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INTRODUCTION GENERALE

Les transformations des paysages, la destructierhdbitats et les apports anthropiques

excessifs contribuent a laltération de tous lesngartiments de I'environnement et

particulierement les ressources naturelles en eau.

Sur I'ensemble des continents, la pollution desxeaprésente un probléme majeur. En
effet les ressources en eau contiennent souvengxd®s de nitrates, de phosphore (P), de
matieres organiques (MO), d’hydrocarbures, de pgtegihytosanitaires et de métaux lourds
(Zn, Cu, Fer, Mn, Hg) qui doivent étre mieux cotdgdcar ils peuvent avoir des conséquences
néfastes sur les qualités de vie des milieux agues. Toutefois, un habitat de type zone
humide est capable d’absorber ces pollutions daesagsez grande mesure grace notamment
a des processus de transformations biochimiquegayticipent a I'épuration des milieux
naturels. Cependant, soumis a des apports tropriame (ruissellement, lessivage) le milieu
naturel ne peut tout absorber car les capacitéesatgmes du milieu sont limitées. Des
phénomeéenes tels que [I'eutrophisation apparaissémts aet sont la traduction d’'un
bouleversement des équilibres du milieu. Parméléments qui contribuent & ce phénomene,
le P, l'azote (sous formes de nitrates ou d’'ionsnamum) et les MO, occupent une place tres
importante. L'excés de P en particulier est undactimportant qui intervient de fagon
majeure dans I'apparition périodique des « bloonae»cyanobactéries dans les eaux. Ces
microorganismes photosynthétiques sont capablesadieiire des cyanotoxines (par exemple,
les microcystines LR) dangereuses pour I'hnommeseahimaux. Ainsi le phosphore en exces
favorise la production primaire puis induit indit@ment un apport conséquent de matieres

organiques par les exsudations ou la décomposigsrcyanobactéries.

C’est la situation que rencontrent actuellememia®breuses communes francaises et
européennes ou les retenues d’eau présentent alifération des microalgues et des exces
de nombreux polluants ainsi que des quantités dems organiques importantes (carbone
organique total, COT, >10 mg/L), qui posent desbfgnmes majeurs pour la valorisation de
ces sites comme bases de loisirs ou bien commeveedeau destinée a la consommation
humaine (EdCH).

Le lac de Ribou a Cholet, situé au sud du départeche Maine-et-Loire (49), est un
cas typique illustrant cette problématique. D’'uretpce lac constitue une réserve d’eau
destinée a la production d’eau potable. D’autrd, paur le site, une base de loisirs a été

aménagée rapidement apres la construction du learfagtefois le labetau de baignadqui



existait a été perdu en 2003 en raison d’'une partadturbidité élevée de I'eau dont les
cyanobactéries sont partiellement responsablesusti &n raison de pics épisodiques de
microcystine LR et les risques sanitaires assockes. effet, ce lac artificiel subit
périodiquement des problemes de « blooms » de bgatéries qui altérent la qualité de I'eau
brute. Pour sortir de I'eutrophisation, il faudrditine part diminuer d’'un facteur 10 environ
les apports annuels de P (actuellement 18,7 TommedAns les eaux des rivieres alimentant
la retenue d’eau (le Trézon et la Moine) et d’aytaet diminuer la présence de cet élément
accumulé depuis plusieurs années dans les sédiments

Un plan de gestion pour la période 2006-2010 duaggpde Ribou s’insérant dans un
Schéma d’Aménagement de la Gestion des Eaux (SAGEE des objectifs d’amélioration
de la qualité de I'eau en proposant une trentaiaetidns en mettant en ceuvre les moyens
humains et financiers nécessaires pour les atwindes actions consistent notamment a
sensibiliser les principaux acteurs du bassin weréaV) a cette double problématique et a
connaitre les origines des apports excessifs deppiooe.

Actuellement, des solutions sont en cours dansitl@’gviter les pertes de P et de MO
par ruissellement et lessivage a I'échelle desgbascet pour 'ensemble du Bassin Versant
(mise en place de zone tampons aménagées tellpsaiees et les bandes enherbées) et de
réduire globalement les quantités apportées. Uvi sigis parametres physico-chimiques et
biologiques des eaux est également effectué chagigafin de mieux comprendre I'origine
des flux de phosphore P et de MO a I'échelle dudB¥aire un suivi de 'amélioration de la

gualité des eaux eu égard aux actions mises ereadans le cadre du SAGE.

Ces travaux de thése participent donc pleinememplaaude gestion 2006-2010 et ont
pour objectif d’apporter des solutions afin de réghe a cette double problématique : « excés
de P et de MO », et tenter d’'améliorer la qualéé daux de la retenue de Ribou. Des auteurs
ont indiqué que les plantes ont la capacité d'erlées nutriments de I'environnement : la
phytorémédiation. Il y a 5 types de phytorémédratdaentifiés (Pulford & Watson, 2003) :

- La phytoextraction ou les plantes enlevent les meéthu sol et les concentrent dans
les parties supérieures de la plante ;

- La phytodégradation ou les plantes et les micraosgaes associes dégradent les
pollutions organiques. Mann et Wetzel (2000) orrhdsétré que la dégradation de la
matiere organique dissoute par les bactéries,igsifisativement meilleure dans les
zones peuplées de végétaux que dans les zones aumtalsées. En effet, les

macrophytes aquatiques relarguent de I'oxygene amslieu environnant, facilitant



ainsi I'oxydation des nutriments par les bactédesnilieu aquatique et entrainant une
prolifération de celles-ci.

- La rhizofiltration ou les racines des plantes abent les métaux issus des rejets ;

- La phytostabilisation ou les plantes réduisent kabitité et la biodisponibilité des
polluants dans I'environnement, soit par immobil@m® soit en empéchant leur
migration ;

- La phytovolatilisaton ou les polluants sont envogass I'atmosphére via les plantes.

Les plantes aquatiques occupent une place impertdans différents écosystémes d'eau
douce. De plus, des influences naturelles et aptigeénes affectent la distribution et
I'abondance des plantes aquatiques. Les espeé@antes aquatiques varient beaucoup selon
leur anatomie, leur physiologie, les propriétédedr cycle vital, et leur capacité a tolérer les
agents stressants biologiques ou inorganiquestdgames extrémes de flux, d'irradiations, de
salinités, de températures, de nutriments et dieigmb, sont des exemples clés d'agents
stressants. Ces agents associés a la compétitienpeésence des herbivores comme les
poissons, les tortues, les invertébrés (Pipalo®@2Pet les maladies causées notamment par
des champignons (Muelstein et coll, 1991), peuggalement limiter la capacité des espéces
a utiliser des habitats, par ailleurs convenablésrtaines plantes aquatiques ont une
distribution cosmopolite et montrent de hauts degié polymorphisme et de plasticité, en
réaction aux variations des facteurs environnenuentees qualités leur permettent de vivre
sous une large gamme de conditions. D'autres espmtecependant des tolérances plus
étroites et sont potentiellement utiles comme iaidices des conditions du milieu, en termes
soit de leur présence ou soit de leur abondana@vweldans les communautés. Les influences
environnementales affectent les plantes aquatiglies, peuvent étre utilisées potentiellement
comme indicatrices d’'une qualité d'eau, aux échelteales, des bassins versants ou des
régions (Lacoul et Freedman, 2006).

. Il semble donc pertinent de connaitre les espeégétales d’'un milieu aquatique
pour savoir lesquelles présentent a leur surfacebidfilm et ainsi d’en connaitre leurs

impacts dans les eaux de surface.



Dans le cadre de notre étude, nous avons supposéedes macrophytes sont de
bons « candidats » pour éliminer le P et les biofils, pour éliminer la MO. L’objectif de
ce travail est d’évaluer comment I'association maaphytes / microorganismes pourrait
intervenir en tant que synergisme favorable a I'amiéoration de la qualité des eaux de
Ribou «en jouant naturellement » leur role épuratoe dans des zones humides

aménagées (plantées) dans un objectif de restauiati.

Ainsi, au cours de ces travaux nous avons étudigedpart les macrophytes présents
sur les berges de Ribou a travers la mise en oelivneentaires. De plus, des études sur les
microorganismes (bactéries, algues) susceptibleodigibuer a la biodégradation de I'exces
de MO ont été menées a la fois sur le terrain\etsala-aussi des inventaires des « biofilms
épiphytiques » prélevés sur les macrophytes invigstet I'échelle de Ribou mais également
a I'échelle du BV alimentant le Ribou. De plus, @epériences de laboratoire ont permis a
travers la mise en oeuvre de bioréacteurs a bisfilgtude de faisabilité des capacités
épuratoires des biofilms, vis-a-vis des MO maid&gant de polluants inorganiques.

Le manuscrit est scindé en cing chapitres :
- Le premier chapitre dgynthese bibliographiqueest consacré a un état de l'art sur les
problématiques des exces de P et de MO dans ksuest d’eau et a pour vocation de
montrer 'intérét des macrophytes dans I'épuratles eaux de retenues et fait aussi I'état
des connaissances actuelles sur les biofilms @iadrculier les biofilms épiphytiques et
leurs roles dans I'épuration des milieux aquaticarglropises.
- Le chapitre Il est le chapitr&atériels et méthodesou sont décrites toutes les
techniques employées et les méthodologies misesusme au cours de ces travaux
- Le chapitre 1l concernene étude de diagnostides macrophytes et des microphytes
présents au niveau de 3 stations du BV du Ribagesorr, AV et ZB.
- Le chapitre IV présente une approche quantitgtieer montrer I'intérét des biofilms
naturels, produits en laboratoire a partir de peigents d’eaux naturelles de Ribou, pour
I'épuration des polluants présents en exces
- Le dernier chapitre V constitue un chapitre «gitsement de I'étude » qui permet
d’évoquer d’'une part I'élargissement de I'étuddiséaa Ribou a I'ensemble du BV, a la
fois au niveau des inventaires de la flore aquatigquais également pour la caractérisation
par les biofilms naturels de I'anthropisation dasxedu BV. Une synthése des résultats
entre les biofilms épiphytiques et les analyseaul’est présentée via une analyse des

données par la méthodologie de l'analyse en commpesaprincipales (ACP) afin de



mettre en évidence des relations entre les biofltia composition de I'eau. D’autre part,
des résultats préliminaires sont obtenus en latioegbortant sur I'influence d’'un polluant
sur I'évolution d’'un biofilm et son élimination (et sa transformation) par ce dernier.

- Le Chapitre VI constitue le chapitre discussiauipmettre en évidence la pertinence de

ce travail de these.

Le manuscrit s’achéve par une synthese de I'enged®inos travaux dames conclusionet

desperspectivesde nos recherches sont avancées.
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GENERALITES SUR LA QUALITE DESEAUX DE SURFACE

En France, il existe 525 000 km de cours d’eaulde giun kilométre et 26 000 plans
d’eau de plus d'un hectare (Miquel, 2003). L'eausieface constitue une ressource non
négligeable voire indispensable a de nombreux ssegame l'irrigation, la production d’eau
destinée a la consommation humaine, son utilisadians les procédés industriels ou les
loisirs (baignade). Néanmoins, ces ressources en seat €galement des « réservoirs
potentiels » pour les polluants organiques (pels;i produits phytosanitaires,
hydrocarbures) et inorganiques (nitrates, phosphatétaux). Un polluant est défini comme
un altéragéne biologique, physique ou chimique,aguiela d'un certain seuil (ou norme), et
parfois dans certaines conditions, développe desdts négatifs sur I'ensemble ou sur une
partie d'un écosysteme (Web 1). Les polluants s@jbritairement apportés dans les sols et
les réseaux hydrographiques par les engrais, sages, les STEPs, I'assainissement, les
ruissellements urbains a I'échelle de bassin vér€andernier est défini comme un territoire
sur lequel toutes les gouttes de pluie s’écoulelig pe rejoignent en un méme point pour
former une riviere qui débouche sur un fleuve onsdia mer. Ainsi, la dégradation de la
qualité des eaux dans les bassins versants a pawentlelles conséquences des impacts
environnementaux dans les masses d'eau marinesratprovenant de pratiques sur les
bassins versants d’'une région donnée (Dorioz ebdsseau, 2007). Parmi les polluants, les
nitrates et le phosphore provenant pour l'esserdeel I'agriculture et des effluents
domestiques, mobilisent I'attention des acteurdigu@s dans la gestion de I'eau. lls posent
en effet des problémes, tant au niveau de la datieedde I'environnement résultant d'un
envahissement par les végétaux, que des comphsati@gils engendrent lors de la production
d’eau destinée a la consommation humaine (décrétl@® : réglementation francaise). En
Europe occidentale, les diverses réglementatidasivies aux eaux continentales ont focalisé
I'attention pendant des années sur des seuils deentration et sur des raisonnements en
concentration, puis les flux ont été pris en cofisition car les impacts environnementaux
dans les eaux continentales et marines résulteftixiexcessifs de macronutriments qui sont
a lorigine des phénomeénes d’eutrophisation. Le nph#&ne de développement des
cyanobactéries dans les eaux douces a attiré deawolattention notamment sur le réle du
phosphore (P).

De plus, les polluants organiques sont égalementissalans les eaux brutes
(pesticides, herbicides) car ils constituent debl@matiques majeures. En effet, en Bretagne,
depuis 2002, 59 prises d'eau sur 110 ont dépass®iasg une fois la limite réglementaire des
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10 mg/L d'oxydabilité au KMnQ sur les eaux brutes (Web 2). Ces excés de matiere
organique (MO) engendrent des risques sanitairee®tdifficultés de traitement lors de la
production d’eau destinée a la consommation humavez une augmentation du codt de
production. De plus, la matiere organique favolagsrmation de trihalométhanes ou d'acides
haloacétiques a la toxicité reconnue et donne onggr associée a un mauvais goQt a I'eau.
Enfin, la présence de MO favorise le développerdenhicroorganismes dans les réseaux de
distribution nuisant a la qualité sanitaire des xegproblemes de golts, dodeurs,
contamination par des germes pathogenes).

Un systéme d’évaluation de la qualité des eauxriigres (SEQ-Eau) est mis en
ceuvre dans le but dévaluer la qualité de l'eaus@t « aptitude » a assurer certaines
fonctionnalités notamment la production d’eau oeésia la consommation humaine, les
loisirs et les sports aquatiques, lirrigation, bfauvage des animaux. Le SEQ-Eau est
officialisé par le Ministére de ’Aménagement durTieire et de I'Environnement en 1999 et
commun a tous les gestionnaires de I'eau (Sim@@&t]). Le Tableau 1 montre les classes de
qualités et daptitudes des eaux de rivieres paurptoduction d’Eau destinée a la

Consommation Humaine (EdCH).

Tableau 1 : Classes de qualités et d’aptitudes deaux de rivieres pour la production

d’Eau destinée a la Consommation Humaine (D’apresionet, 2001 ; Web 3)

Critére de qualité pour les eaux de riviéres

Classes: d apltltudes pour Traitement simple | Traitement classique Norme eau potable

production d'eau potable
Paramétres/Classe de qualit Bonne Passable Valeurs maximales admissibles
Oxygéne dissous (mg/L) 8 8 4 3 >3
Pourcentage de saturation (' 90 70 50 30 >30
DBO5 (mg/LO2) 3 6 10 25 >25
DCO (mg/LO2) 20 30 40 80 >80
KMnO4 (mg/LO2) 3 5 8 10 >10
COD (mgfL) 5 7 10 12 >12
NH4+ (mg/L) 0,5 1,5 28 4 >4 <05
NKj (mg/L) 1 2 4 6 >6
Nitrates (mg/L) 2 10 25 50 > 50 <50
Phosphates (mg/L) 0,1 0,2 1 2 >2
Phosphore total (mg/L) 0,05 05 05 1 >1 <5

L <0,5

Pesticicides (ug/L) 0.1 par pesticide

Le Tableau 1 définit les criteres de qualité d'wae de riviere a partir de plusieurs
parametres physico-chimiques étudiés (MO, nitrgtkesphore). Les eaux sont classées en 5
catégories dépendantes du niveau de pollutiontriagements appliqués pour la production
d’EdCH a partir de I'eau brute se compliquent akeegiveau de pollution. En effet, pour une

eau classée de mauvaises qualités, un traitememlere et donc colteux est nécessaire pour
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produire de 'EdCH alors que pour une eau de bauadité, un traitement simple suffit avec

des codts moins importants.

