 49: billes d'alginate fixées a I'optode (At zoom sur une bille apres réaction avec le B, (B)

La Figure 50 présente la cinétique de formatiordibxygene aprés trois injections de
peroxyde d’hydrogéne. Tout comme avec I'immobilisaten gel d’agarose, le biocapteur réagit
immédiatement aprés la premiére injection jusqutaiadre un maximum=( 24 mg/l) puis la
concentration diminue progressivement. Une secadnfetion 3 minutes plus tard n’entraine
gu’un trés Iéger pic et, si I'on injecte & nouveaAusubstrat 3 minutes apres, le capteur ne réagit
plus. La concentration en dioxygene diminue juscatt@indre un palier~( 10 mg/l) ce qui est
proche de la solubilité maximale du dioxygéne a°20 (9,09 mg/l). On constate donc un
phénoméne de saturation du capteur, ou plutét dtebépteur (inhibition par le produit de la
réaction ou par exces de substrat?).

02 graph

Figure 50 : [O,] = f(t) apres 3 injections successives de 0,5 ¥dHbO, sur bille d’alginate immobilisée au
contact d’'une électrode de Clark

12.2.3 Sur sol-gel (seul)

Les techniques utilisées précédemment (agaroségitate) ont fourni des résultats
probants pour la mesure de l'activité catalase. t@fmis ces matériaux ont tous deux
I'inconvénient d’étre fragiles et de se dégradgridament. Nous nous sommes tournés vers la
synthese d’un matériau sol-gel, solide et inorgaejdien plus résistant a I'épreuve du temps.
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A l'aide de la littérature (Nguyen-ngoc and Tranami 2007) nous avons dans un
premier temps réalisé de maniere empirique diffis@membranes de qualité variable au sein
de notre laboratoire.

Un premier constat visuel montre que le matérialigeb obtenu a une structure
granuleuse, irréguliére (Figure 51).

e

Figure 51 : membranes de matériau sol-gel contenafd souche d’algues CR

Nous avons ensuite, selon le méme protocole qu'de@els d’'agarose et les billes
d’alginate, caractérisé la réaction enzymatiqueg\Fe 52).

Temps (mn)
Figure 52 : [O,] = f(t) aprés 3 injections successives de 0,5% &8, sur sol-gel

Nous obtenons des résultats comparables aux engaiés avec la bille d’alginate mais
avec une qualité de signal tres dégradée, en raisda structure du matériau. Nous retrouvons
par ailleurs le méme phénomeéne de saturation diétépteur.
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12.2.4 Sur membrane alginate/sol-gel

Y

Malgré les résultats obtenus avec l'agarose etgibhalte nous étions donc a la
recherche d’'une technique dotée de meilleures peences mécaniques (résistance, durabilité)
en vue d’applications de terrain. Le premier matérsol-gel réalisé de maniere empirique ne
remplissait pas les objectifs que nous nous étitirgs, en particulier au niveau de la
transduction.

En quéte d’'un nouveau matériau alliant biocomphtéiet performances mécaniques
nous nous sommes tournés vers I'équipe d8dra A. Bilmes de I'Université de Buenos Aires,
spécialisée dans la synthése de matériaux inorgasiqCette équipe a mis au point une
technique innovante permettant d'immobiliser degamismes unicellulaires dans une matrice
sol-gel en deux temps : encapsulation des celldli@sérét dans un gel d’alginate puis dépot du
matériau sol-gel (Figure 53 A), (Perullini et @005, 2008, 2011). En mission au laboratoire
INQUIMAE de I'Université de Buenos Airsnous avons appliqué cette technique en vue de
I'immobilisation des microalgues de. reinhardtii. La membrane est moulée en 2 temps dans le
puits d’'une microplaque avant d’étre déposée attase de la sonde a oxygéne. On immobilise
ensuite cette membrane a I'aide d’'un morceau deffPa® afin que celle-ci ne s’échappe pas
au cours de I'expérience (Figure 53 B).

Sol-gel
Gel d'alginate

parafilm

. Blectrode

Figure 53 : double membrane alginate/sol-gel renfemant des cellules de&C. vulgaris vue de profil (A) et
vue de haut (B)

On réalise ensuite la caractérisation des perfoomandu biocapteur comme
précédemment. On constate que ces performancesdiuede I'épaisseur de la couche de sol-
gel, donc du volume déposé sur le gel d’alginate.plus, les variations de concentration sont
modérées (quelques mg/l) et la réaction s’étaleeguiron 10 minutes.

Instituto de Quimica Fisica de los Materiales, MbeAmbiente y Energia
Pabellon 2, Ciudad Universitaria, Buenos Aires, értjina
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Figure 54 : cinétique de formation du dioxygene etitesse initiale de réaction, volume de sol-gel 9@ pl

La vitesse initiale de réaction est de 0,0035 ngf/lforsqu’on utilise 200 pl de
matériau de sol-gel, soit 0,47 mm d’épaisseur (FEda4). Mais lorsque I'épaisseur augmente a
0,71 mm (300 pl de matériau) la vitesse initialeggaa 0,0013 mg/I*s(Figure 55).
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Figure 55 : cinétique de formation du dioxygene etitesse initiale de réaction, volume de sol-gel 98 pl

La membrane contenant 4Q0 de Si s’est rompue avant d’avoir pu commencer les
mesures et celle contenant 5Q0 de Si n'a pas permis de constater d’évolution lde
concentration en dioxygéne dans le milieu, mémeespun laps de temps important. En
revanche si on retire la membrane et que I'on séaline mesure dans le milieu réactionnel, on
remarque que la concentration en oxygene danslieurgst bien supérieure a la concentration
d’équilibre eau/air. Il y a bien eu réaction ma@ia n'avons pu la détecter, surement a cause de
la trop grande épaisseur de silicates. Aussi ce#eniére technigue est peu adaptée a
'immobilisation deC. reinhardtiien vue de la mesure de son activité catalase.

Néanmoins les grandes propriétés optiques (trapspa) et mécaniques (résistance,
durabilité) du matériau sol-gel en fond un bon ddatpour les transducteurs otiqgues comme
nous allons le voir ci-apres.
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12.2.5 Synthése des techniques d’immobilisation sur capteur a
oxygene

L'immobilisation optimale sur le capteur a oxygeest un compromis entre plusieurs
contraintes : biocompatibilité, résistance mécaajqdurabilité et porosité suffisante pour
permettre les transferts des substrats et desifi®act

Pour remplir cette tache, gels d’agarose et d'aginsont d’excellents biomatériaux
qui ont fait leur preuve dans de nombreux domap@s I'immobilisation de cellules entiéres.
Dans le cas présent ils sont bien adaptés a I'étialu de I'activité catalase. Mais le principal
probléme de ces membranes est leur durabilité,otkebreux auteurs ont rapporté leur manque
de fiabilité dans le temps (Kamath and Park, 19®&jerla and Chambers, 1997; Lee and Heo,
2000). Ainsi a l'aide de partenaires argentins n@aw®ns souhaité utiliser une nouvelle
technique innovante associant une membrane d’'akyiaaun dép6t de matériau sol-gel. Ces
supports d’immobilisation ont eu un succes relptitir la mesure de I'activité catalase.

Malgré des performances limitées pour la détectlen’activité catalase, nous avons
vu dans ce matériau un grand potentiel pour lastfantion optique. En effet les qualités
optiques de cet objet suggéraient des perspediizdsavail intéressantes dans le domaine de la
fluorescence de la chlorophylle. C’est pourquoi s\cavons entrepris de caractériser le
comportement de microalgues encapsulées dans ceapunatériau en vue de la détection de
pesticides.
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Le paragraphe 12.3 a fait I'objet d’'une publicatidans une revue internationale a
comité de lecture :

Ferro, Y., Perullini, M., Jobbagy, M., Bilmes, S., & Durrieu, C. (2012). Development of a
Biosensor for Environmental Monitoring Based on Malgae Immobilized in Silica
Hydrogels.Sensors (Basel, Switzerland®(12), 16879-16891.

Cette publication est disponible dans version oia¢g en annexe.
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12.3 Capteur a fluorescence

Les mesures de fluorescence de la chlorophylle destindicateurs trés performants
de la présence d’herbicides dérivés de I'urée,tdagines et des phénols. Ainsi de nombreux
auteurs ont travaillé a la création de biocaptgasnettant la détection de pesticides basés sur
I’étude de la fluorescence de la chlorophylle denmalgues (Naessens et al., 2000; Védrine et
al., 2003; Pefia-Vazquez et al.,, 2009). Le problaéwurrent de ces biocapteurs pour une
utilisation sur site est celui de I'immobilisatiodes cellules algales. Les techniques
traditionnellement basées sur l'utilisation de galalginate sont peu fiables sur le long terme
car ces gels finissent par se dégrader et parmspren

Afin de palier a ces insuffisances, nous avonsegmis d’utiliser la technique de la
double immobilisation alginate/sol-gel afin de déymper un biocapteur optique a herbicides.

Nous avons travaillé avec les 3 souches d’algugs pésentéesC. vulgaris (CV),
P. subcapitatg PS) etC. reinhardtii (CR).

12.3.1 Biocompatibilité du matériau

Dans un premier temps il a fallu nous assurer dditcompatibilité du matériau,
premier critere fondamental de choix d’'un matéritencapsulation. Le protocole est similaire
a celui suivi dans la norme ISO 8692 sauf que dansas présent, le toxique considéré est le
processus d’encapsulation. L'épaisseur de gel ah@st de 1,9 mm : c’est un compromis afin
d’obtenir un matériau fin mais suffisamment régistgpour pouvoir étre manipulé. La
concentration initiale de microalgues choisie estLd cellules/ml.

La Figure 56 montre que le taux de croissance dé®€ inchangé lors du processus
d’immobilisation. En revanche on constate une légéarhibition pour les PS et les CR
(respectivement 6 % et 13 %) ce qui reste tréspabée.

20
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, -

cv PS CR
Figure 56 : % d’inhibition de la croissance apréséds deux étapes d’'immobilisation du matériel celluiee
(couche de silice de 1,9 mm) comparé aux alguesréb (non immobilisées)
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12.3.2 Mesure de la fluorescence

Il a fallu nous assurer ensuite de la qualité apiqgdu matériau et du fait qu’il
n’influait pas dans les mesures optiques que noubations réaliser.

Ainsi l'utilisation d’alginate de sodium entrainenal tres légére perte de la qualité
optique par rapport au milieu témoin (Figure 57n Eevanche la gélification a l'aide du
chlorure de calcium et [l'utilisation du matériaul-gel n’entraine aucune modification
significative de la qualité du signal.
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Figure 57 : fluorescence de la chlorophylle (en uré arbitraire) 1h aprés le dépét dans la microplage :
dans le milieu de culture a I'état libre (control,en bleu), dans le milieu de culture additionné de% de Na(l)-alginate
(alginate de sodium, en rouge), encapsulé dans la(@)-alginate (alginate de calcium, en vert), et pres la procédure

d’'immobilisation en deux étapes (alginate de calein /SiO,, en violet)

12.3.3 Effet du DCMU sur la fluorescence

Selon la Figure 58, il y a 40 % de baisse de I'aegtation de fluorescence lorsque
C. vulgarisest cultivée avec l'ajout de 2 % d’alginate de sodi Cela pourrait étre en partie
attribuable a la perte de fluorescence de la ciploybbe observée en I'absence de DCMU (voir
Figure 57). Cependant, le fait d’immobiliser legws dans l'alginate de calcium ou dans
I'alginate de calcium associé au sol-gel ne conchas a des pertes supplémentaires de
fluorescence.

L'augmentation de la fluorescence des subcapitatalibres et en suspension dans
I'alginate, I'alginate de calcium et dans la madritybride alginate de calcium/silice, ne montre
pas de différences significatives (dans les 4 c¢asgmentation aprés empoisonnement est
d'environ 50 % + 20 %).
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Enfin, pour la souche deC. reinhardtii aprés le piégeage dans le sol-gel
I'augmentation de la fluorescence est forte, avee faible variabilité (75 % + 5) et proche de la
valeur témoin (algues libres: 90 % + 10).

Ces résultats montrent la capacité du biocaptemicdoalgues encapsulées a détecter
le DCMU avec une précision comparable a celle altesvec des algues libre. L'étape suivante
consiste a déterminer les limites de détection ¢eatration et temps) et la possibilité de
détection d’un autre herbicide tel que l'atrazine.
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Figure 58 : % d’augmentation de la fluorescence chrophyllienne aprés 40mn d’exposition au DCMU
(4 mg/L) en fonction de la technique d’immobilisaton et de la souche d’algue utiliséedans le milieu de
culture a I'état libre (control, en bleu), dans lemilieu de culture additionné de 2% de Na(l)-algina¢ (alginate de
sodium, en rouge), encapsulé dans le Ca(ll)-algiraialginate de calcium, en vert), et apres la prodére
d'immobilisation en deux étapes (alginate de calem /SiO,, en violet)

12.3.4 Effet de I'atrazine sur la fluorescence

La Figure 59 résume les résultats obtenus avedrtes souches d'algues aprés une
exposition a l'atrazine. Aprés 40 minutes de contaa C. vulgaris nous avons obtenu une
limite de détection de 0,1 uM quel que soit le @& d'immobilisation, ce qui indique qu'a
cette concentration, il n'y a pas de différenceeetmes différentes méthodes d'encapsulation.
Aprés augmentation de la concentration d'atrazilmigmentation de la fluorescence de la
chlorophylle des algues piégées dans la silicernge glus, contrairement a ce qui est observé
pour les algues libres et pour les autres méthadmscapsulation, qui montrent effectivement
une relation dose-réponse.
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Avec P. subcapitatala limite de détection aprés 40 minutes est emcier 0,1 uM pour
les PS libres, les PS en suspension dans de kadgitle sodium et les PS dans l'alginate de
calcium, mais se trouve étre plus élevée pour Refcapsulées dans l'alginate de calcium et la
silice (1 uM).

Dans le cas d&. reinhardtii, la perte de sensibilité entre les algues libresedles
encapsulées est trés forte, quelle que soit la odéthd’immobilisation, mais comparées aux
autres souches, les CR sont les plus sensiblesexXeanple, sur les algues piégées a l'intérieur
des hydrogels de silice apres une exposition demditutes & 1 uM, l'augmentation de la
fluorescence est de 57 % pour les CR, 42 % pouPkst 32 % pour les CV. Par ailleurs, la
limite de détection aprés 40 mn est la plus failecC. reinhardtii 0,1 uM pour tous les lots
testés, y compris ceux avec l'alginate de calciwsiliee.

% of fluorescence
enhancement

200
180
160
140
120
100
80
60
40

20

Figure 59 : % d’augmentation de la fluorescence cbrophyllienne apres 40mn d’exposition a I'atrazinesn
fonction de la technigue d'immobilisation et de lssouche d’algue utilisée dans le milieu de culture a I'état
libre (control, en bleu), dans le milieu de cultureadditionné de 2% de Na(l)-alginate (sodium alginat, en rouge),
encapsulé dans le Ca(ll)-alginate (calcium alginaten vert), et aprés la procédure d'immobilisatioren deux étapes
(calcium alginate/SiG, en violet)

Le Tableau 65 résume les résultats obtenus aveeethode d'encapsulation en deux
étapes alginate/sol-gel aprés exposition a I'ateaet apres différents temps de contact. Quand
il n'y a pas de polluants (0 uM, 1ére colonne), & une augmentation de la fluorescence apres
40 minutes d’exposition. Ceci pourrait étre expégpar la croissance de la culture. Plus le
temps d'exposition est élevé et plus la fluoresediest également, excepté entre entre 5 heures
et 24 heures, avec une exposition aux polluantsl@eyuM. On observe dans ce cas une
décroissance de l'augmentation de la fluorescerd@. deinhardtii, ceci pouvant étre attribué a
une toxicité importante de l'atrazine et une maéatellulaire.
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Enfin, le choix de la souche est un facteur impurfgour la sensibilité du biocapteur.
Par exemple, aprés 5 h d’exposition aux polluantspaM, I'augmentation de la fluorescence est
d'environ 71 % avec la souche CV, 49 % avec lesedd®S et enfin 92 % avec les algues CR. Il
s'agit d'un résultat général, ce qui nous permetride les algues dans en fonction de leur
sensibilité aux herbicides dans I'ordre suivanR>CCV> PS.