Afin de préserver durablement les ressources eraeai usage, l'article L215-21 du
Code de l'environnement francais (Partie Légisatimstitue un @rogramme pluriannuel
d'entretien et de gestiory dénommé plan simple de gestion», qui peut étre soumis a
l'agrément du préfet (aprés avis, le cas échéanfh dommission locale de I'eau instituée en
application de l'article L. 212-4) par tout propaiée riverain d'un cours d'eau non domanial

et toute association syndicale des riverains. @s pbmprend :

- Un descriptif de I'état initial du cours d'eau,sia lit, des berges, de la faune et de la
flore.

- Un programme annuel de travaux d'entretien et dageuet, si nécessaire, un
programme de travaux de restauration, précisaainmoent les techniques employées
et les conséquences sur lI'environnement.

« Un plan de financement de I'entretien, de la gesticdventuellement des travaux.

Il existe a ce jour de nombreuses directives gusérent dans leglans de gestion
afin d’améliorer la qualité des eaux au niveau pemts de captages. Conformément a
plusieurs directives européennes et a la loi saulde 1992, ces points de captage des eaux
brutes pour produire de I'eau destinée a la consatiom humaine doivent bénéficier d'un
périmétre de protection afin d'éviter les pollutions liées aux activitasraines usuelles et
accidentelle qui pourrait entrainer une contamamatile I'eau et par conséquent une crise
sanitaire. Pour chaque captage, un hydrogéologlépendant et agréé en matiere d'hygiéne
publique par le ministére chargé de la santé définis niveaux de protection représentés par
trois types de périmetres. Ip&rimetre de protection immédiate trés restrictif, a pour objet
d'empécher la dégradation des ouvrages ou l'inttmiu directe de substances polluantes
dans l'eau. Sa surface est donc trés limitée :qgesl centaines de metres carrés. Le
périmétre de protection rapproché plus souple, doit protéger efficacement le captag-a-
vis de la migration souterraine de substances @aids. Sa surface dépend des
caractéristiques de l'aquifere, des debits de pgmpde la vulnérabilité de la nappe. En
France, le temps de transfert entre la pollutiole elaptage retenu est d'environ 50 jours, ce
qui représente suivant les terrains une surfacepdsen entre 1 et 10 hectares. Sur ce
périmétre, peuvent étre interdites ou réglementidaes les activités, installations et dépbts



CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

susceptibles de nuire directement ou indirecteradatqualité des eaux. Enfin, pgérimétre
de protection éloignée quant a lui, n'a pas de caractére obligatoireeriforce le périmétre

précédent et peut couvrir une superficie tres bégia

Ces périmetres de protection ont pour objectifidetér les apports anthropiques dans les
ressources en eau brute et notamment en nitrateph@sphore et en MO. A ce jour, la
question du phosphore dans I'environnement estrievelepuis quelques années en France

I'une des questions environnementales majeurestaigsns sont multiples :

- le principe de I'équilibre de fertilisation préseséns la directive cadre européenne
Nitrate a été invoqué dans la réglementation frigecpour les nitrates et peu pour le
phosphore.

- Le développement des phénomenes d’eutrophisatisredex douces a contribué a
attirer l'attention sur les flux et les concenwats de P dans les fleuves, lacs et
retenues d’ou l'intérét de raisonner a I'échellebdssin versant qui amene toutes les

eaux tombant dans cette zone (Dorioz et Aurous&€HT,).

10
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|.1/ LE PHOSPHORE DANSLESEAUX DOUCES

[.1.1/ Origines

Le phosphore (P) est un élément essentiel a ldégeuvert par Hennig Brandt, et joue un
réle prédominant dans les cycles biologiques. tlrefouvé dans les sols, les roches, les
sédiments, les eaux et sous forme organique clsexélgétaux et les animaux. Il intervient
notamment dans la composition des acides nucléif2sl, ARN). Il représente 0,12 % des
éléments constituants la crolte terrestre. Sonecwydt unique parmi les cycles bio-
géochimiques majeurs, puisque la composante gaestispiasiment inexistante (phosphure

d’hydrogéne). La Figure 1 présente le cycle du P.

Eaux continentales

Organismes W BB Organismes benthiques

planctons

planctons

ﬂhﬁﬂ_

Végétaux Organismes vivants
E— Excréments

. Sédiments
Soulévements

Organismes morts

Figure 1: Cycle du phosphore (De Nardi, d'apres Siget coll,2000)

Le phosphore se trouve dans 5 sources primairagiaude I'environnement : le sol, les
roches, la biosphere, les eaux continentales eles marines. Les processus clés du cycle se
résument en quelques étapes :

- L’altération des roches enrichit progressivemerddeen phosphates dont une partie

parvient aux eaux souterraines et aux eaux decgugaant d’étre amenée jusqu’a la

mer.

11
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- Le phosphore, absorbé par les producteurs (végétuxcorporé a des molécules
biologiques, peut alors étre ingéré par les consateuns.

- Le phosphore retourne dans le sol ou dans les paubkintermédiaire des déjections
animales et de la décomposition de la biomasse.

- Une partie est transportée vers les océans ou rawtioh est utilisée par les
organismes benthiques et le plancton alors qu’utre draction se dépose au fond de
I'océan sous forme d’organismes morts ou de pdetscpour s’intégrer aux sediments.
Ces derniers sont transformés progressivement ameso sédimentaires par
I'enfouissement qui sont ramenées a la surfaceegida tectonique des plaques avant
gue le cycle ne recommence.

- Les déplacements faunistiques comme la migratiom skumons contribuent de

maniere importante a la redistribution du phospimeaein (Lodé, 2007)

Bien que le phosphore se trouve en quantités nghgeé@bles dans la crolte terrestre
et soit assez abondant dans les sols, sa molstitegtreinte du fait de la faible solubilité de
ses sels (phosphates de calcium et de Fer (llij}eeta rétention par les composés du sol
(Sigget coll, 2000).

Depuis les années 60, le phosphore est utilisé randg quantité par 'homme
notamment dans les activités agricoles et domesgiengrais), produits ménagers (lessives,
détergents). Cette utilisation de P en quantitéssantes a crée des conditions défavorables
dans de nombreux lacs, estuaires et dans les étigres marines. A partir des années 70, les
problemes liés a I'excés de phosphore dans les @atuété soulevés. Par la suite, des études
ont été conduites afin de connaitre I'origine deses de P et son impact au sein du milieu
naturel. Ces dernieres ont montré que le P étamicipalement lié aux activités anthropiques
(secteurs agricoles, industriels, Urbanisation).

Deux types de sources a l'origine des excés daP lda eaux :

- Les sources dites « ponctuelles » qui se définisgan une émission de P qui est
indépendante des conditions météorologiques. E#e fenction des activités
anthropiques incluant les activités domestiquesajasgssement collectif, individuel),
agricoles (fumiers, lisiers, ensilage, rejets dgeations animales), industrielles (rejets
d’'usines).

- Les sources dites « diffuses » sont liées aux éps@luvieux c'est-a-dire que le
phosphore est mobilisé par les écoulements sujgsfitors des pluies (Dorioz et

Aurousseau, 2007). La pollution diffuse est relataux modes de mise en culture du

12
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sol et a la gestion des exploitations agricolesgticulture intensive est alors une

source notable de pollution diffuse notamment ear éngrais phosphatés qui sont
utilisés pour la croissance des plantes. Cependesigngrais utilisés en masse ne sont
pas totalement consommeés par les végétaux de tcedai derniers restent dans les

sols et peuvent étre transférés lors d’épisodesauly dans les riviéeres et les lacs.

Le tableau 2 résume les principales origines disphore dans les eaux.

Tableau 2 : Principales origines du phosphore prés¢ dans les eaux classées par
activités et selon le mode de rejet (Neveu et cdliQ01)

Activités Phosphore d’origine Phosphpre d’origine
ponctuelle diffuse
Domestiques -Tout a I'égout -Assainissement individuel
q -Rejets de STEP -Ruissellement urbain

-Fuites liées aux stockages

. o -Ruissellement sur les batiments,
(fumier, lisier)

Agricoles . I cours de ferme
-Rejets des activités de " .
. -Contribution des terres agricoles
transformation
. , -Ruissellement sur les
Industrielles -Eau usées .
infrastructures
-Bruit de fond lié a l'altération et a
Zone « naturelle » i
I'’érosion

En France, 71 000 tonnes de P seraient rejetéeguehannée dans les eaux
superficielles dont 50 % correspondent a des ragrigoles, 30 % d’origine urbaine et 20 %

d’origine industrielle (Pellerin, 2000).

Le tableau 3 montre les différentes sources dedestaractéristiques selon le mode
de pollution (Nevewt coll, 2001).

13
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Tableau 3 : Caractérisation et typologie des soursade phosphore

Sources ponctuelles

Sources diffuses

Mode d’entrée dans le
réseau hydrographique

-Rejets localisés
indépendants de la pluie
-constitue la quasi-totalité
des apports en phosphore
total lors des étiages

-Emission du P lors des épisodes
pluvieux
-Transfert du P lors des crues

U7

Nature des flux de
phosphore

-Tres concentrés avec forte
proportion de formes
solubles

-Trés dilués, accompagnés de fo
flux d’eau et de MES

rts

Exemples types

-Egouts divers

-Bruit de fond « naturel »
-Pertes des terres agricoles
-Ruissellements urbains

Modes d’évaluation

-Prélevements et analyses
aux points de rejets
-Enquétes sur les réseaux
d’eaux usées

-Echantillonnage possible
seulement a I'échelle « bassin
versant élémentaire »

Maitrise

-Collectables et traitables
-Possibilité de définir une
norme de rejet

-Non collectables
-Maitrise liée a la gestion du
territoire

-Pas de norme de rejet possible

1.1.2/ Les différentes formes du phosphore dans lesaux

Le P est largement répandu dans la nature. lloestesit lié & 'oxygéne pour former

des ions phosphates (orthophosphates). L'ion platepbst un anion polyatomique de

formule chimique P". Lorsque le pH des eaux de surface diminue, les phosphates sont

capables de capter des protons comme le montiadeachme de prédominance de la Figure

2.

rE:

Figure 2 : Diagramme de prédominance des formes dahosphore dans les eaux

(pK1:2,1;pK2:7,2; pK3

1 12,5)

Cette derniére met en évidence le caractére amghdteP non hydrolysable selon le

pH de I'eau. Dans les eaux naturelles proches dwudralité, il est plutét sous les formes

HPO” et HPOy .

14
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Le P est également retrouvé sous forme dions pétigues hydrolysables
(diphosphates, triphosphates) ou associé a des os@spcalciques (lessives, détergents,
apatite), ferriques (strengite), lié a l'aluminifwariscite) ou aux argiles.

Dans les eaux, le P est présent sous forme sokiblearticulaire (associé aux
particules en suspension). L'ensemble constitl tietal. Le phosphore soluble (ou dissous)
est biodisponible en général pour les plantessanis forme d’orthophosphates ou bien apres
I'action d’exo-enzymes. Dans les eaux douces ndiug®s, sa concentration est inférieure a
15 pg/L. Dans les sols, il est présent en faibntjté soit de 0,04 a 0,1 kg P/ ha sur 30 cm.
Le phosphore particulaire comprend des formes raiegr(apatite (GEP0Oy),), cristallisées,
amorphes et des formes organiques (microorganisehesolloides). Il peut aussi étre
biodisponible mais cela va dépendre du support miné&n effet, il est composé du P
mobilisable (adsorption-désorption de la phasedeotiu sol) et du phosphore immobilisé
dans les argiles, les structures cristallines. Létdht un facteur limitant dans les eaux de
surface, son exces induit durant les périodes dwtdfement des eaux (début printemps, été,
automne) des blooms de cyanobactéries accompagméduvent de production de toxines
(Levi, 2007).

[.1.3/ Conséquences des exces de phosphore dansdesnus

1.1.3.1/ Processus d’eutrophisation et de prolifénade cyanobactéries

L’eutrophisation est un processus d’enrichissendenteau (douce ou salée) par les
éléments azotés phosphorésfavorisant une croissance accrue des végétauxisugs des
algues (chlorophycées, pyrrophytes), des diatoneéedes cyanobactéries. Par la suite, le
milieu s’appauvrit en oxygene, lorsque la respiratides organismes vivants et la
décomposition deviennent des processus majeurgapport a la production d’'oxygéne par
photosynthese. Le milieu aquatique devient anoxiQ@ephénomene peut étre amplifié par la
multiplication de macrophytes flottant comme lestilies d’eau qui par auto-ombrage, limite
la pénétration de la lumiére dans I'eau. Ce pratesst défavorable aux développements des
diatomées et des chlorophycées. La biomasse (algyssobactéries) est décomposée par les
microorganismes (bactéries) a linterface eau-sédim mettant en ceuvre la réaction
suivante ou Qet Ry désignent I'oxydant et le réducteur. L;des ions N@, le Mn IV, le Fe

I, les SQ, les composés organiques et le;Gervent successivement d’oxydants. Lorsque

15
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I'un des oxydants est consommé, le suivant esséitiLes réducteurs ainsi obtenus lors de ce
processus sont le;Nle NH,', le Mn 1, le Fe I, le HSet le CH;.
La décomposition de la biomasse (algues et cyanéies) par les microorganismes

s’écrit selon I'équation ci-dessous (Sigfgeoll, 2000).

CiodH2680110N16P + O + 15 H— 106 C@+ 106 HO + 16 NH' + H,PO; + Ry Réaction 1

Par diffusion a partir de I'interface eau-sédimeintss especes réduites apparaissent
dans la colonne d’eau d'un lac. Les apports enimatrts, ainsi que le brassage des lacs

jouent un réle déterminant sur les réactions d’axgebluction au sein d’'un milieu.

Les rejets de P en exces dans les eaux peuventénaéfastes pour les écosystemes
aquatiques puisqu’il s’agit d’'un facteur importalains le développement des cyanobactéries.
Ces microorganismes sont des procaryotes photasiouiles comportant pres de 2000
especes pour 150 genres environ. Les cyanobactéseslus connues en France sont les
genres Microcystis, Anabaena, Planktotrix, Aphanizomendlodularia, Limnothrix Ces
microorganismes peuvent constituer des blooms if@rations massives) colorant les eaux
(vert, rouge) dont la couleur va dépendre des pigensynthétisés. Il apparait aussi des
nuisances olfactives qui sont liées a la décomiposites cyanobactéries. Pour le traitement
des eaux brutes destinées a la consommation hundaseprobléemes lors des étapes de

coagulations et des cycles de filtration sont reirés.