Tableau 65 : % d’augmentation de la fluorescence ¢brophyllienne aprées exposition a I'atrazine (0 a
10 uM) de microalgues immobilisées dans I'alginatet le sol-gel apres 40 mn, 5 h et 24 h d’exposition

% d’augmentation .
[Atrazine] (UM)
de la fluorescence
Temps de
Souche 0 0.001 0.01 0.1 1 10
contact
40 mn 18.5+2.73 16.65+11.95 12.29+2.93 23.44+£8.9 32.17+7.19 30.95+1.42
cv 5h 24.83 £4.39 23.24 £4.03 25.92+£3.94 46.89 + 8.7 71.49+11.22 | 74.11+4.69
24 h 76.72+£1.82 | 30.93+14.17 31.22£3.78 60.55+2.23 | 91.78+13.62 | 77.86+3.68
40 mn 25.37 £5.09 20.44 £ 8.69 14.85 + 10.01 12.39+8.60 41.71+6.40 | 48.77+£11.38
PS 5h 19.02 £ 2.69 21.36 £ 8.60 17.37 £9.93 22.11+10.63 | 48.97+1.54 62.27+4.3
24 h 20.42 £1.02 25.47 £8.17 23.04£10.42 | 29.57+11.40 | 68.13+2.46 48.68 +2.01
40 mn 2191+5.78 | 20.71+11.15 15.02 +3.28 33.64 £20.89 | 56.52 +23.77 90.49+7.1
CR 5h 28.91+3.35 | 32.07+12.68 26.41+2.13 58.75+26.79 | 91.68 £25.08 | 136.97 +9.37
24 h 3344 +5.65 | 37.49+13.61 28.17 £1.67 62.7 +23.82 71.53+2595 | 85.12+15.2
12.3.5 Effets des rejets de temps sec

Apres avoir montré les capacités de ce biocaptelétacter certains types d’herbicides
nous avons souhaité le tester sur des effluents.ré®ur cela nous avons procédé comme
précédemment en remplagant I'herbicide par un efftude temps sec prélevé le 03/03/2011,
soit a Ecully soit a Chassieu. Le temps d’exponitist de 24 h et I'effluent est retiré avant la
mesure de fluorescence pour étre remplacé parede Wiltrapure. Le code couleur concernant la
technique d’immobilisation des algues reste incléang

Sur les effluents de Chassieu on remarque des mentgtions négatives », c’'est-a-
dire des diminutions de la fluorescence apres axpas(Figure 60). Nos échantillons ne
contiennent pas que des herbicides et leurs coratérs sont inférieurs aux limites de
detections du biocapteur (limite d’environ 215 ngdur l'atrazine). Il est donc logique que
nous ne constations pas d’augmentations importaseeka fluorescence comme c’était le cas
sur les solutions d’herbicides pures. On note égale une variabilité importante, en particulier
sur les algues immobilisées dans I'aginate de galoét dans I'alginate de calcium associé a la
silice.

Au vu des faibles variations constatées (entre ¥ @t +10 %) et de la variabilité
importante, ces premiéres mesures ne sont padisaghies.
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Figure 60 : % d'augmentation de la fluorescence chfophyllienne aprés 24 h d'exposition au rejet de
temps sec de Chassieu prélevé le 03/03/2011 en fimmcde la technique d’immobilisation et de la soute
d’algue utilisée

Sur le rejet d’Ecully il y a globalement une aughsion de la fluorescence mais la
encore, beaucoup de variabilité (Figure 61). Pag mémes raisons qu’'avec l'effluent de
Chassieu ces résultats ne sont pas significatifs.

70 -

ﬁﬂ_ X
50
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de la fluorescence i

Figure 61 : % d'augmentation de la fluorescence chrophyllienne aprés 24h d'exposition au rejet de
temps sec d’Ecully prélevé le 03/03/2011 en fonatide la technique d'immobilisation et de la souche
d’algue utilisée
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Au vu de ces résultats nous avons jugé plus pettige réaliser des mesures de
I'efficacité photosynthétique, c’est-a-dire de camgr la variation du niveau de fluorescence
avant et apres empoisonnement au Diuron entre utétooin et un lot exposé a un effluent
comme nous l'avons fait sur algues libres (cf. jgattl.2)

En utilisant la souche CV et aprés 24 h de contastc I'effluent de Chassieu on
constate une activité résiduelle d’environ 60 % algues libres, dans I'alginate de sodium et
immobilisées dans l'alginate de calcium (Figure .6En revanche ['utilisation du sol-gel
entraine une augmentation de l'activité résiduédeviron 80 %). On masque alors la toxicité
de l'effluent. Ce phénoméne se reproduit avec lgges PS et les CR.

120 A

W Control
Activite
photosynthétique B Sodium Alginate
résiduelle (%] ¥ Calcium Alginate

B Calcium Alginate,/5i02

Cv PS5 CR

Figure 62 : % d’activité résiduelle aprés 24h d'expsition au rejet de temps sec de Chassieu préleeg |
03/03/2011 en fonction de la technique d'immobilisimn et de la souche d’algue utilisée

Aprés exposition au rejet d’Ecully, les algues C¥Yit @omme précédemment une
activité résiduelle d’environ 80 % (Figure 63). peésence d’alginate de sodium et de calcium
entraine une augmentation de cette activité (> %)Omais paradoxalement I'immobilisation
combinée de l'alginate de calcium et du sol-gelrfiitula méme indication qu’avec les algues
libres.

Avec les PS et les CR comme avec les CV, 'algimagsque la toxicité en augmentant
le pourcentage d’activité résiduelle. En revanchélisation du sol-gel diminue cette activité
pour les PS et 'augmente pour les CR.
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Figure 63 : % d’activité résiduelle aprés 24h d'expsition au rejet de temps sec d’Ecully prélevé le
03/03/2011 en fonction de la technique d'immobilisin et de la souche d’algue utilisée

12.3.6 Syntheése sur les techniques d’immobilisation sur capteur a
fluorescence

Dans cette étude, nous démontrons la faisabilité I'delisation d'un hydrogel
inorganique translucide pour construire un biocapteptique avec des cellules algales
immobilisées. Selon nos résultats et en accord descétudes précédentes (Darder et al., 2010),
I'immobilisation d'algues vertes dans un sol-geldemx étapes présente une biocompatibilité
élevée; cette méthode d'encapsulation est facikahser et permet d'obtenir une matrice avec
de bonnes performances optiques et mécaniques. uine, des précurseurs de silice et de
particules polyméres utilisés dans cette synthése des réactifs a faibles codts, ce qui est
intéressant du point de vue de possibles applioatifutures. L'activité des cellules d'algues
entieres immobilisées au sein de I'hydrogel deceilpeut étre évaluée a partir de mesures
fluorescence de la chlorophylle. La transparenda structure de la couche d'algues permet une
mise en contact direct avec les fibres optiquesr gmoduire une émission de fluorescence
détectable par un fluorimétre. En outre, ce bioeapta cellules entieres fonctionnant sans
réactif est économiquement tres intéressant careilnécessite ni support, ni un indicateur
fluorescent pour surveiller les niveaux d'herbisideans I'environnement.

L'utilisation de cette technique d’immobilisatiorstefacilitée par la transparence
optique, la stabilité mécanique et l'inertie chinégde la silice héte. Les propriétés optiques
sont d'une importance cruciale a la fois pour @sgance des algues a la surface du biocapteur
biocapteur et pour la méthode de détection basédasdétermination de I'augmentation de
fluorescence de la chlorophylle. De plus, la pagosie la matrice de silice (dans le domaine des
meésopores) peut étre régulée par le procédé désmtsol-gel utilisé. Ainsi, dans la théorie,
les propriétés de transport de la matiére hote @euetre choisies judicieusement afin de
permettre une diffusion libre des polluants en enik aqueux et de les rendre accessibles aux
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cellules algales. Cette technique a été appliquée détermination du DCMU et de l'atrazine,
herbicides connus pour inhiber le photosysteme d$ @élgues. Parmi les souches d'algues
testées,Chlamydomonas reinhardtiest I'espéce la plus sensible pour la déterminate
I'atrazine, avec une limite de détection de 0,1 ggvies 40 minutes d'exposition. Ce biocapteur
optique a cellules algales pourrait étre utilisénowe un dispositif d'alerte précoce pour détecter
les herbicides dans les effluents.

Mais lorsque I'on travaille sur des effluents rélgs résultats ne sont pas conformes a
la théorie. En effet les résultats obtenus surlgses immobilisées different beaucoup de ceux
obtenus sur algues libres, avec une variabilitéoirtgnte. Ceci peut s’expliquer par la présence
de polluants en phase particulaire dans les rejegtains. Ces particules de tailles et de natures
chimiques variées ont tendance a s’adsorber susufgport d’immobilisation, modifiant la
charge polluante biodisponible pour les microalgugalginate de calcium est un matériau
présentant une grande affinité pour les métaweset’ailleurs utilisée comme agent chélatant
dans des procédés de dépollution (Gotoh et al.42@0aya et al., 2008).

Avant une mise en ceuvie situ de ce type de capteur, non seulement les limiges d
détection doivent étre améliorées mais il faut égant limiter le phénomene de filtre
occasionné par le matériau utilisé pour I'immolgtisn. Les concentrations en atrazine et en
DCMU dans les effluents sont de I'ordre de 1 & 8@0 et les normes européennes de qualité
de l'environnement (NQE) sont de 200 ng/l pour DCMU 600 ng/l pour l'atrazine (Le
parlement européen et le conseil de I'union europée2008).

Sur des travaux antérieurs, il a été montré quilisation de cellulesC. vulgaris
comme biorécepteur permettait la déterminationetdicides antiphotosystéeme 1l (PSIl) qui
ciblent la fluorescence du PSII des algues (Védenhal., 2003). Dans les mémes conditions
([C. vulgaris] = 1,5x 1¢° cellules/ml et le pH du tampon phosphate 7,0)irdté de détection
de l'atrazine était de 1 pg/I X50° pM) avec une augmentation de fluorescence de Tés.
résultats ont été obtenus avec un fluorimetre haetsibilité (Fluorolog Spex 2). Nous pensons
gu'avec l'aide d'un fluorimétre plus précis et enéfiorant la méthode d'immobilisation pour
diminuer la variabilité, nous pourrions encore rigeces limites de détection. Toutefois cela ne
résout pas le probleme de rétention des polluaptair supprimer ce biais on peut envisager par
exemple de ne travailler que sur les polluantsteasp dissoute en préfiltrant les effluents.

Conclusion

Aprés avoir montré que l'activité catalase pouvie utilisée comme biomarqueur de
toxicité pertinent (11.1.4), nous avons souhaiteetldpper un biocapteur permettant la mesure
de cette activité sur les sites de I'assainissenpéuntial. Dans ce but nous avons cherché le
meilleur moyen d'immobiliser les microalgues a laface du transducteur. Nos travaux ont
montré que l'agarose et l'alginate étaient tousxdde bons candidats pour remplir ce role.
Toutefois, de nombreuses études pointant la falblabilité de ces matériaux nous ont amené a
explorer d'autres voies pour I'encapsulation desréiepteurs. Ainsi nous avons appliqué la
technique mixte associant gel d’agarose et hydragigdaté (sol-gel) pour immobiliser les
cellules. Les résultats bien que décevant pourdaure de l'activité catalase laissait entrevoir
des perspectives d'utilisation plus larges avedransducteur optique. Grace a cette technique
novatrice nous avons développé un biocapteur poulétection de certains herbicides basé sur
la mesure de la fluorescence chlorophyllienne.
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13 Une station autonome pour les mesures de
terrain

13.1 Solutions techniques

Le principe général du dispositif est de faire telai totalité du laboratoire en une
structure unique, de taille modeste et pouvanttionaer de fagon autonome sur le terrain (ou
plutbét semi-terrain). En fait ce dispositif a vdoat a étre placé au niveau d'un ouvrage
instrumenté par 'OTHU, dans un bungalow fermé, sme avec de I'électricité mis a notre
disposition par la fédération de recherche (cf.€8.13.3).

Nous sommes partis sur la base d’un meuble contehatagéres, chaque niveau ayant
un r6le bien particulier (Figure 64). Nous détaidles d’abord chaque groupe fonctionnel avant
de décrire le fonctionnement global du disposfifi distingue donc 4 groupes fonctionnels :

* Le groupe capteurs ; composé de 2 microélectrodsgtipnnées a l'intérieur
de béchers;

* Le groupe hydraulique ; composé de 2 électrovardiestrée, 2 de sortie,
d’'une pompe péristaltique et d’'un programmateurrd'sage ;

* Le groupe substrat ; composé d’'un vérin électriglee? seringues, d’'une prise
électrigues programmable via protocole TCP/IP ;

* Le groupe acquisition ; composé d’'un automate mognable, d'unlock-in,
d’un générateur de tension et d'un ordinateur fueta

programmateur
Lock in d'électrovanne guiomate du vérin

—j g vérin linéaire

&
ey ?‘ |

automate isolation du signal

i
I
&
<_
||

Pompe péristaltique

PC portable

électrovanne

. support béchers,
- seringues et
., | micro électrodes

Figure 64 : plan initial de la station autonome denesure de toxicité in situ (Dambre, 2011)
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13.1.1 Le groupe capteurs

La solution retenue repose sur un systéeme a 2 geptmdépendants permettant
d’effectuer 2 mesures distinctes a des intervallésiéfinis par I'opérateur.

Chaque groupe capteur (Figure 65) a pour role dmtewair une électrode au-dessus
d’'un bécher dans lequel un mélange tampon seratemainle temps que le groupe capteur
effectue sa mesure. Ainsi, I'électrode sera cormsmren milieu humide sans subir les
dégradations liées a la pollution du milieu réactiel détourné du bassin. Au moment de la
mesure, le bécher (fabriqué sur mesure par la MerMiIIeurbanaisg) sera purgé et son
contenu remplacé par les eaux du canal de dérivgimur un contact avec les algues puis
d’effectuer la mesure.

Chaque électrode ayant pour vocation d’effectues mesure unique, la conservation
de I'électrode une fois la mesure effectuée nereephs en ligne de compte.

Porte-

électrode ‘E- - Seringue

Porte- s, f
capteur : : : ;

Electrode
Arrivée de
I'effluent

Cablage vers
le lock-in

Vidange Barreau aimanté

Agitateur
magnétique

Figure 65 : zoom sur le groupe capteur

13.1.2 Le groupe hydraulique

Il est constitué d’un systeme de détournement desx @ partir du canal de dérivation
situé a l'intérieur du bungalow. Le détournementl’dau est programmé et temporisé a l'aide
d’'un systéme « pompe / électrovannes » automatig@#laté par un boitier de commande. Le
groupe hydraulique (Figure 66) a pour vocation d&ifier le contenu des béchers des groupes
capteurs avant la mesure en les purgeant pour der Mia solution tampon, puis en les
remplissant des eaux polluées un temps donné (éipodes électrodes et mesure).

o Verrerie Villeurbannaise — 27 Rue Léon Blum 69MbDeurbanne, France
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Electrovanne
d'entrée

Boitier de pilotage
des électrovannes

Prise d'eau

Electrovanne
de sortie

Figure 66 : montage des éléments hydraulique (la pgpe péristaltique n’est pas visible)

13.1.3 Le groupe substrat

Le groupe substrat (Figure 67) est un montage kalite sur le groupe capteur afin de
distribuer la quantité requise de substrat nécessaichaque mesure (témoin ou essai). Il se
compose d’'un vérin linéaire agissant sur des segagpré-remplies du substrat adéquat et
disposées sur un rail fixe au-dessus des béchers.