1.1.3.2/ Les toxines

En période de blooms de cyanobactéries, les camatiems de cellules peuvent
atteindre plusieurs milliards par litre et produides toxines (microcystines LR). Ces
dernieres sont libérées lors de la lyse des cslliarmi les plus connues, les hépatotoxines a
potentiel cancérigéne, les neurotoxines et lestayitoes engendrent de sérieux problémes
chez les hommes et les animaux apres ingestionontaat. En effet, la présence de ces
molécules dans les eaux brutes est a l'originetakinations humaines (gastro-entérites,
troubles digestifs, irritation cutanéo-muqueuse).ddes réactions allergiques peuvent avoir
lieu par simple contact avec les cyanotoxines notant des éruptions cutanées, des

oedemes, des irritations de la peau... (Bouaichal 200Gvi, 2006). Aprés l'absorption
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d’hépatotoxines par ingestion accidentelle d’eantaminée, des maux de tétes et des
troubles intestinaux (vomissements, diarrhée, gasitérite) peuvent apparaitre. La dose
admissible journaliére (DJA) chez les humains edd,04 pg/kg. Cette derniére constitue une
valeur seuil pour laquelle aucune Iésion aiguéailel i'a été observée sur une étude durant 13
semaines sur des souris. Cependant, une oncogé@gatique a été observée sur des rats a
des doses plus faibles que la dose seuil (Charbonrg906). La Figure 3 représente une

structure moléculaire générale des microcystines.
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F H /
- e -
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Figure 3 : Structure moléculaire générale des micreystines (Web 4)
Squelette de la microcystine : 1, D-Alanine ; 2(variable); 3, D-MeAsp -méthyl-D-acide aspartiquée), Z
(variable); 5, Adda (aci@¥D-érythro- (2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-méthoxy-2-Gi8wéthyl-10-phényldéca-4,6-
diénzo'l'que) ; 6, D-glutamate; 7, Mdha (N-méthyldélogdanine). R1 et R2 sont H (déméthylmicrocystinmas)
CH3"

Les variantes proviennent majoritairement de stiligth d’acide aminé en position 2
et 4 ou bien du retrait/ajout d’'un groupement migtisyir les fonctionnalités 3 et 7. Les acides
aminés les plus communs a la position X sont laiteu(L), I'arginine (R) et la tyrosine (Y),
alors qu'a la position Z on retrouve généraleméatginine (R), l'alanine (A) et la

méthionine (M)

Afin de limiter le développement des cyanobactésida production de microcystines,
des moyens de lutte contre les exces de P damslesont été étudiés depuis les années 80
avant d’étre mis en vigueur. Ces moyens consistemte part & minimiser les apports a la
source : les moyens préventifs et d’autre partagetr les excés de P dans I'environnement

(sols, eaux) : les moyens curatifs.
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I.1.4/ Les stratégies actuelles de réduction du pbephore

[.1.4.1/ Les moyens préventifs

En agriculture, des démarches de réduction desriapge fertilisants sont misent en
place en fonction des types et des besoins présscdltures. De plus, une meilleure
connaissance des sols et de la rétention des pdtesppar ces derniers sont a prendre en
compte.

Le décret du 29 mars 2007 a interdit l'utilisatidas lessives domestiques contenant des
phosphates (application du décret f& jwillet 2007). Les effets attendus sont une baisse
d’environ 20 % de la charge en P au niveau des SatEtRe réduire par conséquent, les
apports dans I'environnement et dans le réseawbyajphique ainsi que le colt de traitement
de I'eau destinée a la consommation humaine.

La diminution des composés phosphorés dans I'aliatien animale réduirait les rejets de
phosphore dans les excréments. Tout le phosphgéeém’est pas absorbé par les animaux.
En effet, prés de % du P est excrété puis retrdawns les sols. Des méthodes existent pour
réduire la teneur en phosphore qui n'est pas asslors de la digestion animale notamment
par I'ajout de phytases dans le blé ou le seigieaggmente la digestibilité de ce dernier.
Cette enzyme digere les phytates (formes du P lgangégétaux). Ainsi, une réduction de

prés de 20 % des rejets de P par animal est oleservé

1.1.4.2/ Les moyens curatifs

Il existe a ce jour quelques moyens pour élimiegoiosphore : les procédés physico-
chimiques et biologiques pour les eaux usées.tllpessible d’éliminer le phosphore par
précipitation chimique qui peut s’effectuer a laidle sels de fer (chlorure ferrique),
d’aluminium (sulfate d’aluminium) ou de chaux. Dfeas techniques de cristallisation et
d’adsorption sur lits contenant du fer ou de l'allnicnm sont également misent en ceuvre.

Les procédés biologiques comme les procédés deslamtigees permettent d’éliminer le P en
exceés. Son élimination s’effectue par la croissad@dgues, de macrophytes flottants

(Lentilles d’eau) ou d’helophytes (Phragmites, bajdres) et des bactéries. Le phosphore
contenu dans les eaux usées est incorporé danmrizagse. Pour une boue activée, la
déphosphatation biologique peut décrire I'élimioatdu P par une biomasse microbienne au-
dela de ses besoins de croissance. Les bactér@wgpatantes sont hétérotrophes et
aérobies. Parmi elles, I'espeleseudomonas putid@M6 permet d’éliminer jusqu’a 96 % du

P en 21 jours (P résiduel : 0,2 mg/L). Cette especmet ainsi la déphosphatation biologique
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a partir d’eaux usées (Cat coll, 2007). L'especéAccumulibacter phosphovoruke genre
Pseudomonast Tetrasphaerantervient également dans I'élimination du phosehau sein
de stations d’épuration (Gunther et coll, 2009). dsphosphatation biologique nécessite 2
étapes comme le met en évidence la Figure 4 quirebtnprincipe d’élimination du P par les

bactéries déphosphatantes.

Acide gras volatil MO O, 0uNO

T lEnergie
PHA Polyphosphates

Croissance
bactérienne

Polyphosphates

Acide gras volatil

\ Energie
PHA

Anaérobie Aérobie

Figure 4 : Principe de d’élimination du P par les lactéries déphosphatantes

En condition anaérobie, les bactéries déphosplestantont produire des
polyhydroxyalcanoates (PHA) a partir d’acides gvadatils. Pour le stockage des PHA,
I'énergie est apportée par le P stocké sous forrae gcanules de polyphosphates
intracellulaires. En condition aérobie, les PHA tsoansommeés par les bactéries, ce qui
permet de reconstituer leur stock de polyphosphette®e se multiplier. L’accumulation des
phosphates permet de former des réserves d'énerijisables dans les conditions
d’anaérobiose. L’élimination biologique du phosghoest liée a une plus importante
réabsorption par rapport au relargage. Les bast@yant assimilées le P sont purgées du
systeme. Ce procédé nécessite parfois de prévoicoemplément une déphosphatation
chimique par précipitation pour obtenir le taux mmal de P attendu. Ces procédés sont
onéreux et posent des problemes de gestion dafimiiation des boues générées,

notamment lors de leumcinération (Comeau, 1997).

D’autres procédés sont mis en ceuvre comme le rraite des lisiers agricoles.
Lorsque les éleveurs produisent plus de 25 00Gsirdtazote, le P est alors aussi pris en

considération pour le traitement. Le P est expaitséparation de phase (tamis statique), par
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centrifugation ou par décantation (floculation, galation). A ce jour, il n'y a pas de normes
au niveau de I'épandage d’effluents a I'exceptienla Vendée, ou le reglement sanitaire
départemental indique que les apports de phosphereoivent pas excéder un plafond
d'épandage de 100 kghhan'. L’enrichissement des parcelles en phosphore su
I'agriculture est encore difficile a maitriser.

Les procédés utilisant I'oxygénation dans la coudteau la plus profonde, a pour but
d’empécher le relargage du phosphore par les séthiriee curage des sédiments et la récolte
de la biomasse ont permis une amélioration de #itgudes eaux méme si ces procédes sont

colteux. D’autant plus, gu'il est nécessaire deveo une issue pour les matieres enlevées.
1.1.4.3/ Amélioration de la qualité de I'eau

1.1.4.3.1/ Cas du lac Léman (Suisse)

Le lac Léman est I'une des plus grandes réservesudd’Europe occidentale d’ou
I'intérét de préserver cette ressource afin de yredde I'eau destinée a la consommation
humaine (EdACH) en abondance et de tres bonne @waitdes moyens de traitement simples
(CIPEL, 2006). Un plan de gestion de 2000 a 20&@anis en place dans le but de produire
de 'EdCH. La consommation domestique s'éléve eganne & 170 Lj.hab', et s'éléve aux
alentours de 500L en tenant compte de l'agricultdes I'industrie et des services. Cette
ressource est soumise a des excés de phosphoris Epannées 60 de ce fait, des actions
ont été mises en ceuvre pour diminuer leurs coraténts dans le lac Léman. La Figure 5
indique I'évolution de la concentration moyenne génée en phosphore total contenu dans le

lac depuis les années 50 jusqu’en 1994 (B&rooll, 1999 ; Sigget coll, 2000).

100

Démarrage de la mise en place Interdiction des phosphates 8000
20 de la déphosphatation dans les dans les lessives en Suisse
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20 2000
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Figure 5 : Evolution de la concentration moyenne padérée de phosphore total, contenu dans le
lac Léman (Blanc et coll, 1999 ; Sigg et coll, 20P0
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Depuis les années 80, le phosphore est en nettességn dans le lac. Pour cela, la
mise en place de processus de déphosphatatioriradesestations d’épuration responsables
de l'apport en P, a été nécessaire. Néanmoins,dimeution jusqu'a 30% du taux de
phosphore total a été mise en évidence une dizdiaenées plus tard. Par la suite,
I'interdiction des phosphates dans les lessivestarhent contribué a une chute du phosphore
total a partir de 1986. L'objectif du CIPEL est lasser les concentrations de P en mettant
I'accent sur l'action a la source. Elle recommatalenise a disposition et |'utilisation des
produits détergents sans phosphates pour laveellaissu a teneur réduite de P avec des

indications précises pour les consommateurs.

1.1.4.3.2/ Cas du lac de Ribou a Cholet (Maine-@itd, France)

Le lac de Ribou constitue une ressource indispéagetur produire de I'eau destinée
a la consommation humaine alimentant environ 60 B@bitants a Cholet et dans son
agglomération. Cependant, I'agriculture intensivélefages, cultures), les stations
d’épuration, I'assainissement autonome, le ruissgint urbain et les rejets industriels sont
responsables d’'un apport conséquent de phosphmeiraule cette retenue d’eau par le biais
du bassin versant de Ribou. La Figure 6 montreulditgé de I'eau vis-a-vis du P sur les
différentes stations du BV du Ribou pendant l'anrZ#6 (moyenne annuelle de la
concentration en P). Un code de couleur est aérmur classer les eaux a I'échelle du bassin
versant en termes de qualité (bonne ou oligotrophevert, médiocre ou eutrophe en
orange...). Chaque couleur correspond a une foueclast concentration en P qui est
différente selon une eau de retenue ou d'une eatividge (ex : pour une eau de qualité
passable, les concentrations en P sont comprises@®8 et 0,5 mg/L dans les ruisseaux et de

0,025 a 0,08 mg/L pour les retenues d’eau).
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. Trésbonne 0-0,05 mg/L ultra oligotrophe 0-0,008 mg/L
. Bonne 0,05-0,2 mg/L oligotrophe 0,008 - 0,025 mg/L
Passable 0,2-0,5mg/L mésotrophe 0,025 - 0,08 mg/L
S Médiocre  0,5-1mg/L eutrophe 0,08-1mg/L
Mauvaise 1-10mg/L hyper eutrophe 1-10mg/L
Trés mauvaise >10 mg/L hyper eutrophe ++ >10mag/L

Figure 6 : Suivi de la qualité de I'eau au sein dbassin versant de Ribou. Conception : De Nardi
Frédéric (D’aprés CAC, 2007)

Le suivi qualitatif des eaux de Ribou durant la pagne 2006 a montré que les eaux
sont de mauvaises qualités a proximité des stati@mration qui sont toutes dépourvues de
traitement de déphosphatation (Ru de la Guichadi&wval de Toutlemonde). De plus, I'eau
du lac de Ribou a proximité de l'usine de produttiieau destinée a la consommation
humaine (Figure 6, carré bleu) est plutét de natuteophe avec une moyenne annuelle des
concentrations mensuelles de P se situant ent8ee®, 0 mg/L.

Pour sortir de I'eutrophisation, les apports ansiwd P doivent étre diminués d’'un

facteur 10 soit des concentrations atteignant envi},03 mg/L dans les rivieres. C'est la
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raison pour laguelle une trentaine d’actions sosemen ceuvre pour ameliorer la qualité des
eaux du lac de Ribou et de son bassin versanta@ems s’insérent dans un plan de gestion
2006-2010 qui constitue un outil incitatif pourtesger une bonne qualité de I'eau. Certaines
de ces actions sont rapportées par la suite, @lesistent a :

- Améliorer certaines pratiques agricoles par I'emgagnt dans des contrats agri-
environnementaux,

- Mettre aux normes des batiments d’élevages,

- Freiner les flux de pollution, en limitant et teait les ruissellements urbains,

- Favoriser I'implantation de haies, de bandes emexbde prairies. En effet, des
données récentes ont montré qu’'un enherbementads de 7,5 m de large retenaient
jusqu’a 71 % de P total, qu’une parcelle de som@,5 m pouvaient retenir 48 % du
P total et qu'une prairie de 25 ans (7,5 m) rédeirggusqu’a 71 % du P total (Dorioz
et coll, 2006).

- Diminuer les rejets industriels et artisanaux,

- Améliorer les assainissements non collectifs erab#éitant les installations non
conformes et en optimisant les stations d’épuratides réseaux d’eaux usées,

- Améliorer également les techniques de culture atisent des plans de fumure, des
inter-cultures pour limiter les apports polluants,

- Préserver la qualité des milieux aquatiques pagHabilitation de zones humides, par
I'arrachage de plantes envahissantes et par lw@rirele la végétation sur les rives.
Néanmoins, durant leur décomposition, les végétantribuent a I'apport de MO
dans les eaux.

Actuellement, au niveau européen, un partage dpsriexces nationales existe a
travers un réseau : le COST Phosphore. Il s’atéellanalyse des méthodes d’atténuation qui
sont distinctes des méthodes préventives et cemtiva réduction des apports et des bilans
dans les parcelles sur les bassins versants censtit exemple de méthodes préventives.
L’évacuation de vases enrichies en P et le traitérdes cyanobactéries sont des méthodes
curatives. La mise en place d’'une zone tampon gpstitue un moyen efficace a court terme
pour maitriser la contamination du réseau hydrdgogye par les transferts du phosphore
dans les eaux de surface, est une méthode d'atigmuaictuellement, les efforts se
concentrent sur la mise au point et I'optimisata® ces méthodes d’atténuation (Dorioz et

Aurousseau, 2007)
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|.2/ La matiere organique dans les eaux naturelles

[.2.1/ Origines et caractéristiques de la MO

Le cycle du carbone présenté sur la Figure 7 esé Isar les intéractions entre
I'atmosphere, le lac et les sédiments. La formatlenMO lors de la photosynthése, dans
laquelle les éléments nutritifs sont incorporésofgihore, azote), ainsi que la minéralisation
de la MO sont primordiales. Le CO se forme lorslal@hotosynthese avec production du
phytoplancton. Dans les lacs, la production primast d’environ de 50 & 1000 mg de G.jm
! et pouvant atteindre quelques grammes de M@ mCette production primaire constitue
le premier maillon de la chaine alimentaire. Erspla la minéralisation du carbone organique
en carbone inorganique, des produits intermédiat@@ame les substances humiques et
fulviques apparaissent. Ces derniers sont des satlel ces réactions de décomposition, ainsi
gue des réactions naturelles de polymérisation.c0ag0sés sont dissous dans les eaux. La
MO qui n'est pas complétement décomposée appavaitme détritus ou adsorbée sur des
particules minérales. Celle issue du lessivagesdisset des eaux usées représente également
une part du COD et du COT. La MO peut sédimentes $orme particulaire et s’'intégrée
dans les sédiments ou les processus de minératisaipoursuivent. Aprés consommation de
I'oxygéne, les microorganismes utilisent les diféis oxydants selon leur potentiel rédox

jusqu’a la méthanisation qui correspond au profthad (Sigget coll, 2000).
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Figure 7: Cycle du carbone dans les eaux naturell€D’aprés Sigget coll, 2000)
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Selon le type d’eau, les concentrations en MO s@st différentes. Le tableau 4 indique les
concentrations en carbone organique dissous (COParticulaires (COP) retrouvées dans

les différentes eaux naturelles.