Verrin

Planche "poussoir"

Seringue

Porte capteur
Arrivée de |'effluent

Bécher de mesure

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
184



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie C : Résultats - Une station autonome pour les mesures de terrain

Le vérin est commandé informatiquement par liai&thernet (protocole TCP/IP) via
une prise 220 V (Figure 68). Une interface opérdprise a été élaborée spécialement a cet
effet (Figure 69). Cette interface permet de défitmieure de mise en route du vérin et sa durée
de fonctionnement.

Figure 68 : prise programmable via port Ethernet

Figure 69 : interface utilisateur pour le pilotagedu vérin via la prise programmable

13.1.4 Le groupe acquisition

Il remplace le binbme SR830 / PC du laboratoiredetait a I'origine intégrer un
systeme automatisé d’isolation du signal issu di#érdnts capteurs afin de mesurer le signal de
I’électrode en cours de mesure. Mais la gestiomdutomate de contréle du signal entrant et
sortant associé dock-in aurait été trop compliquée et couteuse.

Les différents éléments électroniques sont sépetréglectionnés pour coller le mieux
possible aux caractéristiques recherchées touémant compte des critéres d’encombrement et
de codt. On retrouve donc un générateur du signak détection synchrone séparée et
programmable et un outil informatique équipé degidiels d’acquisition pour enregistrer les
données brutes (Figure 70).
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Figure 70 : le groupe acquisition (surla droite

) omposé duLock‘—in, d’un éné?ateur de tension et d’'un

ordinateur (au second plan). On retrouve sur la gathe de cette photographie la pompe péristaltique du

groupe hydraulique

13.2 Fonctionnement global

Que se passe-t-il lorsqu’'un événement pluvieuxaespbnceé ?

L'opérateur installe le matériel et configure I'meua laquelle il souhaite démarrer les
mesures. |l remplit ensuite les 2 béchers aveollation témoin, s’assure que la pompe
péristaltique est bien amorcée et peut ensuitdequis lieux ;

Avant I'événement pluvieux, une mesure témoin ésalisée grace a la solution présente
dans les béchers : le vérin électrique se met emercCe dernier est programmeé via
I'ordinateur a l'aide de la prise programmable. L@rin pousse les seringues pour
injecter du substrat dans le bécher. La réactiodéseule, les variations de conductivité
étant mesurées et enregistrées grace au logicieView installé sur le PC Une fois
I'acquisition des données réalisée, I'électrovadagurge se met en route et les béchers
se vidangent ;

Les eaux pluviales qui ont ruisselé sur le bassirsant arrivent a I’exutoire. La pompe
péristaltique préléve une partie de ces eaux darahal de dérivation et distribue un
échantillon dans un des 2 béchers a l'aide dedrélannes. Le fonctionnement de la
pompe ainsi que des électrovannes est régi paolgrgmmateur d'arrosage ;

Une fois le bécher rempli, le vérin électrique seet en route. Une nouvelle dose de
substrat est réinjectée, une nouvelle réactionéseude. Les variations de conductivité
étant toujours enregistrées avec Labview ;

Lorsque la réaction est terminée le bécher se gedayace a I'électrovanne de purge.
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Il est possible de refaire une session de testeggAc second capteur mais il faut le
connecter aulock-in car nous n'avons pas installé dautomate permettd@ réaliser
automatiquement cette manceuvre. Il suffit ensuiéeréitérer ce protocole. On peut donc
réaliser 2 mesures en semi autonomie.

13.3 Premiers essais sur site
Les premiers essais ont eu lieu dans le bungalawogete le bassin de rétention de
Chassieu. Nous avons placé notre station de travarke le canal de dérivation et un des deux
préleveurs automatique (Figure 71).

prise d'eau

station autonome

pc (aquisition)

Figure 71 : premiers essaifn situ

Les premiers essais menés sur le site de Chassaewmajuillet 2012 n’ont pas fourni
de données exploitables. Comme on peut le voirlaligure 72 le signal témoin est trés peu
bruité (A) mais lorsqu’on enregistre le signal derhéme microélectrode en contact avec un
échantillon de temps sec (B) le bruit de fond esptimportant pour pouvoir détecter les
activités enzymatiques.
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Figure 72 : mesure témoin (A) et apres 5 mn de caantt avec les eaux de temps sec de Chassieu (B)
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Nous avons formulé une hypothese pour expliguepli&noméne que nous n’'avions
pas anticipé. Les mesures réalisées jusqu’alolataratoire ont toujours été réalisées dans de
'eau ultrapure ou dans un tampon (Tris-HCI). Aussr le terrain nos mesures ont été faites
directement sur les rejets urbains et non dansame propre en exposant préalablement un
capteur comme c’était le cas. Les eaux urbaines 8ém chargées en ions et en matiéres en
suspension. Léock-in n'arrive pas a détecter le faible signal proverduntcapteur dans le bruit
ambiant.

13.4 Synthése

Nous voyons ici qu'il n'est pas aisé de transposar dispositif expérimental du
laboratoire, ol nous contrdélons tous les paramgters le terrain.

En plus des problémes techniques rencontrés : sfuitktsamorcage de la pompe,
mauvaise acquisition des données... le principalsbést I'absence de résultats exploitables a
cause du bruit trop important causé par les eautebr

Plusieurs solutions sont a envisager pour surmageiobstacle. On peut tout d'abord
travailler sur lelock-in afin de trouver un filtrage adéquat. Mais riengagantit que cette idée
fonctionne car plus la précision est grande et pdubBruit est important. Ainsi en diminuant le
bruit ambiant on risque de ne plus détecter leggmetariations de conductivité a proximité du
capteur dues aux réactions enzymatiques. Une adhation consisterait a filtrer les eaux
entrantes afin de supprimer les matieres en sugpensMais nous perdrions ainsi une part
importante d’'information quant a I'effet toxique dertains polluants majoritairement présents
sous forme particulaire. Enfin on peut imaginer systéeme plus lourd qui a l'aide d’une
seconde pompe reliée a une réserve d'eau ultramakémenterait le bécher apres un temps
d’exposition au rejet et vidange du bécher. Maexi complique le fonctionnement et augmente
le colt de la station de mesure.

Ainsi I'implication de professionnels de I'automatie et du traitement du signal est
indispensable a la réussite de ce type de projet.

Conclusion

La finalité du biocapteur conductimétrigue est uunglisation sur site pour la
surveillance en ligne des rejets urbains de teng®ldie. Le dispositif de mesure utilisé au
laboratoire, inutilisable en I'état sur le terrampu étre adapté pour fonctionner sur site grace a
la fabrication d’une station de mesure de tailledesgie pouvant fonctionner en semi autonomie
dans un environnement adéquat (bungalow équipé).

Au cours de sa construction, les plans de fabocatinitiaux ont été modifiés
(simplifiés) afin de coller aux contraintes du &8rr et les premiers essais ont pu avoir lieu.

Nous avons démontré grace a ce projet la faisahdliin tel dispositif. Toutefois nous
n'‘avons pas anticipé le fait qu’il n'était pas pids de mesurer les activités enzymatiques
directement dans les eaux pluviales. Aussi ce disifmécessite encore une mise au point avant
de pouvoir recueillir des données exploitables g@ala toxicitéin situ des effluents.

Malgré les difficultés rencontrées nous pensonsajest un outil indispensable et que
ces travaux doivent se poursuivre, a conditionidpaker de personnel pouvant passer du temps
sur site et de moyens matériels suffisants.

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
188



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie D : Discussion

Partie D : Discussion générale

Yannis Ferro - Thése en Sciences de I'Environnement Industriel et Urbain - INSA de Lyon
189



tel-00994535, version 1 - 21 May 2014

Partie D : Discussion générale - Discussion de la méthode

14 Discussion de la méthode

Cette partie du document est destinée a I'analgska dnéthode que nous avons suivie
pour répondre a la problématique initialement posée

14.1 Caractérisation des échantillons
Nous avons prélevé 25 échantillons de rejets ughdifi par de temps de pluie et 9 par
temps sec sur 3 bassins versants différents. Nmesitdns ici de la pertinence du choix de ces
stations.

14.1.1 Choix des sites

Les sites sélectionnés devaient répondre a un doeijeu : comporter des ouvrages
d’assainissement pluvial et également étre situeaval de bassins versants représentatifs de
situations urbaines. Ces sites ont également &étg@nnés en raison de leur histoire : le bassin
de Chassieu et le déversoir d’'orage d’Ecully sonidiés depuis de nombreuses années et
instrumentés dans le cadre de 'OTHU. Notre trasailscrit dans une continuité et a vocation a
étre poursuivi dans cette fédération de recherche.

A I'intérieur de ce cadre de travail nous avonesgbnné les combinaisons suivantes :
zone résidentielle/déversoir d’orage, zone indefizibassin de rétention et zone routiére/bassin
de rétention. Dans un premier temps nous avioreciéhné un quatrieme site représentatif du
périurbain avec une occupation du sol mixte, tesagricoles et zones commerciales. Les eaux
de ruissellement du bassin versant collectées &smutt en principe a un bassin de rétention.
Mais aprés plusieurs visites de ce bassin par tedgspluie nous n’'avons pu recueillir
d’échantillon fautes d’apports en eau suffisants.p@ut penser que la faible imperméabilisation
du bassin versant suffise a infiltrer des pluiemténsités faibles a moyennes comme c’est en
général le cas. Une autre hypothése est que lauéde collecte est défectueux et ne permette
pas d’alimenter le bassin en eau. Ce site fut dapodement abandonné.

Nous avons donc choisi 3 combinaisons de sites/siddegestion parmi 8 possibles si
I'on prend en compte les 4 bassins versants list@vant et 2 modes de gestion (traditionnels
ou alternatifs), ce qui est faible au regard du boande situations possibles. Néanmoins ces 3
situations représentent des cas concrets, retrocodésnunément dans le paysage francais de
I'assainissement pluvial. Ainsi notre étude esttipente et fait sens pour les professionnels
travaillant sur ces ouvrages.

14.1.2 Méthodes d’échantillonnage

Les sites d’étude de Chassieu et d’Ecully sont @égiide préleveurs automatiques.
Toutefois ces derniers manquent de fiabilité et sobi plusieurs périodes d’arrét pour
maintenance durant la thése. C’est pourquoi, dékbrit de nos travaux, nous avons choisi de
prélever les effluents manuellement, & un instarin@ d’'un évenement pluvieux ou au cours
d’'une période de temps sec. Ceci nous a permisédelter un maximum d’échantillons et
d’avoir une grande réactivité.

Il aurait été possible de collecter plus d’échamtis mais cela n'aurait pas été
pertinent car le volume de travail pour réaliser fmbreux bioessais et les mesures a l'aide du
biocapteur conductimétrique est trés importantuead été fait au détriment d’autres travaux.
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14.1.3 Polluants retenus

Nous avons choisi d’étudier trois grandes catégodie polluants dans les échantillons
récoltés pour plusieurs raisons :
e ils sont typiques des activités urbaines ;
* ils sont dangereux pour les organismes aquatiques ;
e ce sont ceux les plus fréquemment retrouvés daliddeature ;
» ils doivent étre surveillés dans le cadre de la DCE

Bien évidemment ces raisons découlent les unesadegs ! Pour cause de moyens
financiers nous n'avons pas pu réaliser d’analgyssé matiques des micropolluants organiques.
Ainsi pour certains rejets nous disposons que de ge valeurs pour pouvoir tirer des
tendances. Toutefois au regard de I'occupationsiés de nos bassins versants et des moyens a
notre disposition nos choix étaient rationnelsustifiés.

Eventuellement, afin de réaliser plus de mesuredesumicropolluants organiques en
diminuant les codts, nous aurions pu sélectionn@inende molécules et conserver uniquement
les plus fréquemment retrouvées dans la littératMi@is dans ce cas nous n'aurions eu aucune
certitude de résultats ; le risque serait alorpa&ser a cété de polluants non présélectionnés.

14.2 Evaluation de la toxicité grace aux bioessais

14.2.1 Bioindicateur retenu

Nous avons justifié le choix des microalgues d'@auce pour plusieurs raisons : ce
sont des especes ubiquistes des milieux aquatigquespase des chaines trophiques, sensibles
aux polluants présents dans les RUTP et facilesltiver au laboratoire. D’autre part il existe
une littérature abondante a leur sujet. Nous aymnsu cours de nos travaux confirmer ces
faits.

Nous aurions pu choisir également un type trophiswgerieur, un animal broutant les
microalgues D. magnapar exemple) et simuler ainsi un écosystéme minégaén microcosmes.
Mais la mise en ceuvre expérimentale beaucoup plusdé ne nous aurait pas permis le
développement des biocapteurs. De plus en s’éledant les chaines trophiques on risque
également d’élever le degré de complexité dangdiprétation des données.

Avec le recul de nos travaux, les microalgues sefitectivement de bons
bioindicateurs de toxicité, trés simples & manipelfequi se prétent bien a ce type d’étude, que
ce soit en bioessais ou pour le développementaeapieurs.

14.2.2 Biomarqueurs sélectionnés

Le choix des activités enzymatiques comporte deantmges mais aussi des
inconvénients. D’'une part la mesure de ces acBwvitgus permet dans certains cas de mettre en
évidence la présence de certains composés. Maisneonous I'avons vu, dans un cocktail de
polluants aussi complexe qu’un effluent urbainpeélut exister des phénomenes de synergie ou
d’antagonisme. Aussi, ces activités ne peuverd étr soi des marqueurs de la présence de tel
ou tel composé comme ce peut étre le cas avecaligsomns synthétiques pures.
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En revanche, ces activités sont d’excellents marcguele I'impact du métabolisme
algal et c'est la tout leur intérét dans notre étudactivité des enzymes est intiment liée aux
besoins cellulaires. Le suivi des activités enzyquas est donc un bon indicateur du stress subi
par l'organisme. Le choix de plusieurs biomarqueimtervenant a plusieurs échelles du
métabolisme était un choix important. Le cocktaéd polluants présents dans les effluents
n'impacte pas de la méme maniere toutes les agsivitllulaires. Les bioessais et les mesures
en biocapteurs mesurent des atteintes différenied’@srganisme cible avec des sensibilités
également différentes. En multipliant les marquealgsstress nous avons pu croiser les données
pour affiner la description des effets produits.

D’autre part, I'approche matrice nous permet deaiéer sur un effluent réel. Nous
I'avons utilisée dans la grande majorité des essaiss filtration ni dilution préalables. Cette
approche peut étre critiquable car dans le miliaturel les organismes sont rarement exposés a
un rejet pur. Il y a un facteur de dilution impartagrace au débit du cours d’eau ou au volume
de la masse d’eau considérée. Toutefois nous iostifcette approche en mettant en avant le
fait qu’elle permet de maximiser le risque pourdesnmunautés exposées.

De plus, en travaillant au développement de biamast nous avons vu l'intérét
d’'utiliser une matrice environnementale plutét e certaines substances prises séparément.
L'approche substance seule aurait été insuffisakte.effet, les polluants contiennent des
particules en suspension qui modifient la répongecdpteur. C’'est un phénomene que nous
n'aurions pas vu en travaillant sur des solutioygisétiques de polluants.

14.3 Developpement de biocapteurs

Nos objectifs initiaux, découlant de la problématq étaient d’adapter les bioessais
aux conditions de terrain et d'étudier la réponséibcapteur conductimétrique en présence des
rejets urbains. Ces 2 objectifs s’inscrivent damsren démarche de surveillance des milieux
récepteurs. Dans cette perspective nous avongliitient choisi de concentrer nos efforts sur
les activités enzymatiques.