Tableau 4 : Concentrations usuelles du CO sous l&ames COD et COP rencontrées
dans les eaux (Siggt coll, 2000)

Eaux COD (mg/L) COP (mg/L)
Mer/Océan 0,5 0,05
Eau souterraine 05-1,5

Eau de pluie 05-25

Eau de riviere 1,0-10,0 1,0-2,0
Lac eutrophe 2,0-10,0 20-3,0
Marécage 10,0 - 50,0 2,0-3,0
Eau interstitielle des sédiments ou des sols 2,0-50,0

La matiere organique naturelle provient de la dégian des débris de végétaux a la
surface du sol par les microorganismes (Rumpel2R00es matériaux apportés par les
végeétaux sont principalement des tissus végétamxmm la lignine, des polysaccharides
(cellulose), des polyphénols (tannins) et des dipidLes constituants cellulaires sont
également retrouvés et plus rapidement biodégratiegjue les protéines, la chlorophylle et
autres pigments. Certains constituants cellulagest apportés majoritairement par les
microorganismes comme les peptidoglycanes des pdnactériennes et les pigments de
certains champignons (les mélanins qui sont coréssdéomme des précurseurs potentiels de
substances humiques). Les bactéries et les chaom@giu sol métabolisent la lignine, la
cellulose, les polysaccharides et les composésnigyges simples tels que les sucres, les
acides aminés, les acides gras. Les produitsples@roduits de la fraction réfractaire a cette
décomposition constituent le profil en MO du sbke)iste deux phénomenes de dégradation
de la MO brute. Le phénoméne le plus rapide cangist la transformation de la MO
facilement biodégradable en matiéres minérales.ptacessus le plus lent est appelé
I’humification (transformation de la MO brute enrhus). Ce dernier procédé enrichit le sol
en MO transformée car les substances humiquesfamsées sont lentement biodégradables
(Gauthier, 2003).
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[.2.2/ Les substances humiques

Les substances humiques sont définies comme dgsosésorganiques présents dans les
sols, les sédiments, les eaux ou synthétisésiademmatieres organiques fermentescibles. La &igur

8 montre la voie de formation des substances h@siqu

Résidus de plantes e———)  Lignine
Modifiée
Transformation par les microorganismes
Sucres Polyphénols _ Produits de
- décomposition de
< l Composés Lignine
{ aminés * >
Quinones ;
‘ Quinones
\ v
Substances humiques

Figure 8 : Voie de formation des substances humigagD’aprés Stevenson 1982, cité par Amir,
2005)

Il s'agit de macromolécules de masse moléculagna2él (> 40 kDa). Elles comprennent une
grande variété de groupements fonctionnels qui @mmférent une charge globale négative
(carboxyles, hydroxyles, phénols). Par conséqueties se trouvent dans de nombreux cas sous
formes de sels. Les substances humiques (SH) preoreplexer des cations métalliques*{AFe”,
ca', Mg?...), ce qui leur confére des propriétés de molécétngeuses dions suivant les
conditions du milieu (Duchaufour, 2001). Les SHtsdans ce cas considérées comme des
« supramolécules », constituées de petites mateddigrivees de la dégradation de la matiere
organique) liées entre elles par des liaisons ite fanergie (Piccolo, 2001, Martin, 1995). Les
composés organiques difficilement dissociables raasforment en substances humiques par
polymérisation et par association avec des sulestaswotées. Les microorganismes du sol sont
responsables non seulement de la synthése, maisdaugélimination des SH. De nombreux
microorganismes aérobies vivant dans le sol utflisénergie contenue dans ces substances. Apres
oxydation, ces SH sont consommées. Les substancegues sont dégradées dautant plus
rapidement que leur poids moléculaire est faiblel{\).
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Les substances humiques peuvent avoir des origeesdiverses : dérivés de charbon, lignine,
|éonardite, ou toute matiére organique d’originmate, végétale ou bactérienne. Elles comprennent :
- les acides humiquegsolubles en milieu alcalin et insolubles en mikeide) sont des polymeéres

a hauts poids moléculaire a caractere aromatifaggés négativement, de couleur noire a brun foncé,
résultant d’'un processus de condensation oxyddégecomposés phénoliques et liés a des acides
aminés, des peptides et des polysaccharidesnligisioes en carbone et moins riches en oxygéne
(cité par Tissaux, 1996).

- les humines(insolubles a tout pH) ressemblent beaucoup adesatiumiques mais different
seulement par le fait qu'elles se trouvent en &smt trés étroite avec les matériaux inorganiques
Les humines correspondent a la partie non-extiedibla fraction humifiée (Tissaux, 1996).

- les acides fulviquegsolubles en milieu alcalin et en milieu acide3ggmlent un taux de carbone
relativement faible. L'oxygene, présent sous fordee groupes fonctionnels responsables d'une
activité élevée, est abondant. lls sont formésdgosés phénoliques a faible poids moléculais, lié
a des polysaccharides. Les acides fulviques stcaiesidérés a la fois comme précurseurs et psoduit
des acides humiques (Tissaux, 1996). De plus,irestaubstances humiques sont naturellement
hydrosolubles, dans ce cas le pourcentage d'duitiegues est relativement faible (Web 6). Les SH
représentent une part importante du COD, selonhesenles acides fulviques représentent 45 % du
COD des eaux de surface et les acides humiquesilb@@D (Figure 9). La part des autres fractions

(hydrophiles) est egalement représentée sur lagFgu

5% 6% @ Hydrophobes neutres
15% m Hydrophiles neutres

O Bases

4%

O Acides de faible
masses moléculaires

45%
W Acides fluviques

25%

O Acides humiques

Figure 9 : Répartition des fractions du COD des eaude surface selon Leenheer (1981)

En 1981, Leenheer écrit que les hydrophiles nesimgisreprésentés par des structures carbonylées et
des hydrocarbures. Leur spectre infrarouge étailbise a celui des polysaccharides, alors que les
hydrophiles basiques s'apparenteraient & des dédeé protéines. Les acides hydrophiles qui
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bY

correspondent a la fraction majoritaire des frastichydrophiles, engloberaient des acides

polycarboxyliques et hydroxyacides.

[.2.3/ biodégradabilité

La biodégradabilité représente I'utilisation efifee de la MO par les microorganismes et
traduit I'expression mesurable du potentiel d’mbdon. La biodégradabilité englobe deux processus,
d’'une part l'utilisation microbienne directe ou @pdécomposition de composes pour la biosynthése
de nouveau matériel cellulaire et d'autre part iaénalisation pour obtenir de I'énergie et des
nutriments inorganiques. La connaissance de léditivité est essentielle pour évaluer la persistan
de la MO dans un milieu et extrapoler son devéwirbioréactivité est surtout quantifiee par des
mesures de biodégradabilité bien que ces mesuresprésentent parfois qu'une infime part du

potentiel total.

La biodégradation est déterminée par 'augmentationde la biomasse ou seul le carbone

organigue assimilable (COA) est considéré et la mate organique minéralisée est négligée.

La MO labile est principalement constituée de composeés simplesont utilisés directement par un
grand nombre de microorganismes sans le reco@s endymes spécifiques (sucres simples, acides
organigues courts, acides aminés, petites proxeines

La MO lentement dégradableet relativement stable contenant des composéségassitent des

enzymes spéciales de décomposition, essentiellerpenduites: (i) soit par quelgues
microorganismes moins intéresses par des sublstdltss, (i) soit par des microorganismes en
manqgue de substrats labiles (polysaccharidesgdéterplantes...).

La MO récalcitrante (ou réfractaire) étant peu biodégradable, s'accumule dans le miliette

fraction consiste en des structures qui ne sonfapdsment rompues par des enzymes, comme des
dérivés de lignine ou des composés fortement siigadanowski, 2004).

Les matiéres biodégradables sont généralementdéadss comme simples et de petites
tailles alors que les molécules complexes commesuestances humiques (incluant les substances
transphiliques) paraissent réfractaires au prosedsibiodégradation. Cependant, ce concept est a
modeérer puisque des composés de petites et deegrailtbs apparaissent biodégradables. En effet,
les substances humiques peuvent étre partielledégmbdées lors de réactions enzymatiques et

utilisées par les bactéries.
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Les bactéries principalement retrouvées dans lesedurelles appartiennent aux familles suivantes

» LesEnterobacteriaceae

* LesBacillaceae

* LesPseudomonadacefiéseudomonas fluorescgns
Selon certains auteurs (Hertkanhcoll 2002), 'espec&seudomonas fluorescereprésente 39 %
des bactéries contenues dans les eaux de ladsadiéses retenues pour la détermination du CODB
dans le cadre de I'étude conduite par plusieusueisontPseudomonas fluoresceasBacillus
subtilis car ces microorganismes sont représentatifs despmaturels aquatiques. Des résultats
obtenus en laboratoire ont permis de mettre eregea part de carbone biodégradable pour une eau
de surface (riviere). Ces résultats sont assegseqatifs des milieux naturels. En effet, en 1981,
Thurman et Malcolm ont montré que pour une eawdace, les matieres organigues biodégradables
par ordre décroissant sont les suivantes :

Fractions hydrophiles (HPI) > Fractions transphiligs (TPH) > Fractions hydrophobes (HPO)
En 1999, dans le lac de Ribou, les fractions hyaibbps représentaient 62 %, les
transphiliques 24 % et les hydrophiles 14 % (\&ail, 1999).
Le tableau 5 montre le pourcentage de carbonedvemdigble sur les différentes fractions isolées

d’'une eau de surface (la Glane, Haute-vienne).

Tableau 5 : Pourcentage de carbone biodégradableutie eau de surface (Labanowski,
2004)

CODB

HPO TPH HPI
B.subtilis 7,00% 10,00% 16,00%
P.fluorescens | 8% 12% 20%
D’aprés Thurman et
Malcolm, 1981

CODB

HPI + TPH AF AH
B.subtilis 17,50% 7,50% 7,50%
P.fluorescens |15% 10% 9%
D'aprés Malcolm
et Mac Carthy.
1992

Pour chaque fraction isolée, le CODB est détermaif@ide de bactéries retrouvées
dans le milieu natureB( subtilis, P. fluorescepsGénéralement, dans les eaux naturelles, la
part de CODB a été estimée a 20-30 % (LabanowBki4 R
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1.2.4/ Fractionnement de la MO sur résine XAD-4 eXAD-8

Les matiéres organiques contenues dans les eauxelleg sont composées de
molécules de tailles différentes (Leenhner et Cr8083). Les chaines carbonées aliphatiques
ou phénoliques sur lesquelles sont greffées dasgpgroents fonctionnels (amides, cétones,
carboxyliques). Les transformations biochimiques ohatiéres organiques et les intéractions
avec les meétaux engendrent des modifications stales rendant trés complexes la
caractérisation de la MOD. Actuellement, de hombesuméthodes d’analyses de la MOD
existent pour les concentrer (par exemple par nigadbn ou osmose inverse) ou les isoler
notamment par échange d’ions (Aiken et Leenhee®3)l9par ultrafiltration séquentielle
(Aoustinet coll, 2001) ou bien par adsorption sur résines maceysas non ioniques (XAD).
L’adsorption sur ces résines est la méthode laytilisée. Les deux types de résines utilisées
sont la résine XAD8 (Ester acrylique) pour retdag MO hydrophobes et les résines XAD4
(Divinylbenzeéne) pour retenir les MO transphiliqués Figure 10 montre le protocole
d’extraction des MO utilisant les résines XAD (Lbesr, 1981)

Echantillon
d'eau pH 2 Elution avec NaOH 0,1N :

fraction HPOA

_/

Elution avec NaOH 0,1N :
fraction TPHA

MON Hydrophile

Figure 10 : Protocole d’extraction de la MO

Les acides humiques et fulviques s’adsorbent surékne XADS8 lorsque ces
molécules sont sous formes protonées par acidditgpH = 2) de la solution filtrée (<
0,45um). L'ajout d’'une résine XAD4 en série a permié retenir des fractions non retenues
par les XAD8. Ainsi les fractions retenues par I&AD8 sont nommées HPO (pour
hydrophobe) et celles retenues par les XAD4 sontmées TPH ou TPI (pour transphilique).
Une solution de soude a 0,1 N est utilisée pouerdies MO préalablement retenues sur les

résines.
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[.2.5/ La problématique MO dans I'eau du lac de Ribu a Cholet

La Figure 11 montre la qualité des eaux vis-a-eidadMO oxydable au niveau de toutes les

stations de prélevements d’eau.

Y 4

&
2 2
.._'E § *\‘ém“_% étang de Peronne

o v/

=

&.Tuutlemunde —
=)
Mazidres-en-Mauges . I 5 .

Lac de Ribou
2 '-q,m':er
Usine
&

T

Yzernay

Aval Lac de Verdon

Ribou :

Ru de la Planche aux Moines

passable bonne
MO mg/L 8--5 5--3

Figure 11: Qualité des eaux vis-a-vis de la MO (oxydabilitdu KMnO 4) sur 'ensemble du
bassin versant de Ribou durant I'année 2006

Sur la Figure 11, un code de couleur est attribmdr jglasser les eaux en terme de qualité
(bonne en vert, passable en jaune...) au méme tiggqur le P. Chaque couleur correspond
a une fourchette de concentration en MO (ex: uag de qualitt mauvaise a des
concentrations en MO oxydable comprises entre 5@@0. ; une eau de bonne qualité ne
doit pas dépasser 5 mg/L de MO oxydable). Dansaseits’agit d’'un pic maximal de MO
oxydable qui a eu lieu au cours de I'année 2006edn d'une méme station. Les eaux sont
classées de mauvaises qualités sur 'ensemblesdinbaersant a I'exception des points d’eau
situés en aval des deux barrages ou la qualit&ede ést passable. Sur le point en amont du
lac de Verdon et en aval de I'étang de Péronnaulest classée de qualité médiocre. 50 %
des MO proviennent des activités anthropiques awagoritairement les élevages (31 %) puis
le ruissellement urbain (8,5 %) les STEP (4,5 %asskainissement autonome (3,5 %), et les
rejets industriels (2,5 %)alors que les autres 50 % proviennent majoritairdnue la

dégradation du phytoplancton par les bactérieg swix blooms algaux estivaux.
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Les microorganismes présents dans le milieu nafoweint un réle dans la dégradation de la
MO (cf biodégradabilité).

[.2.6/ Outils analytiques permettant d’étudier la MO

1.2.6.1/ La fluorimétrie 3D

La spectroscopie de fluorescence est utilisée pewraractérisation des MO dans
différents types d’eaux (mers, surface, sols). eCtgthnique repose sur I'énergie émise par
une molécule préalablement excitée qui retourneraé&at fondamental (Stedmen coll,
2003). Parmi les différents modes d’acquisitiors, ieatrices d’émission-excitation (MEE)
permettent d’obtenir une vue d’ensemble sur lepnpEtés de fluorescence d’'un échantillon
préalablement filtré avec des informations plusitiées sur la composition complexe de la
mixture. Les informations sont données en 3 dinwassk, Yy, z correspondant respectivement
a l'axe d’émissions, d’excitations et d’intensitisfluorescence.

Les propriétés de fluorescence sont attribuéesstrugtures aromatiques (acides humiques)
ou aux chaines aliphatiques riches en insaturapoésentant de forts degrés de conjugaison
(Chenet coll, 2002). De maniere générale, deux types de mokcbat classiquement
étudieés :

- Les matieres humiques qui deviennent fluorescetdns le bleu

- Les protéines (fluorescencent dans I'UV)

Les substances humiques sont composées de deuapthaves d’origine supposée terrestre
qui sont observables pour les MO de toutes origieesix de surface, sols, mer) et d’un
fluorophore d'origine marine. Plusieurs dénominagicont trouvées dans la littérature mais

la plus utilisée a été définie par Coble (1996).

Le tableau 6 montre les fluorophores avec leurguenrs d’ondes correspondantes.
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Tableau 6 : Dénominations des principaux fluorophoes selon leur origine

Classes de Fluorophores/ .o exc —em Dénominations
fluorophores origines moyennes (nm) Coble (1996)
AH terrestres 250 - 430 A
Substances humiques AH et AF terrestres 340 - 450 C
SH Marines 310 - 400 M
Protéines Tyrosine Iike_ 270 - 310 B
Tryptophane like 270 - 340 T

Les fluorophores A et C ont été attribués respentent aux acides fulviques et humiques
(Mounieret coll, 1999). Cependant, d’autres études ont montréegiheéorophore A était plus
intense que le fluorophore C (Croagcoll, 1999). Le fluorophore A correspond a la MOD
plus hydrophobe que le fluorophore C. La fractioat@inique des MOD floresce dans des
gammes de longueurs d’onde plus basse. Les fluorephB et T ont été attribués a des
dérivés de la tyrosine et du tryptophane. Ces deynsont considérés comme étant des
marqueurs de I'activité biologique. Les bandes lderéscence sont notamment observées
dans les échantillons d’eaux usées et eutrophesuif &t coll, 2000).

La fluorescence est un outil trés intéressant paudier les MO terrestres, aquatiques,
naturelles ou anthropiques, du fait de sa sensil@li de sa nature non destructrice (Seetesi
coll, 1991).