Dans un premier temps nous avons évalué l'intétésuivi de l'activité catalase et
dans un second temps le comportement de la phasgghatcaline et de I'acétylcholinestérase
mesurées en biocapteur conductimétrique en présdidfuents réels. Nos travaux ont fait
ressortir le fait que I'activité catalase est paigllement un bon biomarqueur de toxicité bien
gue trop peu d’essais aient été effectués sur €fhsemts réels. Nous avons travaillé a la
construction d’'un biocapteur pour la mesure deecatttivité sur site, construction au cours de
laquelle nous avons été amenés a étudier de prestdehniques d'immobilisation des
microalgues. Nous avons ainsi pu construire un dpbeur mesurant l'activité catalase bien
gu’il n'ait pas été testé sur le terrain. Les bjmears conductimétriques ont quant a eux bien
réagis face a nos échantillons méme si les résut@anportaient des différences par rapport aux
essais menés sur algues libres. Il était surtadispensable d’évaluer leurs performances avant
de les installer sur les sites d’assainissementigpluAu niveau de la méthode de travail suivie,
nous avons pris en compte les résultats obtenuliragt a mesure de nos expérimentations.
Ceci nous a amené a travailler sur les techniquiesnbbilisation des microalgues et donc sur
la transduction optique.

L'adaptation des bioessais, et en particulier B&wdes techniques d’'immobilisation,
nous a amené a travailler dans un deuxieme temparsbiocapteur permettant de détecter les
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herbicides. Celui-ci a fourni des résultats intéegds sur les solutions de polluants synthétiques
mais les travaux menés sur les matrices environntates ont montré les limites de ce type de
capteur.

Avec le recul de nos travaux, nous pouvons diredjua point de vue méthodologique
il a été trés important de rester ouvert, réactifflexible quant aux travaux a mener pour
répondre a la problématique. Les apports de laemetie dans un domaine peuvent s’appliquer a
d’autres et il est fondamental de ne pas cloisorlasractivités. Peut-étre aurions-nous dd
concentrer initialement nos efforts sur la fluormsce de la chlorophylle. La transduction
optique est plus fiable pour une utilisation derdér que la transduction chimique malgré des
inconvénients liés aux techniques d’encapsulati@s @rganismes. Bien évidemment ces
remarques ne peuvent se faire ajosteriori mais mettent en avant des perspectives de
recherche intéressante comme nous le verrons dgpesriie E.

14.4 Une station de mesures pour le terrain

La conception d’un outil de mesure fiable et autts®gaa notre échelle impliquait un
grand nombre de contraintes. Le dispositif devaite eu cher, facile a programmer et a
assembler en en temps limité en faisant appel li@snmossible & des compétences externes.

Au cours de I'assemblage de la station, malgrépk&gautions prises en amont, nous
nous sommes apergcus que les choix techniquesurigtaient encore trop ambitieux pour les
moyens et compétences dont nous disposions. Aassint de pouvoir mener les premiers
essais, ceux-ci ont di étre révisés, mais ne ramett pas en question la méthodologie et les
performances finales du dispositif.

Notre approche semblait intéressante malgré ldifeédlahec des premiéres mesures de
terrain. Nous pouvons regretter le manque d’'esdaiboratoire simulant les conditions réelles
avant de partir travailler sur le terrain. Dansgdes cas, le protocole de travail a été adapté aux
conditions de terrain qui sont chaque fois difféesn
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15 Discussion des résultats

Aprés la synthése globale des résultats réaliséeamont, nous souhaitons ici
I'analyser avec un certain recul afin de décrirectatribution de notre travail aux données
écotoxicologiques actuelles concernant les RUTP.usNanettons en avant les apports
d’informations et de méthodologies qui nous ontpisrd’améliorer I'état des connaissances sur
la problématique de I'impact sur les écosystemegpteurs ainsi que dans le domaine de la
surveillance environnementale.

15.1 Résultats d’analyse

Les sites que nous avons sélectionnés drainenealgs pluviales et de ruissellement
conformes aux précédentes études réalisées sarée®s bassins versants mais également dans
d’autres régions (en France et a l'internation@lpmme toujours avec les effluents urbains, la
variabilité est trés importante, mais les granda®gories de polluants sont systématiquement
présentes. Comme nous pouvions nous y attendreldeses de polluants reflétent les activités
présentes sur le bassin versant.

On peut néanmoins se poser la question de la ped& de ces analyses, chéres,
souvent peu précises au regard des faibles coratenmts recherchées. De plus, au vu du faible
nombre d’échantillons collectés sur deux ans, tloestain que I'on passe a c6té d’évenements
drainant de grandes quantités de polluants. Mdauil replacer ces analyses dans le contexte de
notre de travail de thése qui était d'évaluer etodenprendre I'impact des RUTP sur les
microalgues. La connaissance de la compositioneadffgsents était un élément indispensable
afin d’analyser les réactions des organismes expasies effluents.

15.2 Résultats des bioessais

Nous avons vu que l'activité estérase était affectés 2 h de contact avec les rejets de
temps sec comme de temps de pluie, que ce sodrares d’'inhibition ou de stimulation.
Ces résultats peuvent étre comparés aux étudeseantss utilisant ces bioessais.

Guedri (2010) a évalué I'effet de certains pesgsid¢Diuron, méthyl paraoxon, méthyl
parathion et triazine) sur I'AE d€. vulgaris Aprés 2 h d’incubation pour I'ensemble des
pesticides testés, l'inhibition apparait a parte 100 ppb (1ppb pour la triazine). Il a réalisé
également un classement de ces substances selonoldcité vis-a-vis de I'AE : triazine >
méthyl paraoxon > diuron > méthyl parathion. Enamshe les essais menés sur 3 métaux (Cd,
Zn et Pb) n'ont montré aucun effet d'inhibition mé&na 1 ppm. L’échantillon prélevé le
03/03/11 a Chassieu est le plus chargé en pessiadec plus de 800 ng/l de Diuron. Mais
contrairement aux travaux de Guedri nous assiséonse tres forte stimulation de I'AE, avec
une activité résiduelle de presque 2000 % aprek @é contact. Dans les 2 cas les pesticides
sont tres préjudiciables pour I'AE et on peut inmegi dans notre cas qu’associés a d'autres
polluants les pesticides tendent a la stimuler plws I'inhiber.

Durrieu et al. (2010) ont étudié I'impact de rejets routiers BAE de C. vulgaris lls
ont réalisé deux campagnes de mesures et ont oM@ et 110 % d’activité résiduelle par
rapport aux témoins. Ces campagnes de mesureppmcaent de nos travaux effectués sur des
effluents réels pour lesquels nous avons égalecmgtaté des activations de I'AE.
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Hadjoudjaet al (2009) ont mis en évidence des stimulations dé&ldeC. vulgarisen
présence de cuivre. Aprés 5 h de contact a deseatrations allant de 0,2 a 2 uM. Ces auteurs
ont constaté une stimulation de I'AE avec des det$v résiduelles atteignant 200 %. En
revanche aprés 24 et 48 h d’exposition les acBuviésiduelles sont inférieurs a 50 % dés que la
concentration en cuivre est supérieure a 0,5 pMs @ateurs expliquent la stimulation qui
apparait aprés 5 h d'exposition peut étre expligpée I'action rapide du cuivre sur la
membrane des cellules algales. Le cuivre augmentémaperméabilité de la membrane,
permettant ainsi a cette derniere de prendre engehplus de substrat (FDA), associé a une
hyperpolarisation de la membrane. De plus le priodaila réaction (fluorescéine) est sensible
au pH: lintensité de sa fluorescence augmente d&eH. Aussi 'augmentation apparente de
I’AE apres adjonction du cuivre est plus certainatméue aux mécanismes intracellulaires de
régulation ionique du pH. En revanche apreés 248h 4l’exposition la relation dose-effet est
certainement due a I'inhibition de I'AE

Certains de nos rejets ont une concentration emreumportante, I'échantillon de
temps de pluie prélevé a Ecully le 24/02/2011 emporte ainsi 18,92 pg/l soit 1,2 mM. Nous
sommes ainsi en droit de penser que la trés faigaion constatée apres 2 h de contact soit
en partie due a la présence de ce métal (le seattdédans cet échantillon). Mais la stimulation
de I'AE perdure aprés 24 et 48 h d’exposition cerpus laisse penser que d’autres molécules
sont responsables de ces activations (nutriments ?)

Comme avec I'AE, par temps sec comme par tempslde,mous avons constaté des
phénoménes de stimulation de I'APA. Des étudesrantées ont montré des résultats similaires
notamment les travaux de (Chouteau, 2004) et (Gu2dL0) surC. vulgaris Deux hypothéses
ont pu étre formulées, il peut s’agir de la stintiWa des défenses cellulaires, pouvant se
traduire par l'activation de certaines enzymes @uldction de certains métaux comme le
cadmium pouvant jouer un réle d’ions activateurm@en et al., 1977).

L'effet de rejets industriels sur 'APA d€. vulgarisa été mesuré par Badreddine
(1996). Ce rejet, riche en éléments traces métahg impacte de maniére tres importante
I’APA avec une activité résiduelle de 5 % apréslques heures de contact. Nous voyons qu’il
existe un effet de seuil & partir duquel il n’ylagpstimulation mais inhibition de I'APA.

Durrieu et al. (2010) ont étudié I'impact de rejets routiers §&PA de C. vulgaris
Sur deux campagnes de mesure, I'activité résiduddIEAPA était respectivement de 150 % et
de 200 % vis-a-vis des témoins. Selon les auteessstimulations seraient liées a la présence de
métaux adsorbés sur la fraction particulaire.

L’APA a également été mesurée par Regoli et Pretop (1995) sur des tissus
(glandes digestives et branchies) de moules de terédihnée avant et aprés exposition a des
éléments traces meétalliques (cuivre a 60 pg/l) au@ semaines. L’APA diminue dans les
glandes digestives de moules exposées au cuivegpetsés a des eaux contaminées. Selon les
auteurs cette inhibition représente la premiérepettale réaction de I'organisme aux
contaminants métalliques.

Les résultats de mesure des activités estérasehesppatase alcaline sont trés
variables, & mettre en lien avec la variabilitdaleomposition des rejets. Ce travail nous fourni
des éléments de compréhension concernant I'impastrdjets sur les activités enzymatiques
mais a notre sens nous montrent surtout la comi@lede I'interprétation des résultats, tant les
polluants étudiés agissent a différentes échekefodctionnement cellulaire.
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Concernant l'activité catalase, peu d'auteurs l'oétiudié sur des microalgues
dulcaquicoles; Boneet al. (2012) ont étudié I'effet du zinc (400 ug/l) suadtivité catalase
d’un biofilm d’eau douce durant un mois. lls ontsngin évidence une corrélation positive entre
I'accumulation de zinc et l'activité catalase. Selpes auteurs le temps de réponse rapide de
I'activité apres I'exposition (+ 43 % d’activité 24 aprés la mise en contact) en fait un bon
indicateur précoce de toxicité.

Les mesures de l'efficacité photosynthétique ontnpe d’évaluer I'effet des rejets
urbains sur la conversion de I’énergie lumineuseteeargie chimique. Ce sont les seuls essais
pour lesquels nous avons réalisé des mesureseftluént pur et apres une filtration a 0,45 um.
Globalement, sur les échantillons purs on constate le bassin versant de Bron est le plus
préjudiciable pour la photosynthese, suivis de cgiecully et de Chassieu. Mais ce classement
relatif varie en fonction du temps d’exposition.r$es échantillons filtrés on constate plusieurs
réponses, différentes de celles obtenues a pasitdhantillons bruts. Un échantillon filtré peut
étre moins préjudiciable pour I'efficacité photoflyétique ce qui laisse penser que la majeure
partie de la toxicité est portée par la fractiorrtigalaire. Un échantillon brut qui stimulait
I'efficacité photosynthétique (ou qui n’avait pakeffiet) peut devenir aprés filtration source
d’inhibition. La fraction > 0,45 um est certainemerource de nutriments, ce qui masque les
effets toxiques contenus dans la fraction dissoltdin, un échantillon sans effet significatif
pour la photosynthese peut devenir aprés filtratime source de stimulation de l'efficacité
photosynthétique. Dans ce cas la fraction particellporte tout ou partie des effets toxiques et
la fraction dissoute, riche en éléments nutritifismpense ces effets.

La mesure de l'efficacité photosynthétique est ioebsai utilisé couramment par les
écotoxicologues. Durrieet al. (2010) ont étudié la fluorescence de la chlorophglisur des
cellules deC. vulgaris aprés exposition a des rejets de bassins rou8ar. leur premiére
campagne de mesures ils ont montré une stimulateoia fluorescence, liée selon les auteurs
aux contaminants chimiques (non déterminés) présedans le rejet étudié. Nous pouvons
mettre en paralléele cette étude avec la notrejs@ed toutes deux sur des échantillons réels
complexes. Tout comme ces auteurs nous assistonan& stimulation de I'activité
photosynthétique et il est difficile d’incriminerna molécule en particulier au vu de la
variabilité de composition de nos échantillons.

Bonetet al. (2012) ont étudié la fluorescence de la chlorofghglsur un biofilm d’eau
douce exposé a du zinc (400 pg/l). En augmentantetaps d’exposition, et donc la
bioaccumulation de zinc, des altérations physialags et des dommages structuraux ont été
relevés par les auteurs (apres 3 jours) avec udecté®n de la biomasse algale et une
augmentation des pigments accessoires (caroténoides modifications peuvent expliquer la
modification de I'efficacité photosynthétique obeée plus tardivement (aprés 7 jours). Des
études antérieures ont montré le lien entre swwggdatif et augmentation des caroténoides chez
de nombreuses espéces végétales et algales (LedfaddNiyogi, 2005). Dans leur étude
I'augmentation du ratio OD 430/665 (densités opgisj indicateur du changement de pigments,
peut étre reliée a la défaillance de la machinphetosynthétique des communautés exposées
au zinc.

Du zinc a été détecté 6 fois sur 7 dans les édhamgi de temps sec de Chassieu
(absence dans [I'échantillon du 25/04/12, mesureflderescence non réalisée) de 100 a
800 pg/l. Toutefois la concentration en zinc ne Iskenpas jouer sur 'activité photosynthétique
résiduelle. La complexité physicochimique d’'un édfllon d’effluent urbain laisse entrevoir
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I'existence de phénomeénes d’interactions avec lgsea contaminants présents dans les rejets
(herbicides notamment).

Ainsi les mesures de [l'efficacité photosynthétiqneus ont permis de mettre en
lumiére I'impact de la composante particulaire e¢g avait pu étre fait a partir des mesures
d’activité enzymatiques. Ces essais ont encore mdat variabilité d’'impact des rejets sur le
compartiment algal.

Les essais de croissance menés a l'aide du miliegp @C montrent que les rejets
impactent la croissance dans 82 % des cas. Cessdi le plus sensible que nous ayons réalisé
et le seul normalisé (bien que nous ayons adappédwcole pour travailler ave€. vulgaris.
Signalons I'effet du milieu de culture sur I'évatiom de la toxicité. Nous avons remarqué en
comparant les résultats des essais réalisés avmidlilu Oligo LC avec ceux réalisés avec le
milieu 1ISO que ces deux milieux n’étaient pas égqlemts pour les mesures de la croissance
cellulaire. Ce phénomeéne est d0 a la compositionndieu ISO. Ce dernier est peu concentré
en nutriments et les microalgues ont tendance & &irencées en certains ions. Aussi, le rejet
peut apporter un complément utile au développemknta cellule, et comparativement au
témoin il se peut qu'on constate alors une croissgius importante (tant que le rejet n’est pas
trop chargé en toxiques). Le milieu AFNOR, biengploncentré en nutriments, permet alors
d’éviter ce phénomene pour ne prendre en comptel’gffet toxique. Nous voyons ici que
selon la méthode suivie les résultats peuvent différents, et qu’il est donc fondamental de
prendre en compte les questions méthodologiquesden’interprétation des résultats.