1.2.6.2/ Le couplage : Pyrolyse/ chromatographiglesmse gazeuse/ détection de masse

Le couplage est utilisé depuis plusieurs annéegeenhimie organique et en science
des sols et plus réecemment pour I'étude des MOMuqBat, 1985 ; Saiz-jimenez, 1994 ;
Widrig et coll, 1996 ; Vancampenhout et coll, 2009). Cette taplmiqui est basée sur la
dégradation thermique des échantillons, engendsadrangements au niveau de certaines
liaisons moléculaires avec des fragments pouvatéréntacts (composés aromatiques). Les
composés sont alors séparés par chromatographiphase gazeuse puis détectés par
spectrométrie de masse.

En 1990, Bruchett coll ont attribué certains fragments de pyrolyse a ldepolyméres

comme le montre le Tableau 7.

33



CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 7 : Origines et fragments de pyrolyse car&gristiques des principaux

biopolymeres (Bruchetet coll, 1990 ; Leenheer et Croue, 2003 ; Demeusy, 2007)

Fragments de pyrolyse

Biopolymeres Origines s
poly 9 caractéristiques

Aquagénique : algues et

Polysaccharides (amidon, | bactéries Unites d'hexoses et de

pentoses : furfural, furanne,

cellulose) Pédogénique : résidus de & .
évoglucocénose
plantes
Pyridines, Pyrroles, indoles,
nitriles
Aquacéniaue © alaues et Tyrosine : phénol et p-crésol
Protéines quagenique - alg (méme quantité)

phytoplancton Phénylalanine :toluéne,

styréne, phénylacétonitrile
Tryptophane : indole

Parois cellulaires

Aminosucres L : Acétamides
bactériennes et fongiques
Plantes : lignine Composés phénoliques
Polyhydroxyaromatiques | Aquatique : algues, Lignine : méthoxyphénols, q-
diatomées, animaux phénol

Pédogénique : plantes

Tanins S
supérieures

Catéchols, m-phénols

Le tableau 7 montre que les fragments de pyrolgkedypes hexoses et pentoses sont
attribués aux polysaccharides pouvant proveniraligses, des bactéries ou des plantes. Les
composés aromatiques de types indoles, pyrroleg]ipgs seraient issus de protéines dont
l'origine est aquagénique. Les fragments d’acétamigbroviennent de la dégradation
d’aminosucres (parois bactériennes et fongiques3. héthoxyphénols et les o-phénols sont
des produits de pyrolyse issus de la lignine grésence de Catéchols et de m-phénols sont
attribués aux tanins (plantes supérieures). Aaoaht, les processus mis en jeu lors de la
pyrolyse restent inconnus. En raison de la comfdedés MO issus des eaux de surface, Il est
souvent difficile de bien interpréter les chromastmgmes. Cependant, certains auteurs
utilisent la pyrolyse CG-SM pour caractériser la Dl@réalablement extraite des eaux sur
résines XAD (Croué, 2001 ; Demeusy, 2007). De plasauteur (Croué, 2001) a montré que
les résultats de pyrolyse CG-SM étaient bien erordcavec les résultats déterminés par
RMN-C*,
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[.2.5.3/L’analyse par composante principale (ACP)

L’analyse par composante principale (ACP) est ueehriique de description
statistique utilisant les moindres carrés et cosahti a des représentations graphiques a partir
d’'un ensemble de données numériques. Les donnéegableau comprenant n individus a p
caractéres forment un nuage de points dans unegpacdimensions. La visualisation des
données dans un espace a 2 dimensions nécessjteojgtion des points sur un plan tout en
limitant la perte de I'information en maximisantdespersion des individus. Ce plan est défini
en 2 axes appelés composantes principales copstpar combinaison linéaire des variables
initiales. La premiere composante est déterminéetetle sorte a obtenir une variance
maximale de n individus étudiés. La deuxiéme coraptscorrespond a un axe orthogonal a
la premiére composante ayant la deuxiéeme plus gramdriance et ['information
complémentaire non expliquée par la premiere coanges

Il existe un certain nombre de composantes allarlagremiére a la®k°composante
avec des parts d’information expliquées par chaclelées devenant de plus en plus faibles.
Généralement, un nombre restreint de composantas52suffit a expliquer I'essentiel de
I'information contenu dans un tableau de donné&sCP est une méthode factorielle car elle
permet la réduction du nombre de variables pardasttuction de nouvelles variables
synthétiques obtenues par combinaisons des cagadtetiaux (Bouroche et Saporta, 1992 ;
cité par Demeusy, 2007).

Les composantes principales sont obtenues par rhigation de la matrice de
covariance afin d’avoir des données homogénes amenat en ordre de grandeur, ou par
diagonalisation de la matrice des corrélations ri@es. La covariance est un nombre
permettant d'évaluer le sens de variation de demables et de qualifier I'indépendance de
ces derniéres. Pour la construction de cette dernige étude préalable des données initiales
est nécessaire et consiste a déterminer des \egiabhtrées et réduites comprises entre 0 et 1
(Vcer) afin de s’affranchir des problémes liés aux dédfées unités. La formule mathématique

utilisée est la suivante :

— N0 TA] .
Ver=——— Equation 1

" jreprésente les valeurs de la variable jsa moyenne a¥, son écart type
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La diagonalisation de la matrice définit un enseard® valeurs propres (pourcentages
de variances expliquées), donnant la part d’inféionavisible sur chaque composante,
associées a des vecteurs propres, contenant |#xieoés a affecter aux variables initiales
qui permettent le calcul des composantes. Les septations graphiques sont de 2 types : le
diagramme de dispersion des variables et celuindiégdus dans le plan.

Le diagramme de dispersion des variables représanteatrice des corrélations entre les
variables initiales étudiées et les composantes.cberdonnées des variables situées dans le
plan principal correspondent aux coefficients deéation r avec chaque composante.

Le diagramme de dispersion des individus permetéerminer les ressemblances, traduites
graphiquement par une proximité dans le plan geadciou bien les différences traduites par
un éloignement des individus projetés, des compgesaronsidéerées sur un graphique en 2

dimensions.

L’ACP peut étre employée pour discriminer difféenteaux selon leurs niveaux
d’eutrophisation a partir d'une banque de donnesgparameétres physico-chimiques (ex :
COT, COD, oxydabilité aux KMng P, pH, conductivité) (Parinet coll, 2004). Cet outil
statistique peut également étre mis a profit pauactériser la MO a partir des sous-produits
de pyrolyse aprés fractionnement des eaux. En, éffiet d’'une étude, les fractions HPO et
TPH des eaux brutes et celles issues des filieresadement d’eaux potables (en aval) ont pu
étre discriminées. Les premiéres sont composeéssugeproduits aromatiques et les secondes
sont composés de sous-produits de polysaccharidfésedts : de cyclopentenones et de
butanones pour les HPO et de dérivés de FurannedgsoTPH (Demeusy, 2007).

Dans le paragraphe suivant, d’autres moyens d’'atialu de la qualité des eaux sont mis en
oeuvre en se basant sur les especes végétalentpgeser les berges d'un lac ou d'une
riviere, il s'agit des macrophytes, des bioindicatede la qualité des eaux (Hauety coll,
2005).

| .3/ LESMACROPHYTES : DESBIOINDICATEURS DE LA QUALITE DESEAUX

Des groupes caractéristigues de macrophytes sormuvés selon le niveau de
pollution des eaux et des sédiments (Bourneriag?2 18ournerias, 1979 ; Grasmuck, 1995).
En effet, des espéces comnyriophyllum alterniflorum Potamogeton polygonifolus,
Elatine hexandra, et Riccia fluitars®nt caractéristiqgues d’eaux oligotrophes ou mégbes.
Les marais oligotrophes sont plutot caractérisésupagroupement a Litorelle et thérophytes
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(groupement amphibie) tres dépendant des conditioéigorologiques et présents sur des
greves argilo-sableuses émergées en arriere-saigoautre groupement marque le caractére
oligotrophe et caractérisé par la présencé&plagnum auriculaturet Hypericum helodes
Ces especes sont observées lorsque les eaux sm@spaans oublier 'espe&eapania
undulata qui est aussi présente dans des eaux oligotrophdaiblement minéralisées
(Grasmick, 1995). Les groupements amphibies asgoddisma plantago-aquatica
Oenanthe aquaticat Rorippa amphibiasont présents dans les eaux calmes et les marais
eutrophes (Bournérias, 1972). Un autre groupemest vivaces especes amphibies
('Eleocharetum palustrigespecdeleocharis palustriy se retrouvera sur les rives inondables
a caractéres mésotrophes. D’autres especes sdmindemarqueurs de I'eutrophisation du
milieu commePhalaris arundinacegBournérias 1979) qui constituent I'espéce pria@pde

la Phalaridaie Certaines, sont aussi sensibles au pH du mitiauanature des sols. En effet,
Carex vesicariamontre une tendance un peu acidophile du milieGagex acutiformisest

présente dans les sols minéraux, alcalins ou pdasac

Des auteurs (Robadt coll, 1996 ; cité par Haurgt coll, 2006) ont également montré
que quelques espéces aquatiques étaient caragtésstiu niveau de concentrations eny;NH
et en PQ”. En effet, Potamogeton coloratugst caractéristique d’'un milieu oligotrophe
[NH, = 14 pg/L; [PQ*] = 7 pg/L) alors queP. nodosusest retrouvé dans un milieu
hypereutrophe (([NH4+] = 255 pg/L ; [RE] = 191 ug/L).

A ce jour, une étude (Pennimg coll, 2008) a été conduite a I'échelle européenne sur
1147 lacs dans 12 états différents afin de clatsermacrophytes selon le niveau de
I'eutrophisation en tenant compte de leur présesicéeur abondance. Les espéces sont
classées dans 3 catégories selon le niveau dédgishsi

» Les espéces sensibles qui se développent daractesligotrophes/mésotrophes et qui
disparaissent lorsque le milieu tend vers 'eutrsgion.
» Les especes tolérantes qui sont présentes et dewieabondantes au sein d’'un milieu
eutrophe. Ces especes sont rares voire inexistdanssles lacs oligotrophes.
» Les espéces présentes dans les lacs oligotropkas@phes.
Le tableau 8 met en évidence les macrophytes dessb résistants retrouvés dans les lacs
Européen. Ces macrophytes donnent alors des iiadisasur la classe trophique d’'une eau
(Penninget coll, 2008).
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Tableau 8 : Liste des macrophytes sensibles et trd@ts retrouvés au niveau des lacs

Européens (d’apres Penninget coll, 2008).

Les espéeces sensibles

Les especes tolérantes

Eleocharis acicularis

Calllitriche cophocarpa

Isoetes echinospora

Ceratophyllum demersum

I. lacustris

Elodea nuttalii

Littorella uniflora

Myriophyllum verticillatum

Lobelia dortmanna

Potamogeton crispus

Ranunculus reptans

P. obtusifolius

Subularia aquatica

P. pectinatus

Callitriche hamulata

P. pusillus

Myriophyllum alterniflorum

P. trichoides

M. sibiricum

Ranunculus circinatus

Potamogeton filiformis

Zannichellia palustris

P. polygonifolius

Nymphoides peltata

P. nitens

Sagittaria sagitiifolia et natans

P. Zizii

Hydrocharis morsus-ranae

Ranunculus confervoides

Lemna minor

R peltatus

Lemna triscula

Utricularia australis

Salvinia natans

U. intermedia

Spirodela polyrrhiza

U. minor

Stratiotes aloides

U. ochroleuca

Trapha natans

Nuphar lutea et pumila

Nitellopsis obtusa

Sparganium angustifolium

S. hyperboreum

Clara delicatula

C. rudis

C. strigosa

Tolypella canadensis

Plus récemment, des auteurs (Haetycoll, 2006) ont développé des méthodes
statistiques pour évaluer le niveau trophique @tiveau de pollution organique d’'une eau de
riviere en appliquant I'lndice Biologique Macroplgde pour les Riviéres (IBMR). Cet indice
est fondé sur 'examen des macrophytes applicabteparties continentales des cours d’eau
naturels.

Aussi, en présence de macrophytes et d’hélophigesiveau de certains polluants

contenus dans les eaux eutrophes comme |'azote @tdsphore peuvent étre éliminés avec
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de bons rendements (Picaed coll, 2005). Toutefois, les capacités épuratoires de& ce
organismes sont limitées. Elles sont dépendantesivckau de pollution auxquels ils sont

eXposes.

| .4/ L' EPURATION DESEAUX PAR LESMACROPHYTES

Actuellement, il existe deux techniques principaé&puration des eaux s'appliquant
aussi bien au traitement des eaux usées qu'adagron d'eau destinée a la consommation
humaine : les techniques physico-chimiques et F&an biologique dont certains systemes

utilisent les végétaux.

[.4.1/ Les procédés physico-chimiques

Des études a I'échelle laboratoire ont montré gedgams composés chimiques
(cendres de charbon) retenaient efficacement debrearm contaminants contenus dans les
eaux comme les cations, les anions et les commrgasiques dissous (Yat coll, 2007).
Des éléments comme le P dans les eaux peuvenélgti@és par des procédés chimiques
mettant en oeuvre les phénomeénes d’adsorption déqurécipitation. En effet, I'ajout dans
les eaux a décontaminer, de fines particules dev&timannite inactiveés ou activées par des
filtres magnétiques ou bien I'ajout d’hématite (Bss#tarpouret coll, 2006), ou encore I'ajout
de gypse (Varj@t coll, 2003 ; Mooret coll, 2006) permettent d’éliminer le P avec efficacité.
Les zéolites synthétisés a partir de cendres dédchacidifiées a 0,01 M d’acide sulfurique
(Zhanget coll, 2006b) sont également capables de réduire edficant et simultanément le P
et les ions ammonium dans des gammes de concentran P allant de 0,5 a 1000 mg/L.
D’autres procédés comme ['électrocoagulation sdilisés pour éliminer le P des eaux
destinées a la consommation humaine (Vasudewvaall, 2008).

Aussi, lesscoriesqui sont les déchets de I'élaboration du métalgels au fond d'un
marais présentent des intéréts importants danshifédtion du P contenu dans les eaux. C’est
pourquoi, la compréhension des différents mécarssmel’origine de la rétention du
phosphore par les scories représente un theme daiberche particulierement d’actualité
(Comeavet coll, 2006). La Figure 12 montre la complexité des mioaes mis en jeu par les

scories.
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Figure 12 : Schéma des principaux mécanismes réamtinels intervenant dans la
déphosphatation d’'un effluent par les scories d'aéries (Comeatet coll, 2006)

La Figure 12 décrit 'ensemble des réactions imyditf des phénomenes d’adsorption
et de précipitation qui sont principalement a Bome du traitement du phosphore. Ces
procédés tres efficaces pour éliminer le P peupsidenter des limites d’utilisation qui sont
liées a leur capacité a faire précipiter les caalbes Les parameétres qui influencent les
mécanismes réactionnels sont la nature et la gramaitie des scories. En effet, selon le type
de procédé de purification et de minerai de fegpdtge fourneau utilisé, nature des minerais),
la réactivité et I'efficacité des scories peut garle maniére importante. La granulométrie
intervient également notamment avec des scori@sadé& mm de diametre pouvant induire un
colmatage lié & une plus grande vitesse de relargagOH et en C&" qui est d’autant plus
rapide que la scorie est petite.

Les lits de scories sont généralement utiliségatement tertiaire. Ainsi, a la station
d’épuration de Waiuku (Shiltoet coll, 2006 ; cité par Comeau et coll, 2006), le baas#té
dimensionné pour permettre un temps de résiden@:jol@rs et contenant des scories d’'une
taille moyenne de 10-20 mm. Les résultats prélimesamontrent une efficacité de rétention
de 70 % environ de P pendant 5 année de fonctiommece qui correspond a une rétention

de 1,25 kg de P par tonnes de scories.

En raison des problemes de colmatage rencontréesboatt d’un mois de

fonctionnement malgré l'efficacité d’épuration \s¢is du phosphore (plus de 99 % de
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phosphore retenu), des procédés constitués deeptasiolonnes (4 séries noté A, B, C, D)
contenant les scories ont permis de limiter ce lprob. La colonne contenant un mélange
tertiaire (calcaire, gravier, scories) a pour betsaturer I'effluent en C#, et les colonnes
contenant un mélange secondaire (gravier, scos@s) misent en ceuvre pour réduire la
cimentation des scories entre elles. Les scorigdudegrande granulométrie (5 & 10 mm) ont
été testées pour réduire les probléemes de ré&ctvitre elles et de colmatage. Avec ces
procédés, lorsqu’un flux massique d’entrée esthEate 40 mg P.joursdans chaque série de
colonnes, les flux de sortie ne sont jamais supgsi@ 2,5 mg P.jours L'efficacité de
rétention est toujours supérieure a 85 %.

D’autres études en laboratoire ont montré que lerdg concentration en scories est
de 7,5 g/L, avec un temps de contact de 2h, ureurvde pH équivalente a 6,5, le phosphore
est éliminé a plus de 99 % (Latcoll, 2006).

1.4.2/ Les procédés biologiques

Les procédés biologiques (stations d’épuration} $emplus souvent utilisés pour le
traitement secondaire des eaux résiduaires urbagbhemdustrielles pour éliminer des
composés carbonés solubles (glucides, lipidesimed) pour lesquels la voie physico-
chimique est souvent peu efficace, onéreuse otucitiffa mettre en ceuvre. Différents
procédés d’épuration biologique sont utilisés etivpat étre classés en fonction des
conditions d’aération et selon si les micro-orgar@s sont fixés ou pas. Ainsi, on distingue :

- Les procédés aérobies a boues activées (cultbres)iou a cultures fixées.

- Les procédeés anaérobies a cultures libres ou @reslfixées.

1.4.2.1/ Mécanismes de I'épuration biologique

L’épuration par les procédés biologiques des coégposganiques peut se réaliser suivant
2 mécanismes (Carlson et Silverstein, 1998) :

- Par sorption de la MON au sein du biofilm.

- Par biodégradation
Ces auteurs ont montré que pour des moléculesesedér faibles poids moléculaires (< 500
unité masse atomique (uma)), la sorption est nueélgar rapport a des tailles de molécules
dépassant 10000 uma). Le phénoméne de sorptiomass marqué avec des molécules
chargées négativement. Cela est certainement kér@uulsions électrostatiques entre ces

molécules et le biofilm (Carlson et Silverstein9&®
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Il existe également des procédés biologiques platurels ayant montré leurs

efficacités comme le lagunage.

1.4.2.2/ Le lagunage

Le lagunage est un procédé naturel d’épuratiomsgégtace a un équilibre biologique,
auquel participent les bactéries, le zooplancten, dlgues et aussi certains végétaux sont
utilisés notamment les roseaux (Pietrasanta et @gnd994 ; Morelet coll 1994). Ce
procédé consiste a 'aménagement de plusieursnsasai série (le plus souvent 3 bassins).
Dans le bassin de téte, les matieres en suspedsidieau brute décantent. Ensuite, les
bactéries assimilent la pollution dissoute, etylgene nécessaire a cette dépollution est fourni
par les algues (photosynthese). Le zooplanctonocome les algues pour maintenir un
equilibre. Cependant, de nombreuses algues peseemiultiplier et engendrer une pollution
secondaire (Steinmaret coll, 2002). Les phragmites sont parfois utilisés gdwer 'eau en
sortie avant le rejet dans le milieu naturel. Lguleage naturel peut étre utilisé en traitement
complet des effluents d’eaux usées ou en traiteneetidire pour affiner la qualité de l'eau
traitée par une boue activée. Ces procédés sontcpéteux et efficaces en termes

d’épuration.

1.4.2.3/ Le lagunage associé a un filtre planténderophytes

Les filtres plantés de roseaux peuvent étre usilispetite échelle pour épurer les eaux
usées (assainissement collectif). En 2002, Steinnearcoll. ont développé un procédé de
traitement des eaux usées associant une lagune ststeme de filtre sur lit de gravier et

planté d’hélophytes comme il est décrit sur lafeggsuivante.
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Sortie des eaux traitées

—
[ [ (]
Barrage en lit de gravier Phragmites Typha Phalaris =
planté de macrophytes
lagune

110 m

Entrée des eaux
Chargées en nutriments /'

—

30m

Figure 13 : Schéma des procédés d’épuration assatiaine lagune a un filtre de végétaux
(Steinmann et coll, 2002)

La Figure 13 montre une lagune associée a un Igrdeier planté de végétauRh{ragmites
australis, Typha latifolia/augustifolia et Phalarssundinacey Ces macrophytes sont connus
pour étre résistant a de fortes concentrations wtemrents et aux fluctuations physico-
chimiques. Ce procédé permet de réduire les coratemts en azote de 51,1 % en moyenne et
en phosphore de 39,6 % en moyenne avec une chatigieia I'entrée de la lagune de 16,1
mg/L d’azote et de 2,12 mg/L de phosphore. En ardarfiltre (lagune), la concentration en
azote est de 9,9 mg/L, et a la sortie du filtrenfdade macrophytes la concentration est de 7,9
mg/L. Le phosphore est également retenu par lanlagooncentration en phosphore total :
1,52 mg/L) et par le filtre (1,28 mg/L). Ce procquErmet également de réduire le COD dont
la concentration varie en moyenne de 85 mg/L (ahargientrée de la lagune) a 77 mg/L en
amont du filtre jusqu’a atteindre une concentratilen53 mg/L a la sortie du filtre soit un
abattement de 38 % en moyenne avec un réle majenivaau du filtre. Le filtre a permis de

réduire le taux de chlorophylle de 37,6 % en moyenne sur 3 années d’études. Le
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compartiment contenamthalaris arundinacae permis de réduire le taux de chlorophylle a
de 34,8 %, celui contenafiypha latifoliade 36,5 % et celui contenadhragmites australis
de 41,6 %. Ce procédé couplant le lagunage etline & macrophytes adapté pour retenir
efficacement les algues (Steinmeincoll, 2002) et retient aussi efficacement le phosphore,
I'azote, le COD. Le flux moyen entrant est de 58Jjours™.

1.4.2.4/ Les marais artificiels

Les plantes aquatiques sont également utilisées l@anmarais artificiels. Dans ces
derniers procédés, le phosphore est enlevé parcombinaison de processus physiques,
chimiques et biologiques, telles la sédimentatitan, précipitation, I'adsorption sur les
matériaux de remplissage, I'adsorption par lestpR®t les transformations microbiennes.
L’assimilation du phosphore par les plantes estpa entre 5 et 15 % environ. En outre,
I'enlevement par les macrophytes n’est permaneatdguns la mesure ou ils font I'objet d’une
récolte annuelle (Comeat coll, 2006).

Exemple de fonctionnement d’'un marais artificiel

Les marais sont dimensionnés (Figure 14) sur urse loke dégradation de 11 ¢
DBO5.m%jours® et d'une charge hydraulique limite correspondatee2,3 m.jours®. La
charge hydrauligue a été imposée pour permettrmdéleur établissement possible des
plantes Typha sp sans limiter 'apport en eau et en nutriments marais sont aérés grace a
deux tuyaux paralleles perforés (avec un espacedeerdt0 m) ont été déposés prés de la
tranchée d’alimentation dans le sens de la longpeur aérer les marais (débit d’air de 10
m3/h) et minimiser le colmatage par formation dwfiln.

Regard de contrdle de niveau et d'évacuation

Gravier (5 2 10 mm)

il Conduite d'alimentation

Figure 14 : Photographie et représentation schémafue de l'installation d’'un marais artificiel
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Les marais artificiels ne permettent pas de retdairphosphore de maniére
satisfaisante a long terme. C’est pourquoi dansiosrcas, afin d’'améliorer le traitement, les
marais artificiel ont été associés a des scoriasiélies.

De nombreux travaux ont mis en évidence que legomiganismes assoCiés aux
macrophytes pouvaient épurer les eaux naturellasséas (Korner et Vermaat, 1998, Picard
et coll, 2005, Bourgues et Hart, 2007, Thorén, 2007). fiet,des bactéries et les algues sont
capables de se fixer sur les végétaux pour forraerbibfilms soit au niveau racinaire ou soit

en zone immergée. Ces derniers sont des biofilnph@mues.

| .5/ LESBIOFILMS

1.5.1/ Définition

Un biofilm est généralement défini comme une communauté deoonganismes
adhérant a une surface, et marquée par la sécrétime matrice de polysaccacharides
adhésive et protectrice. Cette organisation camstle mode de croissance préféré des

bactéries (Costerton et coll, 1994 : cité par Hierr).

[.5.2/ Composition

1.5.2.1/ Composition biologique

Les biofilms présents dans les environnements amest sont composés d'un
consortium tres complexe de microorganismes (Keel99). Le « monde vivant »
constituant un biofilm est majoritairement repréégpar les bactéries, les champignons, les
algues, les diatomées, et les protozoaires. Lefln$o sont retrouvés sur de nombreux
supports dans le milieu naturel comme les pietexfifm épilithique), dans les profondeurs

(benthique), le sable (épipsammique), les végétapiphytique).

[.5.2.1.1/ Les bactéries

Les bactéries représentent une biomasse cellttagerariable au sein du biofilm. Elle
peut étre comprise entre 20 % et 90 % par rappartO totale de I'ensemble de la structure
du biofilm (Nielsenret coll,1997). La composition élémentaire d'une bactéstede I'ordre de

50 % de carbone, 30 % d’oxygene, 7 % d’hydrogenE0e¥% pour I'azote (Shimizat coll,
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1978 ; cité par Hiernaux, 2005). Les bactériesgmtes dans les eaux naturelles et au sein des
biofilms sont trés variées. En effet, de nombrearrgs bactériens sont retrouvées dans les
biofilms commePseudomonas, Klebsiella, Micrococcus, Bacillus,ofenas, Rhodococcus,
Serratia(Rusznyalet coll, 2008).

1.5.2.1.2/ Les algues

Les algues sont des étres vivants capables de qymbb@se dont le cycle de vie se
s'effectue généralement en milieu aquatique. Eltasstituent une part trées importante de la
biodiversité, et une des bases des réseaux trashides milieux aquatiques d'eaux douces,
saumatres et marines. Dans les milieux naturelsdsence d’algues au sein des biofilms est
tres fréquente d’autant plus que ces dernieresgmeyprédominer au sein du biofilm. En effet,
les apports anthropiques (agriculture, eaux usémsnes) enrichissent les eaux naturelles en
nutriments favorisant le développement de ces @sgees photosynthétiques (Sabatecoll,
2000 ; Sabatest coll, 2003).

1.5.3.1.3/ Les algues a parois de silicium : |legainées

Les diatomées (ou bacillariophycées) sont des ralgoes unicellulaires appartenant
a I'embranchement des chromophytes (algues brumesactérisées particulierement de
frustules siliceuses (Germain, 1981) et des chlastps contenant de la fuxoxanthine qui
masque la chlorophylle contribuant ainsi la couleume. Elles différent entre elles par leurs
tailles et leurs morphologies (allongées, circelg)ir Les biofilms formés par les diatomées
sont tres communs dans les environnements aquatidues communautés de diatomées
colonisent les substrats aprés la formation d'uradrioe de MO et de bactéries. Dans un
premier temps, les petites diatomé&odconeis placentujaadhérent aux substrats. Des
especes erigées sont aussi rattachées aux sul§Syaedra sp.pour former la couche de
base du biofilm. D’autres espéces moins adhésigedéseloppent au sein du biofilm par
I'intermédiaire de sécrétions mucilagineus€grfibella sp., Gomphonema.spCes espéces
constituent les premieres formes a recouvrir legodiées adhérentes. Enfin, des especes
filamenteuses Aulacoseira sp.,Melosira variany viennent coloniser le substrat, une
troisiéme strate est alors mise en place dangtaafiion du biofilm (Mdller, 1999 ; Hoagland
et coll, 1993 : cité par Gold, 2002).

Les diatomées sont de bons indicateurs de quagédux : acidité, salinité, niveau et
nature des pollutions organiques. Un indice biajagidiatomée (IBD) existe pour évaluer la

qualité des eaux (Prygiet coll, 1996) et s’appuie sur des inventaires diatomi@oeslis sur
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I'ensemble des réseaux de surveillance de la guaéis eaux francaises entre 1975 et 1994
soit 1332 inventaires. Cela apporte des informatmomplémentaires parfois plus fiables que

les analyses chimiques qui sont trop instantanées.

1.5.3.1.4/ Composition biologique des eaux progtedes eaux eutrophes
Suivant la qualité de l'eau, les communautés remt@sit le phytoplancton sont
différentes. En effet, le tableau 9 montre cermiegpeces qu'il est possible de retrouver dans

les eaux de bonnes qualités et enrichies en MO.

Tableau 9 : Comparaison des espéces phytoplanctgoes présentes dans les eaux

« propres » et les eaux enrichies en MO.

Espéces retrouvées dans les eaux
bonnes qualités

de Especes retrouvées dans les eaux
organiquement enrichies

Cyan

obactéries

Agmenellum quadriduplicatum glauca t
Calothrix parietina

Coccochoris stagnina

Entoplysalis lemaniae

Microcoleus subtorolosi

Phormidium inundatu

Agmenellum quadriduplicatum tenuissima
Anabaena constric

Anacystis montar

Artospira jennel

Lyngbya digue

Oscillatoria sp

Phormidium autumna

Phormidium uncinatu

Algues vertes

Ankistrodesmus falcatus, var. acicul:
Bulbochaete rrabilis

Chaetopheltis megalocystis
Cladophora glomerata

Draparnaldia plumos

Euastrum oblogu

Gloecoccus schroeteri

Micrasteria truncata

Chlorella pyrenoidosa
Chorella vulgaris
Chlorococcum numicola
Scenedesmus quadricola
Spirogyra communis
Stichococcus bacillaris
Stigeoclonuim tenue
Tetraedron muticum

Diatomées

Amphora ovali

Cocconeis placentula
Cyclotella badanica
Cymbella cesati

Meridion circulare

Navicula esiua var. capitata
Navicula gracili

Nitzschia lineari

Pinnularia nobili¢

Pinnularia subcapitat
Surirella spendida

Synedra acus var. angustissima

Gomphonema parvulum
hantzschia amphioxys

Melosira varian:

Navicula cryptocephal

Nitzschia aciculari

Nitzschia pale

Surirella ovata

Fla

ellates

Chromulina rosanoffi

Carteria multifilis

Chroomonas nordstetii

Chlamydomonas reinhardi
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Chroomonas setoniensis
Chrysococcus major
Chrysococcus ovalis
Chrysococcus rufescens
Dinobryon stipitatur
Euglena ehrenber¢
Euglena spirogyr
Mallomonas cauda
Phacotus lenticulari
Phacus longicauc
Rhodomonas lacust

Chloroginium euchlorum

Cryptoglena pigra
Euglena agili:
Euglena dest
Euglena gracili
Euglena oxyuri
Euglena polymorpt
Euglena viridi
Lepocinclis text
Pandorina morur
Phacus pyrui

(suite et fin du Tableau n°p
[.5.2.2/ Composition minérale

Plusieurs auteurs s’accordent a penser que la tigmoen minéraux des eaux jouent
un réle important dans le développement et la stracdu biofilm (Chenret coll, 1996 ;
Hiernaux, 2005). En effet, de nombreux élémentsnithies sont retrouvés au sein des
biofilms comme le fer, le manganése, le siliciums karbonates (Browat coll, 1999 ;
Hiernaux, 2005 ; Miyat&t coll, 2007). Des éléments comme le zinc, I'aluminiuencdbalt,
I'arsenic, le nickel et bien d’autres y sont égatatrretrouvés. Le calcium, le magnésium, le
sodium, le chlore sont également incorporés danbitdilms.