Le suivi de la croissance cellulaire est un esgaii, par le passé a fait ses preuves dans
I’évaluation de la toxicité des polluants sur leslsunous travaillons. Comparons nos résultats
avec des études antérieures :

Badredine (1996) a étudié I'effet de divers pollisasur la croissance d& vulgarisen
milieu Oligo LC sur 5 jours. Il a pu classer lesspieides selon leur toxicité, ainsi le Diuron
(DCMU) impacte fortement la croissance alors quautfes comme le glyphosate et le lindane
sont moins préjudiciables. Il a montré que les &@étm traces métalliques inhibaient également
la croissance cellulaire, suivant une relation delet. Les métaux produisant le plus d’effets
sur la croissance sont le mercure, le cuivre etadémium puis viennent ensuite le plomb, le
chrome, le zinc et le nickel. Sur le bassin de Brenrejet prélevé le 19/10/11 est 3 fois plus
chargé en cuivre que celui prélevé le 02/01/12quepeut expliquer son plus fort impact sur la
croissance cellulaire (de plus aucun pesticideétéadétecté sur ces 2 échantillons).

Angerville (2009) a également montré |'effet destank sur la croissance algale. Elle
a calculé des Cf selon la norme en vigueur et a établi un classe¢rdes éléments selon leur
dangerosité : Cu (26 pg/l) > Pb (58 ug/l) — Cd fl) > Zn (119,8 ug/l) ce qui est concordant
avec I'étude précédente et nos résultats sur faseets de Bron.

Plus récemment (Bonet et al., 2012) ont étudiéfdtedu zinc (400 pg/l) sur la
biomasse d’un biofilm d’eau douce. Ills ont mis emdénce une diminution de la croissance de
la biomasse de 33 % par rapport au témoin 72 hsagxposition au zinc (49 % apres 7 jours et
76 % aprés 35 jours). On notera que les niveauxatgamination utilisés par Bonet al.
(2012) et par Angerville (2009) sont atteints daestains rejets, pouvant expliquer ainsi les
inhibitions constatées. Toutefois, cette dernierégalement mis en évidence grace a des
meélanges binaires des effets synergiques et anistgsriégers. La plupart de nos effluents étant
des mélanges complexes de plusieurs métaux, on pemser que ces phénoménes sont
accentues.
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D’autres auteurs ont étudié l'effet de matrices ieonnementales sur la croissance
cellulaire deC. vulgaris.Les eaux prélevées dans des bassins routiergsliéoBscampagnes ont
montré des résultats intéressants. Les premiehseetfs récoltés ont entrainé une inhibition de
la croissance de 100 %, et de I'ordre de 60 % apnésdilution de 0,5. Les effluents prélevés
lors de la seconde campagne ont inhibé la croigsdec70 % lorsqu’ils étaient utilisés bruts et
de 20 % aprés une dilution de 0,5 (Durrieu et2010).

Ces travaux mettent en évidence la prépondéranda demposante particulaire dans
les mécanismes de perturbation de la croissanbtaaied.

Poursuivons notre discussion sur le traitementissigtie. Nous avons vu que ce
dernier permet de mettre en évidence, de « réwélEs relations existantes entre les données
disponibles.

Nous avons donc pu constater de grandes tendarmesplutét confirmer des
phénoménes que nous avions pu lire dans la litigadu présupposer. Ainsi du point de vue de
la composition des rejets, les nutriments sont édilpar les eaux pluviales, et donc leur
concentration est inversement proportionnelle aobkumes précipités. On remarque également
gue les concentrations en micropolluants sous fopaxiculaires et en métaux sont corrélées
aux nombres de jours de temps sec ayant précédd®nkement pluvieux. Les dépbts
s’accumulent sur le bassin versant et la pluie tvilssiver les particules métalliques et
organiques.

D’un point de vue toxicité on ne retrouve pas systBquement les liens métaux —
inhibition de I'’APA, micropolluants organiques —hibition de I'AE et pesticides — inhibition
de I'efficacité photosynthétique comme cela estégalement décrit dans la littérature. Ce peut
étre le cas, mais ce n’'est pas la norme. Il exikiac un effet cocktail, certains composés
contrebalangcant ou amplifiant les effets des presniglais malgré ce traitement statistique nous
sommes incapables de mettre en avant certainegiaieas de polluants plus toxiques que
d’autres pour tel ou tel parametre physiologique.

Par le passé, des auteurs ont réalisé ce typeaidentent statistique sur des biofilms de
réacteurs de station d’épuration exposés a desecvrations variables en chlorure de sodium
(Cortés-Lorenzo et al.,, 2012). lls ont étudié difdétes activités enzymatiques : estérase,
phosphatase acide, phosphatase alcaline, protéagaecesidase et ont confronté ces activités a
différents parameétres physicochimique (DCO, MES (9BpH, salinité et date du prélevement
des microorganismes) au cours d'une analyse caoenig la redondance. lls ont ainsi mis en
évidence que la salinité et la date du prélevem&mient les deux parametres les plus
importants qui expliquaient les modifications desatés enzymatiques.

Devant la variabilité des résultats et méme avetrenanalyse statistique il apparait
bien difficile de caractériser avec certitude etrdaniere univoque lI'impact écologique d’'un
rejet. Mais malgré la difficulté d’interprétatioresl données, ce panel de biomarqueurs et de
réponses doit étre vu comme un atout et non ungépardans I'étude de I'impact des rejets.
Tous les échantillons recueillis provoquent degtsfsur le métabolisme cellulaire et mettent en
évidence I'existence d’un impact pour le milieuepteur. Les différents effets nous fournissent
des informations sur le mode et la voie de cet ichpdne efficacité photosynthétique stimulée
associée a une faible inhibition de la croissaneléulaire peut étre annonciatrice d’'un bloom
algal. Une inhibition de la croissance cellulaire des activités enzymatiques présage d’un
impact fort sur les capacités de maintien du phigtogton.
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15.3 Développement des biocapteurs
Nous avons en premier lieu travaillé a l'aide d’biocapteur conductimétrique a
cellules algales pour la mesure de l'activité aldtglinestérase (AChIE) et de la phosphatase
alcaline. C’est la premiére fois que ce dispogtdit utilisé sur des matrices environnementales.

L’APA mesurée en biocapteur ne varie que tres pegaurs du temps. Celui-ci réagit
des 2 h de contact et sa réponse reste stable 2¢ré®t 48 h de contact avec les polluants. En
moyenne il y a stimulation pour les échantillons tdenps de pluie, entre 150 % et 250 %
d’activité résiduelle. Les échantillons de temps de Chassieu, quant a eux , sont sans effet sur
I’APA et I'unique échantillon d’Ecully testé estrtement toxique (activité résiduelle inférieure
a 10 %).

Nous disposons de résultats d’études précédenteséane sur les biocapteurs
conductimétriques. Toutefois aucune étude n'a édisée sur des effluents réels, seulement sur
des solutions synthétiques de polluant ; aussi tc@gaux nous fournissent des pistes pour
interpréter nos résultats mais ne sont pas diremtenransférables. Chouteat al. (2005) ont
montré que des solutions d’éléments traces métmtg seuls ou en mélanges binaires,
inhibaient I'APA a partir de concentrations de 1tbpen Cd ou en Zn. En revanche, ils n’ont
pas mis en évidence d'effets de synergie ou d’amtegne. Dans leur étude, les auteurs ont
également mis en avant la sensibilité de 'AChEe&tains pesticides organochlorés (méthyl —
paraxon) a partir de 100 ppb (inhibition constadée-20 %). Mais leur étude a été menée sur
des temps courts, entre 1 h et 4 h d’expositiomats n'avons pas d’'information quant aux
effets a plus long terme.

Guedriet al. (2010) ont mis en évidence des stimulations @R pour de faibles
concentrations en ETM, en particulier avec le z#de plomb (1 ppb). Il arrive fréquemment
gue nos échantillons contiennent des concentratienset ordre de grandeur, pouvant en partie
expliquer les inhibitions constatées.

Dans la grande majorité des cas nous n’avons pasérde concordance entre résultats
des mesures réalisées sur algues libres et célidis@ées en biocapteurs. Ceci est certainement
dd a la différence de proportion entre le nombreceldules exposées pour une méme quantité
de contaminant (il existe un rapport de 1000 etdrbiocapteur et le puits d’'une microplaque).
La différence de densité cellulaire et donc d’expos aux polluants peut expliquer en partie
I'absence de concordance entre les résultats ésasigr algues libres et ceux réalisés sur algues
immobilisées. Notons que ceci n'est pas un bon pumauvais résultat, et il était important
d’avoir réalisé ces mesures en biocapteur au labimeaavant des essais sur site afin d’avoir
pris conscience de ce phénomeéne.

Le développement d'un biocapteur pour la mesurladmtalase s’est arrété finalement
a une étude de faisabilité. Nous ne I'avons padoééppour réaliser des mesurgs situ car
notre temps a été absorbé par le développement dutne outil pour la détection des
herbicides.

Les résultats obtenus en utilisant 'immobilisatisur gel d’agarose ou d'alginate sont
prometteurs, bien que d'aprés la littérature ceks g soient pas les plus adaptés a une
utilisation prolongée. Aussi la recherche d'une valle techniqgue d’immobilisation plus
performante nous a conduit a travailler sur lesrbgdls silicatés (matériaux sol-gel).
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Au vu des faibles performances conductimétriquerduiériau (détection de I'oxygéne

sur électrode de Clark) et des grandes proprié&samnmiques et optiques, nous avons travaillé a
la fabrication d’'un capteur plus prometteur pourditection des herbicides. Le capteur que
nous avons développé n’est pas le premier du gerire plus sensible si on se référe aux
données de la littérature (Naessens et al., 20@@ydh-Ngoc and Tran-Minh, 2007; Nguyen-
Ngoc et al., 2009). En revanche c’est la premidgis fjue la technique mixte gel d’alginate
associée au sol-gel est appliquée a I'immobilisaties microalgues et en vue de la fabrication
d’'un biocapteur. Ici encore, notre travail a cotéiau développement d'un prototype et & une
étude de faisabilité, des mesures sur site n'apast été réalisées. En revanche les mesures
faites a partir des effluents de temps secs résdtg Chassieu et Ecully nous ont permis de
pointer les limites de notre capteur. Celui-ci psu adapté a des effluents aussi complexes
(probablement a cause de la pollution particulagenécessite un prétraitement des matrices
environnementales est nécessaire. Une autre voiiadail consiste a améliorer la technique
d’encapsulation. Il faut pouvoir contréler la poitésdu matériau tout en conservant ses
propriétés mécaniques et optiques.

15.4 Les mesures réalisées sur le terrain

Les besoins d’outils de surveillance de la toxides effluents urbains sont importants
et lemonitoringen continu est une voie de travail privilégiée régpavoir montré la pertinence
des biomarqueurs enzymatiques et testé les perfar@sadu biocapteur conductimétrique sur
effluents réels, il a fallu franchir la dernier@apé, celle de la transposition au terrain.

Nous sommes donc parvenus a reéaliser des mesurdsridéen de maniere semi-
automatisée, mais comme nous l'avons vu précédemosnmesures étaient non exploitables
en raison de la charge ionique importante des effifist urbains. Avec le recul que nous avons
aujourd’hui, nous voyons les limites de notre tiavBes essais préliminaires en laboratoire
simulant les conditions réelles de maniere réalmteaient peut-étre permis d’anticiper les
problemes que nous allions rencontrer et nous asnu ajuster le dispositif en conséquence.
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Recommandations

Ce travail nous permet de tirer des enseignemanntsassituation actuelle concernant
la gestion des rejets urbains et la surveillanceirennementale. Nous proposons quelques
recommandations afin d’améliorer ces deux points.

Pour une meilleure gestion des RUTP

Comme le veut I'adage, le meilleur déchet est cqlubn ne produit pas. Si I'on veut
résoudre le probleme de I'impact des RUTP il eslispensable de réduire les volumes a la
source. A court terme ceci peut se faire de deumiémnas :

1. Travailler sur la gestion des eaux de temps: s@auvais branchements, fuites,
infiltrations dans le réseau... le réseau sépardivipl sert trop souvent a drainer des eaux qui
doivent normalement rejoindre la station d’épuratiblon seulement par temps sec on déverse
de faibles volumes de maniére chronique et difficgement concentrés en polluants, mais par
temps de pluie on contribue a augmenter la chaofjeante des eaux pluviales.

2. Gérer les eaux a la parcelle afin de limiter rigssellement et de favoriser
I'infiltration, c’est-a-dire généraliser le recouasix techniques alternatives. On limite ainsi les
apports au réseau @ fine les rejets de polluants. Mais c’est une solutiomgpalement
applicable aux constructions neuves. Il existedtnits des dispositifs facilement adaptables aux
constructions individuelles comme des récupérateigaux de pluie. Gageons que la mise en
place de la taxe pluviale incitera ce genre de aobgment.

Bien que ces types d’action permettraient de limite maniére importante a I'échelle
locale les entrées de polluants dans les milieuxaiques, le réseau unitaire et séparatif tel
gu'il est constitué actuellement continuera de miaila majorité des eaux pluviales et a les
rejeter au milieu naturel. Ce ne seraient bien é&vighent pas un probléeme si les volumes et les
niveaux de pollution n'étaient pas si importants.

Aussi, une autre approche bien plus efficace suorng terme consisterait a ne pas se
focaliser uniqguement sur les modes de traitementd®wgestion mais sur la qualité des eaux
pluviales. La ville, donc les activités humainesgendre une quantité incalculable de molécules
qui se retrouvent inévitablement dans I'environnetneet in fine, dans lair, I'eau et
I'alimentation des étres vivants. Ces moléculesleatr produit de dégradation (dont nous
n'avons vu qu’une partie infinitésimale dans noétede), sont toxiques pour I'Homme et son
environnement. Leur usage doit au mieux disparadrea minima, diminuer et étre géré de
facon bien plus rigoureuses afin d’éviter leur @oation au sein de tous les compartiments de
notre planete (atmosphére, hydrosphére, biosph#ie). Dans nos sociétés contemporaines
cette assertion peut sembler utopiste car ces mi@gsont liées a des usages et des biens de
consommation considérés comme indispensables, sémeont la plupart du temps superflus.
Pour voir le jour cette démarche nécessite underéemise en question de nos modes de vie et
de nos choix sociétaux et c’est & mon sens la gpuilpuisse remplir les exigences de qualité et
durabilité de nos masses d’eaux.

Ainsi la gestion durable des eaux pluviales, et estoires de maniere générale, ne
pourra pas uniquement passer par des solutionemégitaires et techniques mais devra
nécessairement étre accompagnée d'un changemergadiigme concernant les rapports
gu'entretiennent les Hommes avec leur environnement
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Pour une meilleure surveillance environnementale

Il faut continuer a investir dans les dispositissrdonitoringin situ. lls constituent un
complément aux capteurs physicochimiques et doiwdatenir a I'avenir des moyens de
surveillance privilégiés. Ces dispositifs doivemteéle plus simple possible afin de limiter les
pannes et les interventions de maintenance. liemplaceront pas les bioessais de laboratoire
mais leur seront complémentaires. Leur vocationsin’pas exploratoire (acquisition de
nouveaux savoirs) mais de fournir un diagnostiadeysur le niveau de pollution de I'effluent
et son potentiel d’écotoxicité.

Quant aux dosages des éléments chimiques, cesederdoivent étre utilisés avec
intelligence, c’est-a-dire répondre a des questipréTises dans un cadre strict. lIs ne doivent
pas servir a autre chose qu'a informer sur la caitjpm de I'échantillon X prélevé au temps t.
En d’autres termes il ne faut pas chercher a egteaiga réponse d’un seul contréle a la qualité
globale d'une masse d'eau ou d'un effluert. contrario bien utilisées, les analyses
physicochimiques peuvent étre des informationsipt&ses dans un cadre plus large.

La surveillance environnementale ne doit pas sétéimmau simple lieu et moment du
rejet mais doit s’'étaler sur des périmetres et di@®es plus importants car les effets d'une
pollution peuvent étre différés dans le temps etsd&espace.
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Conclusion générale

Typologie des rejets urbains

Bien que la caractérisation physicochimique dehiefits ne fat pas au cceur de notre
problématique, ces informations sont un atout imaldle si I'on veut comprendre les effets
toxiques des rejets urbains sur les organismestages.

Les polluants rencontrés, leurs concentrationgpantitions sont en concordance avec
les précédentes études menées sur ces bassinsntgemma ailleurs. Nos sites d’'études
constituent ainsi de bons modeéles de travail etrdealtats généraux, transposables a d’autres
bassins versants, peuvent en étre tirés de ceitie ét

L'étude physicochimique a mis en avant plusieurérmenes, notamment la grande
rémanence des composés organiques. Ainsi, on @ééecbre trop souvent du Diuron, pourtant
interdit depuis 2002 (Journal Officiel du 5 avriD@). Nous avons vu également qu’'apres la
fermeture du parking poids lourds de Bron la comcdgion en HAP augmentait au cours du
temps dans les eaux pluviales. L'arrét des nuisanmcest pas concomitant avec l'arrét des
activités, information importante a prendre en ctamgans des projets de réhabilitation par
exemple.

Impacts écologiques des rejets urbains pour le milieu récepteur

Pouvons-nous répondre de maniéere claire et sansgaitd & notre question initiale :
guel est I'impact des rejets urbains de temps dee@ur le compartiment algal des écosystemes
aquatiques ?

L'analyse des substances et les biomarqueurs g@leéts nous ont permis de réaliser
une étude écotoxicologique dotée d'un grand réaignologique. Sur les microalgues nous
avons pu étudier 2 activités enzymatiques, la earise cellulaire et la fluorescence
chlorophyllienne. Cette batterie de bioessais, lgjea permettant de disposer de plusieurs types
d'information différentes, a linconvénient d’enin@r une complexification dans
I'interprétation des résultats.

Certains tests sont plus sensibles que d’autress gh@balement tous montrent que les
rejets urbains de temps sec comme de temps de iphpiactent les activités étudiées, souvent
dans des proportions importantes. Certes nous apougégié des essais sur des échantillons
bruts non dilués, ce qui est éloigné de la réal@éle milieu récepteur dilue I'effluent. Mais le
fait est que ces rejets sont trés préjudiciablas p® compartiment algal, producteur primaire a
la base des chaines trophiques. Une perturbati@ctaht les premiers niveaux trophiques est
susceptible de se transmettre au reste de la chalineentaire modifiant I'ensemble de
I’écosystéme (modéleottom-up).

Ainsi malgré certaines incertitudes, I'impact dedT® sur le compartiment algal (et
probablement sur les organismes supérieurs) desygigones aquatiques est donc certain.
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Les outils de terrain

Les gestionnaires d’ouvrage d’assainissement pluviant a I'heure actuelle aucun
vrai outil de terrain a leur disposition pour quéat I'impact écotoxique potentiel d’'un effluent
sur le milieu récepteur. Ainsi le deuxiéme enjeuceetravail était de développer de nouveaux
biomarqueurs de toxicité et d’adapter les bioesszgistants afin de faire face aux contraintes du
terrain.

Nos travaux ont montré la pertinence d'utiliserctiaité catalase comme nouveau
biomarqueur de toxicité en complément des autrdéivigds enzymatiques. Mais une fois ce
diagnostic posé, il est essentiel de pouvoir sadtir laboratoire et réaliser des mesures de
terrain. Dans cette perspective la question pa@meta se poser est celle de I'encapsulation des
organismes.

C’est pour cela que nos efforts se sont concersé$a mise au point d’'un matériau de
gualité pour nos mesures. Ce matériau a base e slest avéré peu adapté aux mesures
électrochimiques mais fort performant pour les mesuoptiques. Ainsi nos efforts ont été
récompensés a ce niveau-la et montrent que lesapiears a transduction optique basés sur
I’encapsulation d’organismes vivants est un pistéesise pour lanonitoring en ligne et sur
site.

En parallele la réalisation d'une station de meswetonome des activités
enzymatiques a été riche en enseignements malglisdhce de résultats exploitables. Ces
travaux nous ont prouveé la faisabilité d’un tel jetamais nous ont surtout permis de mettre en
lumiére les manques a combler pour parvenir a nos, fet ce, quel que soit le type de
biocapteur ou le site en question. Ces manquesaoifidit des verrous techniques qui doivent
pouvoir étre levés sans trop de difficultés a ctindide disposer de temps et des compétences
adéquates, souvent pluridisciplinaires. C’est |la ge situe le véritable enjeu, réunir des moyens
et 'ensemble des acteurs au service de la protecte I'environnement.
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Perspectives

Dans le domaine des bioessais

Les bioessais sont a I'heure actuelle les seulsilsoydertinents dont dispose
I’écotoxicologue pour évaluer la toxicité d’'une r@olile ou d’'une substance. Ills ont hélas une
portée limitée, nécessitent matériel et qualificatiet ne peuvent renseigner I'expérimentateur
gue sur des questions précises a une échelle eedNits travaux nous renseignent sur les effets
des RUTP sur le compartiment algal qu’il est poesiiextrapoler (avec prudence et certaines
réserves !) & une échelle plus grande en vertu rdedeles écologiques décrits dans la
littérature.

Aussi il serait intéressant de poursuivre les expéntations en évaluant la dangerosité
des effluents sur des organismes supérieurs. Oh ipgginer de travailler sur les animaux
broutant les microalgues (crustacés par ex.) enamteane expérience simulant un écosystéme
miniature en microcosmes. De méme il serait ingaat d’augmenter le nombre de niveaux
trophiques en mésocosmes ainsi que les durées@iexgntation pour évaluer les effets a long
terme. On obtiendrait ainsi une idée plus fine $armodification de la structure d'un
écosystéme en présence de rejets urbains.

Dans le domaine des biocapteurs

Le champ d’étude des biocapteurs est en pleinereskpa et en est qu’a ses débuts. Ce
domaine ouvre des champs d’applications infinikaeturveillance de I'’environnement en est un
parmi d’autre qui doit profiter des avancées decdmnaissance dans les autres disciplines
(santé/médecine notamment).

Trop peu de réalisations pourtant prometteuses emtore passé la porte des
laboratoires. Les travaux a venir vont bousculerd@maine de la métrologie car a la
surveillance physicochimique va pouvoir venir sigjr une surveillance d’ordre écologique.
Ainsi le biocapteur a catalase que nous avons steutlavelopper doit ainsi passer des essais de
laboratoire aux essais de terrain et prouver sepadiBs en termes d’évaluation
écotoxicologique.

Les outils optiques sont certainement plus adaptéase utilisation en continue sur le
terrain. lls sont robustes et ont déja leur predars le domaine de la métrologie (mesure de la
turbidité, dosage de I'oxygeéne, ...) Les biocaptedusfutur privilégieront trés certainement ce
mode de transduction.

Dans le domaine de I'hydrologie urbaine
Les études portant sur les rejets urbains de tedwspluie ont permis de les
caractériser finement : volumes, nature et fluypdBuants, etc. L’enjeu n’est désormais plus la.
Aujourd’hui les gestionnaires commencent a intégdans leur projet les grands
principes d’'une gestion durable des eaux pluvialeduction du risque inondation, réduction
des atteintes au milieu récepteur, réalisation pggees, etc. Ainsi ils se tournent peu a peu vers

les techniques alternatives au coté des fabriaguittnnovent chaque jour en la matiéere.
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Partie E : Conclusion générale et perspectives - Perspectives

Mais méme si depuis de nombreuses années les tedmide gestion traditionnelles
semblent a bout de souffle il faut néanmoins prentr temps d’étudier les ouvrages
d’assainissement pluvial alternatif. L’infiltratiosst préconisée lorsque cela est techniquement
possible mais quelles sont les performances épueatales sols ? Quels impacts a long terme
des noues et tranchés drainantes sur la qualité&ales? Il faut prendre le temps d’étudier ces
techniques alternatives et de les comparer en wdadoxicité aux effluents sortant d’'un bassin
de décantation pour un méme bassin versant donatanAde travaux de recherche qu’il est
indispensable de poursuivre si I'on souhaite vétément arriver a une gestion « intégrée des

eaux pluviales en zone urbaine ».
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Annexe I : Quelques biocapteurs pour les milieux aquatiques (Eltzov and Marks, 2011)
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nMQ

Tae I Some proposed aguatic be

Whmiecxill organism Target analyte Minimum concentration Reporter method Reference
Puengomonas putida (JS444) Neurotoxic orgarophosphate 277 ppb Amperometric [91)
Eacterwciug coli Cadmium 600 ppb Amperometric [93)
Fawtacserium Organophosphates (p ) 0.0l mM Amperometnc (96)
Excherschia coll Pemcillin I mM Potentiometric 98]
Excherichia coll Penicillin 5 mM Potentiometric [99]
Seccharoenyces cerevisiae Cu®' 0.5 mM Amperometric [157)
Chdoredlla vuigarts Atrazine, DCML, toluene, and benzene 2.0, 0.05, 1,550 and 3,000 M Amperometric [174)
Escherichia coll B ! thyTb and xybene 10, 20, and 50 pM Colorimetric [134]
Sewine pulmonary artery endothelial cells and Peatachlorophenite 038 mM Impedance sensing [153]

bovine lung microvessel endothelial cells
Chiorella vulgaris Cd*, Co™, Ni*', Pb*' 1 ppb Canductivity (170)

Zn™ 10 ppb

Thisbacillus (sulfur-oxidizing bacteria) Heavy metal (chromium) 5 ppb Conductivity [o2)
Vibwio fischeri, Pseudomonas fluorescens 10568, Chlorinates 001 wM Bioluminescence [104]
Escherichia coli HB101, Pseudomonas putida

TVAR, and Escherichia coli DHSa
Escherichia coll Heavy metal ions Hg'', As® 74 mgl (Hg) S8 mg/ (As) Bioluminescence 47
Saccharamyces cerevisiae EDC 20 pgh Bioluminescence [160]
Saccharamyces cerevisiae EDC 008 gl Bioluminescence [50]
Photwbacterium phosphareum (A2) Mitemyen C 0.1 mgl Bioluminescence [107)
Escherichia coll Mutomycin C 100 ppb Bioluminescence [41]
Peudomonas fluorescens HK44 Naphthakene and salicylate 1.2 and 0.5 mg/ Bioluminescence [109)
dlcaligenes eutrophus o 1 uM Bioluminescence [110]
Escherichia coli (GC2) Hydrogen peroxade 088 mM Bioluminescence maz)
Vibrio fischeri Dichlorophenols, trichlorophenols 1 mg'l Bioluminescence me)

and 1etrachlorophenols

Escherichia coli (TV1061,DPD279%4) p-Chloraphenol, Mitomycin C 10 and 32 pgl Bioluminescence 7
Escherichia coli Tributyltin 002 M Bioluminescence [123]
Psewdomonas fluorescens (AS06) Toluene Trichlooethylene 33418 uM 3562166 uM Fluorescence [128])
Escherichia coli Hg™ 100 nM Fluorescence [130)
Ralsionia metallidurans (CH34) b 250 pMm Fluorescence [131)
Escherichia coli As S0 ugl Fluorescence [132)
Chiloveila vulgaris Herbicide 0.1 pgl Fluorescence [180]
Chlorella vulgaris Atrazine, simazng, isoproturon, and diuron 0.25, 0.5, 0.025, and 0.025 g Fluorescence [181]

DCMU 33 A-dichlorophenyl)-1, | -dimethylurea, EDC

= " . A

06

SPEN S weag g
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Annexe II : Normes de qualité environnementales

1) (2 3 4 () () n
NQE-MA () NQEMA (3 NQE CMA (%) NQE CMA {)
nNO Nom de la substance Numéro CAS (') Eaux de surface Autres ciux de Eaux de surface Autres caux de
intéricures (') surface intérieures () surface
(1) Alachlore 15972-60-8 03 0,3 07 0,7
(2) Anthracéne 120-12-7 01 0.1 0.4 0.4
(3) Atrazine 1912-24-9 0,6 0,6 20 20
(4) Benzéne 71-43-2 10 8 50 50
(5) | Diphényléthers bromés () 32534-81-9 0,0005 0,0002 sans abjet sans objet
(6) Cadmium et ses composés 7440-43-9 = 0,08 (classe 1) 0,2 <= 0,45 (classe 1) | = 0,45 (classe 1)
uivant les classes de durets de Peai (9 0,08 (classe 2) 045 (classe 2) | 0,45 (classe 2)
0,09 (classe 3) 0,6 (classe 3) 0,6 (classe 3)
0,15 (classe 4 0,9 (classe 4) 0,9 (classe 4)
0,25 (classe 5) 1,5 (classe 5) 1,5 (classe 5)
(6 bis) | Tétrachlorure de carbone (7) 56-23-5 12 12 sans objet sans objet
7 | Chloroalcanes C10-13 85535-84-8 0.4 04 14 1.4
(8) | Chlorfenvinphos 470-90-6 0,1 0,1 03 0,3
9) | Chlorpyrifos (éthylchlorpyrifos) 2921-88-2 0,03 003 0.1 0.1
(9 bis) | Pesticides cyclodienes: =001 I = 0005 sans objet sans objet
Aldrine () 309-00-2
Dieldrine (7) 60-57-1
Endrine (7) 72-20-8
Isodrine (7) 465-73-6
(9 ter) | DDT total (7) (%) sans objet 0,025 0,025 sans objet sans objet
para-para-DDT () 50-29-3 0,01 001 sans objet sans ohjet
(10} | 1,2-Dichloroéthane 107-06-2 10 10 sans objet sans objet
(11} | Dichlorométhane 75-09-2 20 20 sans objet sans objet
(12} | Dif2-éthylhexyl)phtalate (DEHP) 117-81-7 1.3 1;3 sans objer sans objet
{13} | Diuron 330-54-1 0.2 0.2 18 1.8
(14} | Endosulfan 113-29.7 0.005 0,0005 0,01 0,004
(15) | Fluoranthéne 206-44-0 0.1 01 1 1
(16} | Hexachlorobenzéne 118741 0.01 () 0,01 () 0,05 005
{17} | Hexachlorobutadiéne 87-68-3 01" 0.1 (% 0.6 0,6
(18} | Hexachlorocyclohexane 608-73-1 0,02 0,002 0,04 0,02
{19} | Isoproturon 34123-59-6 0,3 0.3 1.0 1.0
(20} | Plomb et ses composés 7439-92-1 2 bfi sans objet sans objet
{21} | Mercure et ses composés 7439-97-6 0,05 () 0,05 (M 0,07 0,07
{22} | Naphthaléne 91-20-3 24 1,2 sans objet sans objet
{23) | Nickel et ses composés 7440-02-0 20 20 sans objet sans objet
(24} | Nonylphénol (4-nonyiphénol) 104-40-5 0,3 0.3 20 2.0
(25} | Octylphénol (4-(1.1°, 3.3' - tétraméthylburyl}- 140-66-9 0,1 0,01 sans objet sans objet
phénol))
{26) | Pentachlorobenzéne 608-93-5 0,007 0.0007 sans objet sans objet
(27} | Pentachlorophénol 87-86-5 0.4 0,4 1 1
{28) | Hydrocarbures aromatiques polycycliques sans objet sans objet sans objet sans objet sans objet
(HAP) (1)
Benzofa)pyréne 50-32-8 0,05 0,05 01 01
Benzo(b)luoranthene 205-99-2 =003 E =003 sans objet sans objet
Benzo(kfluoranthéne 207-08-9
Benzo(g h.ijperyléne 191-24-2 = 0,002 £ = 0,002 sans objet sans abjet
Indeno(1,2, 3-cd)pyréne 193-39-5
{29) | Simazine 122-34-9 1 1 4 4
(h29 Tétrachloroéthylene (7) 127-18-4 10 10 sans objet sans objet
is)
(29 | Trichloroéthyléne {7) 79-01-6 10 10 sans objet sans abjet
ter}
(30} | Composés du tributylérain (riburyléain- 36643-28-4 0,0002 0,0002 0,0015 00015
cation)
{31) | Trichlorabenzénes 12002-48-1 0,4 0,4 sans objet sans ohjet
{32} | Trichlorométhane 67-66-3 25 25 sans objet sans ohjet
{33} | Trifluraline 1582-09-8 0.03 0,03 sans objet sans objet
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Annexe III : Milieu AFNOR LC

Les réactifs utilisés pour la préparation du mili@oivent étre de pureté analytique
reconnue et I'eau utilisée doit étre de I'eau tisti stérile de conductivité inférieure ou égale a
10 uS.cn.