1.5.2.2.1/ Le fer

Le fer est tres abondant dans les eaux naturdliefiieence de maniere importante les
caractéristiques physico-chimiques des milieux aiques. Le fer peut étre retrouvé sous
forme d’oxydes, d’hydroxydes ou d’oxy-hydroxyde®us les oxydes de fer possedent du fer
(1) et des atomes d’oxygéne et/ou des groupem@htsnais vont avoir des structures et des
compositions différentes (Cornell et Schwertmanf96). En effet, dans la nature, de
nombreuses formes du fer ont été repertoriés comangoethite ¢-FeO(OH)), I'hématite
(Fe0s3), la magnétite (F®,), la schwertmannite (kgD16(OH)y(S04)z, nHO), la
|épidocrocite y-FeO(OH)), la ferrihydrite (R#1Og, 4H,0), la maghémite ytFe,03), les
rouilles vertes et les hydroxydes ferreux.
Dans le systéme racinaire des végétaux, le ferapgiement oxydé en présence d’oxygene
formant ainsi un dépo6t sur les racines (Davidsorsextd, 1983). Ce dépbt a été mis en
évidence sur plusieurs hélophytes comPRleragmites australis, Typha latifolia, Juncus
bulbosus En 2001, Hansedt coll ont alors montré que sur les racines de I'espdwdaris

arundinacea les formes du fer prédominantes sont la ferritgd63 %), la goethite (32 %)
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et la sidérite (5 %). De plus, les oxydes de fedrhtés et les bactéries influencent la
disponibilité et la mobilité des métaux dans lazosphére des plantes aquatiques (Hagisel
coll, 2001). Certaines bactéries présentes au seinafitmbdoivent jouer un réle dans la

formation du dépd6t de fer sur les racines (Wetssoll, 2005).

[.5.2.2.2/ Le manganeése

Cet élément est le second métal de transitionus @bondant de la crolte terrestre. I
peut présenter différents états d’oxydation damsileeu naturel (11, 111, 1V).
A des pH proches de 7, le manganése contenu densdst majoritairement sous forme?¥n
et est incorporé au sein du biofilm puis oxydé IparbactériesR. putida L. discophora ou
les champignons (ascomycetes) en Miiyata et coll, 2007). Néanmoins, en 2005, Webb
et coll ont montré que I'oxydation du Mn (ll) par les spoeBacillus pouvait passer d’'un
degré d'oxydation IV via un degré d’oxydation imtediaire Mn (lll). Les processus
d’oxydation du Mn jouent un rdle important dandifténation de certains métaux contenus
dans les eaux naturelles. En effet, le zinc (ll)asenic (V) s’adsorbent tres bien sur les
oxydes de Mn (Taret coll, 2004 ; Miyateet coll, 2007). Cependant, il existe des intéractions
avec les oxydes de Mn pouvant limiter I'adsorptoba certains métaux comme I'As (V)
notamment par la présence de Ni (II), Co (ll) etate (Il). En 2005, Murrayet coll ont
montré l'importance du processus biologique de &iom des oxydes de Mn dans
I'oxydation du Cr (lll) en Cr (IV) mobile. Ce prossus pourrait permettre de capter le Cr
présent sur des sites pollués (Miyatecoll, 2007). En résumé, une meilleure compréhension
des processus biologiques d’oxydation du Mn (llJle$ intéractions des oxydes de Mn (IV)
avec les métaux et les métalloides est nécessaies processus se revelent potentiellement

intéressants pour dépolluer des eaux contaminéeepa&omposes toxiques.

1.5.2.2.3/ Les carbonates

Ces minéraux sont parmi les plus réactifs danmisux aquatiques. Il en existe sous
différentes formes comme les carbonates de cal¢CatCQ), de magnésium (MgC{D de
manganese (MnC4{ de zinc (ZnC@), de fer (FeCg). Les deux principaux qui peuvent étre
formés par les microorganismes sont la calcitéaeadonite (Banfield et Hamers, 1997) de
structure CaCe D’autres composés carbonatés sont présents emealix naturelles comme
la dolomite (CaMg(Cg),) et la sidérite (FeCg). Des composés comme la rhodochrosite
(MnCGQ3), I'hydrozincite (Z(C0Os)2(OH)g), la sidérite peuvent étre retrouves a la surthese
racines dé>halaris arundinacegHanselet coll, 2004).
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1.5.2.2.4/ Le silicium (hors silicates)

La forme la plus répandue est le quartz alpha.3i@ silice colloidale est une autre
forme de quartz qui est souvent retrouvé dans lésux aquatiques. En présence d’eau, la
surface de ce composé s’hydroxyle pour former nitajogment des groupes silanols (SiOH).
Ces derniers s’ionisent ce qui génere des protortgéant une charge de surface dépendante

du pH mais pouvant étre écrantée par les substangasiques recouvrant le minéral.

1.5.2.2.5/ Les silicates

Les silicates constituent 97 % de la crolte temeddes minéraux silicatés les plus
importants en abondance et en interactions avemiksux environnant dans les systemes
aquatiques sont les minéraux argileux et la sikageeffet, I'altération mécanique et chimique
des roches conduit a la formation de minéraux eugilqui sont des éléments importants des
sols. Lors d’épisodes pluvieux, un transfert duvaok les eaux est possible ce qui influence

fortement la composition des eaux de surface.

1.5.2.3/ Formation du biofilm

1.5.2.3.1/ Les différentes étapes
Le biofilm se constitue en plusieurs étapes : uapedd’adhésion ou d’induction, de
croissance, et de stabilisation. La Figure 15 neofdr croissance du biofilm au cours du

temps.

Niveau
d’interférence *

induction  lcroissance | plateau  €MPS

Figure 15 : Courbe schématisant la croissance d’'upiofilm au cours du temps

- La premiere étape esadhésion ou l'inductionde micro-organismes mobiles a une surface,

principalement par des liaisons chimiques non @ak ou faibles. Ces liaisons entre la
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cellule (protéines) et la surface d'attachement dertype van der Waals, électrostatique, ou
encore acide-base de Lewis. A ce stade, I'adhésibdite réversible.

L'adhésion irréversible est considérée comme um |ermanent entre supports et
microorganismes qui est souvent associée a la ptiodude polyméres extracellulaires par
les cellules adhérentes impossible a éliminer papls ringage (eau). L'adhésion des
premiers microorganismes contribue a augmenteralgaaté d'ancrage d'autres micro-
organismes en accroissant et en modifiant les asfd'ancrage. De plus, certaines especes
sont incapables d’adhérer directement a un sugppendant, elles peuvent se fixer lorsqu’un
biofilm est déja constitué. De nombreux auteurssfteia, 1987 ; Escher et Characklis, 1990)
ont montré qu’avant I'adhésion des microorganisnaeda surface d'un support, des
macromolécules (protéines, polysaccharides, adidesques) et des molécules plus petites
comme les acides gras et les lipides sont les presa adhérer formant ainsi une couche de

conditionnement.

- La seconde étape correspond dhase de croissanceu les micro-organismes devisent,
pour former dans un premier temps des microcolonfespartir d'une concentration
suffisamment dense d'individus, les microcoloné&sétent des biopolyméres formant ainsi le

biofilm. Ce dernier se développe puis s'épaissifjjta devenir macroscopique.

- L’étapede stabilisation (plateau) correspond a la troisieme étape de fitmmau biofilm.
Durant cette étape, certains stress ou carencesuiévieillissement du biofilm, les micro-
organismes peuvent activement se détacher durbipfilur retrouver un état "planctonique”.
De nouvelles surfaces peuvent alors étre colonidéss microorganismes présents dans le
biofilm utilisent parfois les exudats constituamat iinatrice extracellulaire comme source

d'énergie.
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La Figure 16 schématise les différentes étapea fterhation d’un biofilm.

- Protéines

- Composés organiques (azotés,
glucides) :@
- Sels /Q /

<0y

1/ Adsorption

de molécules
Secondes - minutes

2/ Immobilisation

Temps

Production d’exopolymeéres

3/ Consolisation 4/ Colonisation

Jours - mois Temps

Figure 16 : Schéma représentant les étapes de démlement d'un biofilm (Web 7)

La formation d'un biofilm débute par des phénomeéd&xisorption de molécules
organiques (glucides, protéines, composés azotésjnorganiques (sels) formant une
premiére couche jusqu'a la colonisatigia I'immobilisation et la consolidation. Durant
I'étape d’'immobilisation les bactéries vont se fisar cette couche préalablement formée et
synthétiser des exopolymeres (consolidation). Edftape de colonisation du biofilm
s'effectue sur plusieurs jours avant d’atteindreétat de stabilisation du biofilm. Cependant,
le biofilm peut continuer a se développer et a filmdsa morphologie pour s’adapter a la

composition de I'eau au cours du temps.

1.5.3.2.2/ Les substances polyméres extracelld4ESS)

Les EPS sont considérés comme étant des composésties de la matrice,
responsable de l'intégrité de la structure tridisiennelle des biofiims. Les EPS sont
essentiellement constitués de polysaccharidesgacitbniques, sucres aminés), de protéines,
de glycoprotéines, d’acides nucléiques, de (pho$ipiaes et de substances humiques dont la
composition peut varier selon l'origine du biofilfleaux usées, eau de surface). Les EPS
constituants la matrice organique des biofilms jdudes rdles déterminants pendant le
développement de ces agrégats microbiens. De nos#wdonctions sont attribuées a ces

exudats notamment le role de barriere de protecfiésistance aux antibiotiques), de
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rétention d’eau, d'activités enzymatiques, de sompd’ions, de stabilité mécanique des
biofilms (Flemminget coll, 2007).

1.5.3.2.3/ Liaisons intermoléculaires non covalsreestabilités des biofilms

Les liaisons intermoléculaires non covalentes dounént a la stabilité mécanique des
biofilms (Mayeret coll, 1999). Les principales liaisons retrouvées an des EPS sont citées
ci-dessous (Flemmingt coll, 1998 ; cité par Hiernaux, 2005) :

- Les interactions électrostatiques répulsives dagr@ésidus ioniques. Ces interactions
sont attendues entre les groupements fonctionrelshdrges similaires comme les
fonctions carboxyles des protéines et des polysaitids.

- Les interactions électrostatiques qui ont lieueentolécules chargées (dipdles induits
ou permanents).

- Les forces attractives en présence de cationsetitsa{ C&"). Ces derniers se fixent
aux charges négatives (groupements carboxyliques)EPS et peuvent assurer la
liaison entre deux groupements chargés négativeemefarmant des ponts.

- Les liaisons hydrogéne se forment majoritairemeriteeles atomes d’hydrogene des
groupements hydroxyle et les atomes d’oxygeneataté les plus électronégatifs des
polysaccharides et des protéines. Ces liaisonsgigm aussi aux molécules d’eau de
se lier au EPS intervenant dans la protection eoftdr dessication (Roberson et
Firestone, 1992 ; cité par hiernaux).

- Les interactions de London sont des interactiomne atipbles induits.

[.5.3/ Les outils analytiques de caractérisationseas biofilms

1.5.3.1/ Les supports a biofilms

Il est bien connu que les biofilms peuvent se ctuestsur différents types de supports
inertes (verres, plastiques, pierres, sables, stgppoétalligues) ou vivants (végétaux,
animaux). Ces supports peuvent étre utilisés p@ude et/ou I'élaboration de biofilms
comme les supports en verre (Hiernaux, 2005 ; Frésll, 2006), en polypropyléne (JObjen
et coll, 2004), les supports végétaux (De Nardi, 2007gr@aet coll, 2007 ; Bourgues et
Hart, 2007).

1.5.3.2/ Les outils analytiques

[.5.3.2.1/ La Microscopie électronique et la micralyse X
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A ce jour de nombreux outils analytiques sont appés pour analyser les surfaces.
En effet, le MEB et le MET sont de trés bons outitair étudier la surface d’'un support sur
lequel un biofilm s’est développé (Flemmiegcoll, 2000 ; Hiernaux, 2005 ; Miyatt coll,
2007). La microanalyse X a pour objectif de mettneévidence tous les éléments chimiques
sur une surface donnée. Cet outil analytique peaunssi de réaliser des cartographies par
élément (Hansedt coll, 2001 ; Hiernaux, 2005) afin de localiser la réiian de ces derniers

sur une surface.

1.5.3.2.2/ Méthodes de Dénombrements de microosgaes

Actuellement, il existe de nombreuses méthodesémmbrements des bactéries et
des algues. Parmi elles, le nombre de bactéries §tezi évalué par comptage direct en
microscopie optique a l'aide de cellules de ThoMayler et coll, 2002), bien que la méthode
Soit peu précise, elle est tres facile a mettrecauvre et nécessite peu de moyen. Le
dénombrement de bactéries cultivables sur miliegudeire approprié est une méthode tres
utilisé en microbiologie (Gauthier et coll, 198Bes méthodes plus précises sont aussi mises
en oeuvre comme le DAPI qui permet de dénombrepdpulation totale de bactéries
(Rebillard et Torre, 1993), la technique du Bachtigermettant de différencier le nombre de
bactéries viables des bactéries perméabilisée®rOhll et coll, 2008) a l'aide de sondes
moléculaires induisant des fluorescences caratitres observables au microscope a
I'épifluorescence. Les denombrements peuvent &aéises par la recherche d’'une activité
enzymatique notamment l'activité estérase uilisamhéthode du ChemChrome V6 (Alleron
et coll, 2008) sans oublier la cytométrie de flux permet de quantifier le phytoplancton et
les bactéries qui sont des méthodes précises maig différencie pas les cellules vivantes

des cellules mortes (Legendre et coll, 2001).

Pour quantifier les algues, la mesure de la comatohn en chlorophylle a@st un
parametre qui est trés utilisés (Gauthier et c@®86; Parinet et coll, 2004). Le
dénombrement d'algues ou de diatomées peut Eétextédf par comptage direct par
microscopie optique entre lame et lamelle ou parascopie inversée (Gauthier et coll,
1986).

[.5.3.2.3/ Les outils de mesures d’épaisseurs afdrhi
Les capteurs a biofilm constitués de platine our dligure 1.8) sont des outils
analytiques qui permettent de suivre la formati@s dviofilms élaborés a partir d’eaux

naturelles, par des mesures électrochimiques. @edteode met en ceuvre la loi de Levich
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(Forét, 2006 ; Gamby et coll, 2009). Lors de résemivaux, un modele basé sur la
conservation de masse, la diffusion et la convagbiermet de prédire les différents facteurs
influencant I'hétérogenéité des biofiims (Rahman cell, 2009). D’autres techniques
d’analyses sont mises en ceuvre comme la microscopi®cale qui permet de visualiser la
structure tridimensionnelle d’'un biofilm et la qtification des différents composants en
milieu hydraté (Lawrencest coll, 2001 ; Hiernaux, 2005 ; Roldan et Hernandez-Marin
2009).

1.5.3.2.4/ Les biologs GN2

Les biologs GN2 permettent d’étudier le profil niEtbque des communautés
microbiennes présentent dans les eaux naturellegealau sein de biofilms. lls se présentent
sous forme de microplagues composées de 96 puntsramt chacun une source carbonée et
un sel de tétrazolium. Ce dernier est un indicatguidevient coloré (rose violet) lorsqu’il se
réduit. Sa réduction met en évidence [l'utilisatida la source carbonée car le sel de
tétrazolium est réduit par les coenzymes (NADH;) Hssus de la respiration des
microorganismes (Benizri et Amiaud, 2005 ; Ruszrgiagoll, 2007).

1.5.3.2.5/ Les bioréacteurs a biofilms

Plusieurs types de réacteurs a biofilms ont étéldppés dans le secteur des procédés
appligués a lI'environnement et sont utilisés indek¢ment pour le traitement des eaux
destinées a la consommation humaine (traitemenfiale ammoniacal, des nitrates, des
pesticides), pour le traitement des eaux de pracé@tiéffluents urbains et industriels et pour
la décontamination des aquiferes. Ces bioprocéaléstibnnent en condition aérobie et/ou
anaérobie. Il existe des systemes dans lesquél®mfim est statique car il adhere sur une
surface fixe (lit bactérien, biofiltre) et des ®ysies dans lesquels le biofilm circule car il
adhére sur un support mobile (lit mobile, fluidiséacteur a circulation interne). Il existe
également des systemes hybrides dont une partgofilm est fixé sur support et une autre
partie est mobile (Paul et Queinnec, 2008).