Préparation des solutions-meres (solutions stocks)
Les solutions-meres suivantes peuvent étre conseng 4°C pendant une durée
maximale d’un mois.

Solution de base Solution d'oligo-éléments
Solution n°1 Solution n°5
Sulfate de cuivre 30m
Nitrate de calcium 4g (CusQ,5H,0) 9
(Ca(NGy).,4H,0) Heptamolybdate dammonium mg
[(NH4)6M0,0.4,4H,0]
Sulfate de zinc 60 mg
(ZnSQ, 7H,0)
Eaug.s.p 100 ml Chlorure de cobalt 60 m
(CoCh.6H,0) 9
. R Nitrate de manganése
Solution n°2 (Mn(NO3),,4H,0) 60 mg

Acide citrique

Nitrate de potassium 4 (CsHgO2,H,0) 60 mg
(KNOy) 9 Acide borique 60 mg
(H3BO3)
Eau g.s.p 100 ml Eau g.s.p. 1000 ml
Solution n°6
Solution n°3 Citrate de fer (Il)
(CeHsFeO,,5H,0) 1.625¢g
Sulfate de fer (lll)
Sulfate de magnésium 4 (FesSQ,7H,0) 06259
(MgSQ,, 7H,0) 9 Chlorure de fer (ll) 0.625
(FeCk,6H,0) 049 g
Eau g.s.p 100 mi Eau g.s.p. 1000 mi

Préparation du milieu de culture et d’essai

Préparer le milieu de culture et d’essai en ajousaiccessivement :
- Solution n°1 : 1 ml

- Solution n°2 : 1 ml

- Solution n°3 : 1 ml

- Solution n°4 : 1 ml

- Solution n°5 : 0,5 ml

- Solution n°6: 0,5 ml

Compléter a 1 000 ml avec de 'eau et stérilis€aatoclave a (121 + 1)°C pendant 20
minutes. Vérifier que le pH est de 7,1 = 0,1. Agrséventuellement avec une solution diluée
d’acide chlorhydrique ou d’hydroxyde de sodium.
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Annexe IV : Milieu TAP

Composition du milieu Pour 1 |
Solution Tris acétique 10 ml
Tampon phosphate I 1ml

Solution de métaux traces 5 ml

Solution A 10 ml
Acide acétique glacial 0,25 ml
pH final 7,00

Solution Tris-acide acétique glacial (pour 100 ml)

- 10 ml acide acétique glacial

- 24,2 g de Tris base

Tampon phosphate Il (pH théorique 7,20, pour 10D:ml

- 10,8 g de KHPO,

- 5,6 g de KHPO,

Solution A (Solution de Beijerink) (pour 500 ml) :

- 20 g de NHCI

-5 g de MgSQ7H,0

- 2,5 g de CaGJ2H,0

Solution de métaux traces (solution modifiée denduy :

— Ajouter 5 g de N&EDTA a 400 ml de KO

- Ajuster le pH de 6,5 a 6,8 avec du 2N KOH %10 iiNe pas utiliser de I'hydroxyde de
sodium)

- Ajouter les composés suivants dans l'ordre. Lexisshaque composé se dissoudre avant de
rajouter le suivant.

FeSQ,7H,0:0,5¢

ZnSQ,7H,0 : 2,2 g

HsBOs;: 1,14 g

MnCl,,4H,0 : 0,51 g

CusSQ,5H,0:0,16 g

H,Mo00O, (0,073 g de NaMoO, + 2H,0) : 0,098 g
CoCh,6H,0 : 0,16 g

Compléter & 500 ml et autoclaver, la solution d&iite vert péle et vire au violet lors du
stockage.
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Site Date Unité NOs™ PO~ K*
18/01/2011 mg/| 62,2 1,2 7,3
03/02/2011 mg/| 79,7 1,2 13,9
03/03/2011 mg/| 16,1 0,5 5,7
Chassieu 20/05/2011 mg/| 67 7,8 17,3
Effluents de temps 20/02/2012 mg/| 27,5 0,6 4,8
Sec 16/03/2012 mg/| 18,7 14,3 4
25/04/2012 mg/| 33,9 0,2 8,2
Ecully 03/02/2011 mg/| 40,9 18,7 18,6
03/03/2011 mg/| 134 10,7 17,8
24/02/2011 mg/| 13,4 <0,1 3,3
13/07/2011 mg/| 6,5 <0,1 1,3
. 19/10/2011 mg/| 15,4 1,25 <
Chassieu
02/01/2012 mg/| 5,3 0,02 0,9
05/01/2012 mg/I 4,8 0,17 1
21/05/2012 mg/| 1 < 1,1
Effluents de temps 24/02/2011 mg/| 108,5 6,5 11,3
de pluie Ecully 19/10/2011 mg/| 12 5,9 10,5
22/05/2012 mg/I 5,3 1,6 5
31/05/2011 mg/I / / /
13/07/2011 mg/| <0,1 <0,1 6,5
Bron 19/10/2011 mg/| 18,5 1,96 2,2
02/01/2012 mg/| 8,5 0,36 0,5
22/05/2012 mg/| 0,19 0,01 0,3
Limite de bonne qualité (SEQ V2) mg/| 50 0,5
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Composition physicochimique des rejets

Site Unité Date Pb Cd Cr Ni Cu Zn
18/01/2011 ug/l < < < 7,95 13,24 180
03/02/2011 ug/l < 0,22 < 5,55 29,45 800
03/03/2011 ug/l < < < 20,13 3,22 220
Chassieu 20/05/2011 ug/l < 0,24 < 18,38 11,2 270
Effluents de
temps sec 20/02/2012 ug/l 0,64 < 6,9 1,77 5,68 100
- 16/03/2012 ug/l 0,49 3,16 0,56 3,09 11,41 130
S 25/04/2012 ug/l < < 0,56 4,46 5,26 <
o 03/02/2011 g/l < < < 3,27 22,02 <
S Ecully 03/03/2011 ug/| < < < 1,6 26,78 <
< 24/02/2011 ug/l < 0,23 < 3,19 12,88 <
B 13/07/2011 ug/l < < < 2,89 9,41 <
c . 19/10/2011 ug/l 2,19 0,16 1,41 4,7 12,69 270
o Chassieu
) 02/01/2012 ug/l < < < < 6,44 <
g 05/01/2012 ug/l < < < < 5,79 130
o 21/05/2012 ug/! < < 1,2 < 10,76 <
Lo Effluents de
S temps de 24/02/2011 ug/l < < < < 18,92 <
2 pIEie Ecully 19/10/2011 ug/l 1,76 < < < 12,09 <
3 22/05/2012 ug/! < < 1,22 < 8,41 <
= 31/05/2011 ug/l < < < < 7,59 <
13/07/2011 ug/l < 2,1 < < 4,04 <
Bron 19/10/2011 ug/l < < < < 15,42 <
02/01/2012 ug/l < < < < 5,36 <
22/05/2012 ug/l < 0,14 0,18 < 1,87 <
NQE 7,2 0,08 3,4 20 1,4 7,8
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Site Date Unité  Atr D v | PCP Sim 4-NP  OP A F N B(a)P B(b)f B(k)f Acen Fluo Phen Pyr B(a)a Chry

18/01/11  ng/l / / / / / / / / / / / / / / / / / / /
03/02/11  ng/l / / / / / / / / / / / / / / / / / / / /
03/03/11 ng/ 19,9 833 < 82,9 12,1 44,2 21,3 < 70,9 54,3 78,9 < < < 101,5 204,4 440,6 30,8 < <
Effluents Chassieu 20/05/11 ng/l 7,7 17,7 < < < 5,1 40,4 < < < < < < < < < < < < <
Sde temps 20/02/12  ng/l 58 9,7 < < < 7,4 24 8 < 2,3 92 < < < 6,4 < 13 3,6 < <
o sec 16/03/12  ng/I < 4,8 < < < < 1114 38 < 2,1 17 < < < < < < 4,1 < <
>
g 25/04/12  ng/l / / / / / / / / / / / / / / / / / /
— Ecully 03/02/11  ng/l / / / / / / / / / / / / / / / / / /
o\
' 03/03/11  ng/l 2,9 25 < < 2,8 < < < < 35 < < 9,5 <
—
= 24/02/11  ng/l / / / / / / / / / / / / / / / / / /
o
D 13/07/11  ng/l / / / / / / / / / / / / / / / / / /
2 , 19/10/11  ng/ / / / / / / / / / / / / / / / / / /
~ Chassieu
g 02/01/12 ng/l 2,5 25 7,2 2,7 < < 26 11 < 5,9 182 < < < 19 18 53 8 < <
Q 05/01/12  ng/ 1,7 20 < 1,7 < < 555 33 < 4 108 < < < 10 < 16 5,7 < <
% 21/05/12  ng/l < 43 < < < < 133 16 < 4,2 131 < < < 9,4 14 < 6,7 < <
SeEffluents
Q 24/02/11  ng/l / / / / / / / / / / / / / / / / / / / /
E)de temps
= de pluie Ecully  19/10/11 ng/l 2 12,2 < < < 2,9 < < < < < < < < < < < < < <
22/05/12  ng/l 238 < < < 2,8 201 8,6 < < 117 < < < 10 15 < 3,1 < <
31/05/11  ng/l < < < < < < < < < 10,2 33,2 < < < < < 9,2 11,4 < <
13/07/11  ng/l / / / / / / / / / / / / / / / / / / / /
Bron 19/10/11  ng/l < < < < < < < < < 13 16 < < < < < 8,3 12,3 < <
02/01/12  ng/ < < < < < < 10 < < 28 104 14 4,7 9,8 116 23 8,6 8,7
22/05/12 ng/ < < < 1,9 < < 23 < < 56 111 11 37 18 7 < 33 48 23 25
NQE 600 200 / 300 400 1000 300 100 100 100 2400 50 2=30 700 300 110 24 5 6
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Abstract: A new biosensor was designed for the assessmentqaohtic
environment quality. Three microalgae were used t@scity bioindicators:
Chlorella vulgaris Pseudokirchneriella subcapitataand Chlamydomonas
reinhardtii. These microalgae were immobilized in alginate sifida hydrogels in

a two step procedure. After studying the growtle @tentrapped cells, chlorophyll
fluorescence was measured after exposure to (3d(BMorophenyl)-1,1-
dimethylurea) (DCMU) and various concentrations tké common herbicide
atrazine. Microalgae are very sensitive to heregidnd detection of fluorescence
enhancement with very good efficiency was realiZdte best detection limit was
0.1 uM, obtained with the straf reinhardtiiafter 40 minutes of exposure.

Keywords: biosensor; algae; chlorophyll fluorescence; DCMiltiazine; sol-gel;
herbicides
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1. Introduction

Deterioration of the aquatic environment by polhtta is an important problem.
Among all of them, heavy metals and herbicides titrte a priority preoccupation: they are
frequently found in surface and ground waters armedharmful to aquatic organisms [1-5]. The
need for convenient, quick and reliable methodsadsess pollutant toxicity is more essential
than ever. Environmental monitoring of pollutantghwautomatic systems applied online and
allowing rapid response is one of the best waysawtrol the quality of the environment. Real
time analysis offers the advantage of detectingdigpthe presence of pollutants before they
cause any damage. Such a strategy is only pos$itdegh biosensors [6].

Photosystem Il (PSIl)-based biosensors are repddduk able to detect herbicides in
the environment [7]. Various herbicides, includitige urea, triazine, and phenolic based
herbicides, target the vegetal PSIl. These substmehibit photosynthetic electron flow by
blocking the PSIlI quinone binding site and thus ifodhlorophyll fluorescence. Many
biosensors based on algal chlorophyll fluorescemmmsurement were developed and have
demonstrated the suitability of this techniquetierbicide detection [8-11].

An important point in the design of algal bioserss@s the question of cell-binding.
One of the most commonly employed procedures, basethe immobilization of microalgae
within calcium crosslinked alginate beads is irgraally biocompatible [12-16], but such
matrices are disrupted in water as well as by algirbiodegradation. In the last decade, there
have been huge improvements in the developmeniamompatible synthetic routes to entrap
biological entities within pure inorganic matricgls/—23]. Among them, routes based on sol-
gel chemistry [24] are unique in offering the nexagy mild conditions for building composite
materials based on robust silica hydrogels andolgichl entities where the bio-activity gives
rise to a wide range of sensing possibilities [ZH-2

The design of biosensors based on direct silicaapsuation is limited by the
restricted cell viability, but recent work has demstrated the possibility of cell division inside
inorganic matrices by means of a two-step encafgisnlgrocedure based on sol-gel chemistry
[28-30]. This strategy expands the range of posseyplications as cells can not only be
entrapped within silica hydrogels, but are alsceatol grow inside, even for periods of months
[31]. In addition, the inherent homogeneous and apesous texture of the silica hydrogel
provides a shield preventing the release of enwdpgells, as well as the contamination of the
inner culture by exogenous strains. Moreover, isvpus works we have demonstrated the
long-term viability of algal cells encapsulatedain alginate-silica hybrid matrix [32].

In this paper, translucent alginate-silica matriodgained by a sol-gel process have
been investigated for entrapment of three algalis¢rin order to improve biosensor fabrication.
After a biocompatibility assay of the inorganic hosaterial, the effects of algal immobilization
were tested on their ability to determine herbiside

2. Experimental Section

2.1. Cell Cultures

Chlorella vulgaris Pseudokirchneriella subcapitatand Chlamydomonas reinhardtii
were used. Algal strains were purchased from Thiu@u Collection of Algae and Protozoa
(Cumbria, United Kingdom)C. vulgarisand P. subcapitatawere grown in Lefebvre-Czarda
medium [33] wherea€. reinhardtiiwas grown in trisacetate phosphate (TAP) mediu#j §hd
were transplanted weekly under sterile conditioasgt¢claving 20 minutes, 130 °C, 1.3 bars).
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Algae were maintained in a nycthemeral cycle ohd@rs of illumination at 5,000 lux and eight
hours of darkness.

2.2. Immobilization Method

In a two-step procedure, cells were previously irbitiped in Ca(ll)-alginate beads
which was subsequently trapped in the inorganicrimaavoiding any harmful contact of cells
with any silica precursors (Figure 1). This procedbased on inexpensive silica precursors has
already been employed for yeaSatcharomyces cerevisjaebacteria Escherichia coliand
Bacillus subtili, algae Chlorella vulgarig, fungi (Stereum hirsutuinand plant cells (BY2
tobacco and carrot phloematic tissue) [31].

Figure 1: Photograph of the biosensor with C. reinardti (A); Zoom on wells with two step-immobilized
algae (B)

2.2.1. Alginate Beads and Gels

Formation of alginate beads was performed by drepveiddition of a 2% (w/w) Na(l)-
alginate cells suspension in a 0.1 M Casdlution. After 10 min stirring, beads of abouim®n
diameter were easily collected by filtration. Tha(d)-alginate polymer prevents cell contact
with synthesis precursors.

Formation of alginate gel beads in 96 multiwellatpl was performed by stirring a 50
pL aliquot of cells suspended with 50 pL of Tris-H@&iffer (10 mM, pH = 7.5) and 100 pL 2%
Na(l)-alginate (resp. 100, 100 and 200 pL for 48tiwell plates). This mixture was introduced
in the cavities of the sample holder. Alginate srigking was built by immersing the sample
holder into a 0.1 M CagGlsolution for 10 minutes.

2.2.2. Silica Hydrogels Synthesis

The second step of the immobilization proceduresigin of a silicate (sodium silicate,
Riedel-de Haén; NaOH 10%, SiQ7%) sol-gel process in the presence of commesilada
nanoparticles (LUDOX HS-40, 40% in water, obtairfesin Aldrich), leading to a nanoporous
monolithic structure. Monoliths were prepared abmotemperature by mixing volumes of the
different precursor solutions to obtain a Si@ater molar relation of 3.8% with a fixed
proportion of polymeric to particulate silica presars (1:3) at constant pH = 6.5, adjusted with
HCI.
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2.3. Growth Rate of Algae Entrapped within Silicatelox-Based Hydrogels

To evaluate the degree in which the developmentalgfae is affected by the
encapsulation in alginate and silica, the algamghorate as a function of entrapment method
was measured. The algal growth inside the voids stadied for individual cavities after 3 days
of culture in LC liquid medium. At the initial timecalcium alginate beads with a content of
10 cells/mL were dispensed into 1.5 mL tubes (Eppefdand the silica encapsulation
procedure was performed. After 3 days, the siligarbgel was removed and samples were
exposed to 0.05% potassium citrate to solubilize
the Ca(ll)-alginate beads. The total number of<ilkide individual cavities was determined by
counting cells in a Mallassez counting chamber.ahalyze cellular growth, the percentage of
inhibition (1) is calculated using the equation:

He — W
I =
He

where | is the growth rate for test batch i (entrappeds¢eind | is the mean growth

rate for the control batch (free cells). Test andteol batches were run in triplicate.

100

2.4. Biosensor Performance

The herbicides (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimetinda) (DCMU, 4 mg/L) and
atrazine (10 uM to 0.001 uM) were used as exampfeanti-PSIl herbicides to evaluate the
performance of the fluorescence biosensor (Tahle 1)

Table 1: Experimental design on the microplate Cocontrol (no herbicide), C1 = 0.001 puM, C2= 0.01 uM,

C3=0.1 uM, C4=1 uM and C5 = 10 uM. in free culturenedium (in blue), in culture medium added with

2% Na(l)-alginate (sodium alginate, in red), encapdated in Ca(ll)-alginate (calcium alginate, in green),
and after the two steps immobilization procedure (alcium alginate/SiO,, in purple)

Response of the algal biosensor was obtained frben dhlorophyll fluorescence
emission at 682 nm under a 469 nm excitation ligith a spectrofluorimeter (Fluostar, BMG).
The biosensor response to herbicide was determixyyethe fluorescence enhancement (E) as
soon as a defined amount of herbicide is addechéosample (the herbicide is dissolved in
distilled water and added to free and entrappedejlg

For herbicides which inhibit PSII, the enhancemear be determined after 40 minutes
using the flowing equation:

E = Fa - Fb
Fy

100
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where F is the fluorescence for a test batch before cdntétt the herbicide and_Hs
the fluorescence for the same test batch aftehénbicide exposure.

All assays were undertaken with a thickness otailayer around 1.9 mm and with the
following cellular concentrations: [CV} 3.3 10 cells/mL; [PS]~ 1.4 16 cells/mL; [CR]~ 1.4
10° cells/mL.

3. Results and Discussion
3.1. Growth Rate of Entrapped Algae

In the design of biosensors with encapsulated @ysiihetic cells, as well as for the
designof devices based on optical detection systemsrtdsadatory to minimize the attenuance
of the host matrix in the visible region [35]. Theydrogel properties depend on its
microstructure, which can be controlled by sol-gghthesis variables. In particular, optical
properties of silica hosts obtaineta a mixed aqueous route based on sodium silicateasil
nanoparticle mixtures can be improved by increasthg relative content of molecular
precursors over colloidal silica [36]. By means thie two-step procedure and due to the
protection provided by the Ca(ll)-alginate pre-epmalation, silica synthesis can be attempted
under more cytotoxic conditions, allowing the udeaohigher ionic strength than possible in
one-pot encapsulation procedures. In a previoukwee investigated the degree to which the
scattering of visible light affects the encapsulatdgae growth rate, analyzing the number of
Chlorella vulgaris cells developed in voids created inside silicatelbx hydrogels as a
function of gel thickness [32]. Following the samecapsulation procedure as described in the
previous section, except for the proportion of modyric to particulate silica precursors, which
was varied in the range 1:3 to 1:5, it was founal tfhe growth ofC. vulgariswas affected by
both the attenuance of the matrix and the hostkttdéss. However, for the matrix with higher
polymeric precursor content, the growth rate waafigtted, even fogel thicknesses up to 4.0
mm.

In the present study, the optimized ratio of polyimeo particulate silica precursors
(i.e., 1:3) was investigated for the two-step encapsutadf C. reinhardtii (CR), P. subcapitata
(PS) andC. vulgaris(CV). Silica hydrogel thickness was fixed at 1.enprsince in the previous
study, regardless of the optical quality of thécsilmatrix, no detriment in CV growth rate was
found for this silica thickness. At the initial tencalcium alginate beads with a content of 10
cells/mL were dispensed into acrylic molds, and sileca encapsulation was performed. The
algal growth inside the voids was studied for indual cavities after 3 days of culture in
AFNOR liquid medium. As shown in Figure 2 and irregment with previous results, [32] CV
growth rate was almost unaffected (growth inhibitre 2%). For the other algal species, we
could see a slight difference of sensibility, aligh in the three cases these results confirm the
biocompatibility of the two-step procedure immobdtion with a relatively low growth
inhibition (6% and 13% for PS and CR, respectively)
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Figure 2: % of growth inhibition after the two steps immobilized algae (silica layer = 1.9 mm) in

comparison with free algae (none immobilized). Thre algal strains are compared C. vulgaris(CV, in
blue), P. subcapitatg PS, in red) andC. reinhardtii (CR, in green)

3.2. Algal Fluorescence Measurements
3.2.1. Immobilization Effect

Since algal cells are entrapped in an insolublepstup they are no longer in their
natural environment. It is also necessary to assless activity in the presence of various
compounds added during the immobilization process.

Differences observed according to the immobilizatmethod and the studied strains
are slight (Figure 3). A small decrease of the ifaszence is observed when 2% Na(l)-alginate
is added to the culture medium. The fact of immiabig algae (in calcium alginate or in
calcium alginate inside the silica matrix) does mead to further loss of signhal. Thus, the
activity of algal cells entrapped within Ca(ll)-#hgte matrices—a standard procedure for
biosensor applications—is not affected by our esaégtion procedure. On the other hand, this
provides new evidence that lightattering by the silica matrix is negligible.
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Figure 3: algal chlorophyll fluorescence 1 h aftethe deposition in microplate: in free culture mediun
(control, in blue), in culture medium added with 2% Na(l)-alginate (sodium alginate, in red), encapsated
in Ca(ll)-alginate (calcium alginate, in green), ad after the two steps immobilization procedure (calium
alginate/SiG,, in purple). Three algal strains were usedC. vulgaris(CV), P. subcapitatg PS) andC.
reinhardtii (CR).

3.2.2. Effect of DCMU on Chlorophyll Fluorescence

According to Figure 4, there is a 40% decreasduaréscence enhancememhenC.
vulgarisis cultured with the addition of 2% Na(l)-alginafehis could be partially attributed to
the loss of chlorophyll fluorescence observed im ébsence of DCMU (see Figure 3). However,
the fact of immobilizing algae [in Ca(ll)-alginate in Ca(ll) alginate/silica matrix] does not
lead to further enhancement losses.

Analyzing the P.subcapitata response to DCMU exposure, the fluorescence
enhancement for free PS and PS suspended in agi@a(ll)-alginate and hybrid Ca(ll)-
alginate and silica, does not show significant etiéihces (in all cases enhancement is around
50% + 20%).

Finally, for the C. reinhardtii strain, after sol-gel entrapment fluorescence
enhancement is strong, with a small variability%w%5) and close to control (free algae: 90%
+10).

These results show the ability of the entrappedaalgae biosensor to detect DCMU with
accuracy comparable to that obtained with freeeal@fae next step is the determination of the detect
limits (time and concentration) and the possibilifysensing another herbicide such as the atrazine.
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Figure 4: % of chlorophyll fluorescence enhancemenrdafter 40 min DCMU (4 mg/L) exposure according to
entrapment method and algal strain: in free culturemedium (control, in blue), in culture medium added
with 2% Na(l)-alginate (sodium alginate, in red), @capsulated in Ca(ll)-alginate (calcium alginate,n
green), and after the two steps immobilization proedure (calcium alginate/SiQ, in purple). Three algal
strains were used:C. vulgaris(CV), P. subcapitatg PS) andC. reinhardtii (CR)

3.2.3. Effect of Atrazine on Chlorophyll Fluorescen

Figure 5 summarizes the results obtained with tivee algal strains after atrazine
exposure. After an exposure of 40 minutesCrvulgaris we obtained a detection limit of 0.1
puM for all the immobilization methods, indicatindgpat at this concentration, there is no
difference between different encapsulation methafgon increasing the atrazine concentration,
the chlorophyll fluorescence enhancement of siBoérapped algae does not increase, contrary
to what is observed for the free algae and forather encapsulation methods, which effectively
show a dose response.

With P. subcapitatathe detection limit after 40 minutes is still UM for free PS, PS
suspended in alginate, Ca(ll)-alginate, but itaarfd to be higher for PS encapsulated in Ca(ll)-
alginate-silica (1 uM).

In the case ofC. reinhardtii, the loss of sensibility between free algae and
encapsulated ones is very strong, regardless ofettempment method, but compared to the
other strains the CR are the most sensitive. Famgte, on algae entrapped within silica
hydrogels after a 40 minutes exposure to 1 uM,fih@rescence enhancement is 57% for CR,
42% for PS and 32% for CV. Furthermore, the linfidetection after 40 mn is the lowest with
C. reinhardtii 0.1 uM for all tests batches, even those withliGalginate-silica.
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Figure 5: % of chlorophyll fluorescence enhancemenrafter 40 min atrazine exposure according to
entrapment method and algal strain. In free culturemedium (control, in blue), in culture medium added
with 2% Na(l)-alginate (sodium alginate, in red), @capsulated in Ca(ll)-alginate (calcium alginate,n
green), and with the two steps immobilization procgure (calcium alginate/SiQ, in purple). Three algal
strains were used:C. vulgaris(CV), P. subcapitatg PS) andC. reinhardtii (CR)

Table 2 summarizes theesults obtained with the two steps encapsulaticcedure
after atrazine exposure to different contact timéten there is no pollutant (0 uM, 1st
column), there is a fluorescence enhancement dfleminutes. This could be explained by the
growth of the culture. The time of exposure is im@ot and the longer it is, the more is the
fluorescence, but between 5 hours and 24 hourdy ®t uM pollutant exposure, we observe a
decreasef the fluorescence enhancemdat C. reinhardtii. This is attributed to an important
toxicity of atrazine and the subsequent cellularta@ty. Finally, the choice of the strain is an
important factor for the sensitivity of the biosensFor example after 5 h with 1 uM pollutant
exposure, the fluorescence enhancement is aroutd with CV, 49% with PS and 92% with
CR. This is a general result and our results allesvto sort algal strain according to their
herbicide sensitivity in the following order: CRCGV > PS.
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Table 2: % of chlorophyll fluorescence enhancemersdfter contact with atrazine (0 to 10 uM) on algae
entrapped within silica hydrogels according to diferent contact times (40 minutes, 5 hours and 24 hm).
Three algal strains were used: C. vulgaris (CV)P. subcapitatg PS) andC. reinhardtii (CR)

% of Fluorescence .
[Atrazine] (UM)
Enhancement
Algal Contact
. . 0 0.001 0.01 0.1 1 10
Strain Time
40 min 185+2.73 16.65+11.95 12.29+2.93 2344+ 1.932.17 +7.19| 30.95+1.4p
CcVv 5h 24.83 +4.39 23.24+4.03 2592+3.94 46.89+8.71.49+11.22] 74.11+4.6p
24 h 76.72+1.82| 30.93+14.17f 31.22+3.Y8 60.5582.01.78+13.624 77.86+ 3.68
40 min 25.37 £5.09 20.44 +8.69 14.85+10/012.39+8.60 41.71+6.4Q 48.77 +11{38
s 5h 19.02 + 21.36 + 17.37 + 2211+ 48.97 + 62.27 +
2.69 8.60 9.93 10.63 1.54 4.3
24 h 20.42 +1.02 25.47 £8.17 23.04+10/429.57 +£11.40 68.13+2.46| 48.68+2.0L
40 min 21.91+5.78| 20.71+11.1p 15.02+3.28 33.64 820.56.52 +23.77| 90.49+7.]
CR 5h 28.91+3.35| 32.07+12.68B 26.41+2.13 58.75#26.91.68+25.08 136.97 +9.37
24 h 33.44+565| 37.49+13.60l 28.17+1.67 62.7+23.8/1.53+2595 85.12+15p

4. Conclusions

In this study, we demonstrate the feasibilifyusing an inorganic translucent hydrogel
to construct an optical biosensor with immobilizgldgal cells. According to our results and in
agreement with former studies [27], the sol-gel iomitization in two steps shows a high
biocompatibility with green algae; this encapsuwatmethod is easy to perform and allows one
to obtain a matrix with good optical and mechanipatformance. Furthermore, the polymeric
and particulate silica precursors used in this Isgsis are low cost reagents, which is
stimulating from the point of view of the scaling in future applications. The activity of algae
whole cells immobilized within the silica hydrogelan be assessed from chlorophyll
fluorescence measurements. The translucence oftilueture allowed the algal layer to be
placed directly in contact with the optical fibeis produce a fluorescence emission detectable
by a fluorometer. In addition, this whole-cell reajess biosensor is economically very interesting
because it requires neither substrate nor fluonescelicator to monitor herbicide levels in the
environment.

The use of this entrapment technique is facilitated the optical transparency,
mechanical stability and chemical inertness of sHiza host. Optical properties are of crucial
importance for both the growing of photosynthetigah cells inside the biosensing devices and
for the detection method based on the determinatidnthe chlorophyll fluorescence
enhancement. Since the porosity of the silica mdtn the range of mesopores) can be tuned by
the sol-gel synthesis method used, the transpopeasties of the host material can be regulated
in order to allow free diffusion of agqueous pollots to make them accessible to algal cells.
This technique has been applied to the determinadioDCMU and atrazine, as examples of
herbicides that are known to inhibit the algal PSAmong the algal strains tested,
Chlamydomonas reinhardtis the most sensitive specie for atrazine detertionawith a limit
of detection of 0.1 uM after 40 minutes of exposure

This optical algal biosensor could be used as aty-®erning device to detect those
pollutants in effluents. Performance and optimiaatstudies with other herbicides are under
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way and the results will be compared to other aizdy techniques. Before am situ
implementation the limits of detection have to meproved. Concentrations of DCMU and
atrazine in controlled effluents are around 0.1 &6dug/L and European Environmental Quality
Standards (EEQS) are 0.2 pg/L for DCMU and 0.6 pfgfLatrazine [3,37,38].

On previous papers, we have shown that the uge. afulgariscells as a bioreceptor
allowed the determination of the antiphotosystenfRS5Il) herbicides group which target the
algal PSII fluorescence [10]. Under the same coodst ([C. vulgari§ = 1.5x10° cells/mL and
phosphate buffer pH 7.0) the limit of detectionatfazine was 1 pg/L (5 10° pM) with 1%
fluorescence increase. These results were obtaifitlda high sensitivity fluorometer equipped
with single photon counting capabilities (the Sgduorolog 2). We believe that using a more
accurate fluorometer and by improving the immolaitisn method to decrease the variability,
we could further reduce these detection limits.
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