Les réacteurs a biofilms peuvent étre utiliséssdariraitement des métaux lourds. En
effet, des études ont été conduites en batch@el@e biofilms deArthrobacter viscosusur
des granules de carbone dans le but d’éliminehtence dans I'eau avec une efficacité de
99,9 % en 30 jours pour des concentrations ingiald0 mg. ! et de 72 % durant la méme
période pour des concentrations initiales de 100LthgQuintelaset coll, 2009). Des
bioréacteurs en anaérobie avec recirculation dmdmse ont montré également une bonne

efficacité dans le traitement des sulfates et diD@0Ontenus dans des eaux usées dont les
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concentrations sont respectivement de 2,73' gt de 3,15 g.I. L'efficacité maximale
observée dans ces conditions est de 80,9 g COpurs® et de 41,8 g S& L™ jours
(Kosinka et Miskiewicz, 2009).

Les bioréacteurs sont des outils trés utilisés mudier les biofilms. En effet, De
nombreux auteurs ont étudié le détachement desilnofsous l'effet d'un stress
hydrodynamique (Rittman, 1982 ; Peyton, 1996 ; Reamy et Zhang, 2005). En 2007,
Ochoaet coll, ont étudié I'érosion des biofilms développés ses dlaques de polypropyléene
dans des conditions aérobies. En 2005, Hiernauxudiéela structuration des biofilms

élaborés a partir d’eaux de surface au sein d’arébtteur a billes de verre.

| .6/ LESMACROPHYTESET LESBIOFILMS

1.6.1/ Efficacité des macrophytes et des biofilmsashs I'élimination des nutriments

De nombreuses études ont montré [lefficacité dessbaiation végétaux-
microorganismes pour €éliminer la matiére organigoltenue dans les eaux usées. En effet,
en 2004, Ouellet-plamondaet coll ont montré quéhalaris arundinacegouvait éliminer
jusqu’a 95 % du COD et la DBO en hiver (COD initidl5 g de COD/m2/jours et 3g de
DBO5/m2/jours). Selon les auteurs, et parmi lesesuespeces étudiées ddttiragmites
australis, Typha angustifoliale faux roseau s’avere étre le plus efficace ererhpour
éliminer le COD et la DBO. De plus, une aératiatifieielle améliore I'élimination du COD
aussi bien en été et qu’en hiver (Ouellet-Plamoretoroll, 2006). Dans le cas ou la charge
initiale est de 54@ 140 mg/L, le COD est éliminé a plus de 90 % etsdas conditions ou
les concentrations en MES sont de 2660 mg/L, en N kjeldahl de 163, etde 5t 1 en P
total. Le flux est de 30 L.thjours® avec un temps de rétention approximativement &gl
jours.

L’espécePhalaris arundinaceaest un macrophyte efficace pour [I'épuration du P
(Kao et coll, 2003) et des phosphates (Picataoll, 2005). Ces derniers ont montré que dans
leurs conditions expérimentales, les phosphates ébminés jusqu’'a 93 % en période
estivale (juillet) et jusqu’a 63 % en période hivae (février). D’autres auteurs ont également
montré que l'activité et la densité microbienneiedte importantes au niveau des racines
(Gagnonet coll, 2007), ce qui doit contribuer a I'élimination dagtriments contenus dans le

milieu.
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Les Saules (Salispp sont aussi tres efficaces pour épurer un milieuilsasont
capables d’éliminer 46,8 % du P sous form®d{en période estivale avec des charges
initiales proche de 10 mg/L (Perttu et Kowalik, TR9Les saules sont également capables
d’épurer les sédiments (Vervaege coll, 2003)et se maintiennent méme dans des milieux

enrichis en nutriments comme les eaux usées (Eufovwatson, 2003).

D’autres macrophytes comme les lentilles d’daen{na gibba L, Lemna minoy sont
connues pour étre de bonnes épuratrices d’'unea®ian nutriments. En effdtemna gibba
recouvrant a 100 % la surface d’'un systeme élintiden120 a 590 mg N /m2/jour soit 73 a
97 % de l'azote initialement présent et de 14 amig P.n.jour® soit de 63 & 99 % du
phosphore total. L'expérimentation a duré 3 jourss lentilles d’eau sont directement
responsables de 30-47 % de la perte totale d’aentecaptant les ions ammonium et
probablement aussi dépendant de la concentratitilénen phosphore et allant jusqu'a 52 %
de perte totale en phosphore. La contribution eué des lentilles d’eau dans I'élimination
des nutriments est considérable et inclut 'adsompdes ions ammonium et destho
phosphates par les algues et les bactéries formaan biofilm et aussi I'élimination de
I'azote par les bactéries liés aux lentilles d’eBnsemble, les pertes azotées sont de 35 a
46% et les pertes en phosphore de 31 a 71%. Appatixiement, Korner et Vermaat (1998)
ont estimé que les % des pertes (azote et phog@uwreliees a la présence des lentilles d’eau
et seulement % sont liées a la présence de bactdrialgues fixées sur les supports (murs,
sédiments). D’autres processus comme la volatdisadu NH;, la fixation de I'azote et les
nutriments consommeés (nitrification/dénitrificatjopar les microorganismes en suspension
sont négligeables dans ce systeme mais pourragndeimportants avec la profondeur de la
nappe d'eau et 'augmentation du temps de réter(ti@nner et Vermaat, 1998). D’autres
especes commieemna minokliminent également le Phosphore (ortho phosphdteseffet,
sur une période de 8 jours, la concentration ersgiete passe de 15 mg/L a 0,5 mg/L sur
une eau usée (Obek et Hasar, 2002). De plus, esitsce peut éliminer rapidement le phénol
lorsque la densité de biomasse se situe dans une@ale 0,7 & 1,4 kgmiOueslatiet coll,

1999). D autres auteurs ont aussi montré gamna minoglimine prés de 88 % du COD et
38 % d ortho phosphates avec des charges initiales réspecte 4000 mg.ijours® et de
73 mg.n.jours* et d un temps de rétention de 3 jours (Uysal et Zer@@4p

L’espéceluncus effususst capable d’accumuler le P. En effet, Sétecoll (2003) ont

montré que les feuilles peuvent contenir jusqu'aZ 3@.ha-1 de 5. De plus, 69 % de P
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reste dans les tiges aprés 5 mois de décompoéitamet coll,2003).

Le macrophyteElodae canadensiglimine des composés facilement biodégradables
comme l'urée (Thorén, 2007). En effet, I'activitésdmicroorganismes présents sur les parties
immergées (épiphytique) de I'espeeldae canadensipermet d’éliminer jusqu’a 0,1 a 0,2
mmol d'urée (N) rif.jours’. Cependant, les microorganismes présents surelées de
Typha latifoliaéliminent seulement de 0,001 & 0,03 mmol d'urdeniR.jours®. Les exudats
de T. latifolia doivent inhiber la croissance des algues et detébes expliquant les

différences entre les deux espéces vegetales ésudiboren, 2007).

Ces études ont montré que des différences au nidesicapacités épuratoires sont
observées selon les plantes utilisées. Ces résslhat confirmés par d’autres études (Picard
et coll, 2005). En effetCarex lacustriss’est avéré moins efficace dans I'élimination datP
de l'azote par rapport a dautres especes etuda@sme Scirpus validus Phalaris
arundinacea, Typha latifoliaCela est certainement di a une quantité moingritapte de
biomasse dans le sol ou bien a la difféerence dphotwgie des racines par rapport aux autres
macrophytes. En effet, Gagnat coll (2007) ont montré que la densité et l'activité
microbienne étaient plus importantes en présencPhdgaris arundinaceague deTypha
angustifolia et Phragmites australmr conséquent, la morphologie des racines, spéeitie
chaque espéces végétales semblent étre un fastpartant influencant l'interaction entre la
plante et les microorganismes. Cependant, I'associale plusieurs plantes améliore leurs
capacités a éliminer les nutriments (P et azote)eftet, les populations bactériennes sont
souvent plus variées en présence de végétatiomiaudes zones humides par conséquent,
cela pourrait étre di a la diversité de « microtabi» dans la structure du sol créée par la
croissance du systeme racinaire difféerents selsnplantes. Ces dernieres peuvent aussi
constituer des réserves de carbone pour les mgaommes, de ce fait, les macrophytes

ameéliorent leurs chances de survie (Piardoll, 2005).

Ces auteurs ont mis en évidence que la tempér@ueait un role important sur
I'élimination des nutriments au sein d'une zone hlemvégétalisée. En général, la
consommation des nutriments est plus importantardua période estivale jusqu’au début de
'automne (de juin a octobre) et moins importaré@gant la période hivernale (de novembre
a mars). La consommation des nutriments est agsavic la croissance des plantes et avec
'augmentation de la température. Il y a moins @eiations saisonniéres concernant le
phosphore par rapport a I'azote car les sédimeapigent le phosphore indépendamment du

processus de dégradation biologique. Des auteursnontré que les macrophytes associés
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aux microorganismes étaient responsables de 90WWoeBrde I'azote éliminé. Le processus
microbiologique joue un rbéle majeur dans I'élimipat des nutriments et les plantes
interviennent en suppléments dans le processusnii@ltion de ces derniers (Picagtl coll,
2005 ; Bourguest coll, 2007).

1.6.2/ Comparaison entre biofilm épiphytique, sédirent et colonne d’eau

Des études récentes montrent que les capacitéat@jpes entre les sédiments et
I'épiphyton (tige de végétaux) sont comparablesavids de la dénitrification par conséquent
le biofilm épiphytique jouerait un réle significitians I'épuration du milieu naturel vis-a-vis
de I'azote (Bourges et Hart, 2007).

Les sédiments permettent d’éliminer 100 fois plusék (12 - 22 mmol d’'urée (N) m
2jours?) par rapport aux élodées. Néanmoins, une grandiacsude contact pourrait
améliorer I'efficacité de I'espéde. canadensisEn effet, avec ses 23-33 mie surface, dans
le cadre de I'étude, ce macrophyte pourrait poéiatnent éliminer 2 a 7 mmol d’'urée (N) m
2 jours® (Thorén, 2007). Enfin, dans la colonne d’eau, iteftité de dégradation de I'urée

n'est pas significative.

En 2002, Hagluncet coll ont mis en évidence la part de bactéries actime des
sédiments, les biofilms épiphytiques et la colodieau. Les bactéries actives sont détectées
par leur systeme de transport d’électrons capableéduire le sel de tétrazolium CTC (5-
cyano-2,3-ditolyltetrazolium chloride). Les fraai® actives du nombre total de bactéries
détectées par microscopie a fluorescence ansédiments sont de 46 + 10 ¥sur I'année),
sur les macrophytes R circinatug), de 37 = 18 %et dans la colonne d’'eau, de 4 + 4 %
L’abondance de cellules réduisant le CTC est agerévec la quantité totale de bactéries, et
la fraction de bactéries réduisant le CTC augmanee la quantité de bactéries totale dans
tous les habitats. Par conséquent, les différedans les fractions de bactéries actives entre
les habitats pourraient étre attribuées aux diffi@® densités de bactéries avec une plus large

proportion de bactéries actives lorsque les conagoms bactériennes sont plus élevées.

1.6.3/ Effet de la végétation sur I'élimination desactéries en suspension
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Certains auteurs (Karathanasis, 2003) ont étudiéeftets de la végétatiomypha
latifolia, Festuca arundinacedesur les bactéries fécales, sur la DBO, et lesamet en
suspension. Aucune différence significative n'a étiservée entre les végétaux eétudiés.
L’élimination des bactéries fécales est supérieu®@ % (moyenne annuelle). Cependant, les
systémes plantés de végétaux sont plus efficacesdape la période estivale contrairement
aux systemes dépourvus de végétation qui ont mameémeilleure efficacité I'hiver. Les
systéemes contenant les macrophytes réduisent isggivement la DBO (>75 %) et les
matieres en suspension (>88 %) par rapport aurrsgst non vegetalisés (respectivement 63
et 46 % sur une année (Karathanasis, 2003)). Ledtaés obtenus par l'association de
plusieurs plantes améliorent les performances épea du milieu. Cependant, des
différences notables sont observées selon lesgslanilisées. En effet, les Fétuques épurent

moins efficacement que les Typhas par rapport 8 gesametres étudiés.

1.6.4/ L’épuration par l'utilisation de supports a biofilm

Certains auteurs (Jobget coll, 2004) ont montré qu’il était possible d’éliminier
phosphore contenu dans un lac a caractere eutrgudre,immersion de supports en
polypropyléne sur lesquels se développe un biofiprés 4 mois d'immersion, les supports
colonisés ont retenu environ 100 ma/te phosphore total.

A travers cette « synthése bibliographique », éliét des macrophytes et des biofilms
semble suffisamment « se dessiner » pour envisigealyser comment les macrophytes et
les biofilms épiphytiques associés pourraient étmployés afin d’améliorer la qualité d’'une
eau de surface anthropisée (lac de Ribou) pandes ele P et de MO.

Le chapitre qui suit décrit les méthodes et ledoutilisés durant ces travaux.
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1.1/ LE LAC DE RIBOU ET SON BASSIN VERSANT

Le Bassin Versant du Ribou (Figure 17) se situ&st Ide la ville de Cholet dans le
Maine-et-Loire et s'étale sur 137 knia Figure 17 montre la localisation géographidas

différentes stations qui ont été étudiées au cdeirses travaux.

NORD

qézon_ _,.. Station P
Station 2
‘Toutlemonde
SUD e
Maziéres-en-Mauges ’ o @ StationT
® . Station ASTEP
Yzernay
®
®
La Moing
— 200 m

Figure 17: présentation du Bassin versant du Ribou
(Station ZB :longitude 00° 50’2770, latitude 47°02’00”N Station TR :longitude 00° 49’050, latitude
47°02'25"N ; Station AV :longitude 00° 49’190, latitude 47°01°21"N Station ASTEP :longitude 00°
46'36"0, latitude 47°02'52"N ; Station T :longitude 00° 45’030, latitude 47°03'14"N Station P:
longitude 00° 42'44”0, latitude 47°04'19”N Station F : longitude 00° 46’430, latitude 47°03'27’N)

De nombreux élevages sont présents sur le basssanteavec 190 exploitations
agricoles (220 agriculteurs) sur 9690 ha de SAUféSa Agricole Utile). La production
dominante est I'élevage bovin accompagné d'un ausi@lrs élevages « hors-sol ». Tous
effectifs confondus, la charge animale est de terde 1,5 UGB/ha (Unité Gros bétail /
hectare) sur tout le bassin versant. En 2003 plartiéon des élevages est la suivante :
-17200 bovins
- 4300 ovins
- 32200 porcins
- 1000000 de volailles
- 23000 lapins
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Selon la directive nitrate, le bassin est classéome vulnérable a cause de la quantité
d’effluents produits. 53 % de la SAU est labouréarpfaire du mais fourrager. Les prairies
occupent 47 % des surfaces. Les activités agrig@asrent le plus de pollution (65 % de la
MO (250 T/an), 75 % de l'azote et 61 % du phosphore
Le barrage du Ribou a été construit en 1957, auEStidie Cholet sur le cours deNwine
(riviere) afin de répondre aux besoins en eau de la commau@hdlet. Comme le montre la
Figure 18 qui met en évidence le bilan annuel mal@napports en eaux, la capacité du lac
du Ribou est d&,2 Millions de métres cubes pour une superfici@dda etune profondeur
maximale avoisinan? m (milieu du lac) La prise d’eau située dans la retenue alimente
I'usine d’eau potable. Au milieu des années 7@rdéssance des besoins en eau a nécessité la
construction en 1979 d’'un deuxieme barrage, a lignde celui de Ribou. Le Verdon a une
capacité del4,6 Mm® pour une surface d220 ha.Ce deuxiéme plan d’eau sert de réserve
pour remplir la retenue du Ribou, durant la péripliess séche (mai a octobre de chaque

annee).

Trézon 10,8 Mm 3

(Novembre —Mai) Evaporation 1Mm 3

Evaporation 0,5 Mm 3

RIEEY Verdon
3,2 Mm3 11.2 Mm3 14,6 Mm3
60 jours (ét6) Convention (novembre —avril)
Mai- Novembre

Usine 6 Mm 3 Moine Aval

2003 29,8 Mm3 Moine
12,8 Mm3

Figure 18 : Bilan annuel moyen des apports en eaC@yne et Bélier, 1994)

Les apports annuels en eau s'effectuent par larévilu Trézon (10,8 Mird’eau) et par le
verdon (11,2 Mm d’eau) avec une pluviométrie moyenne annue#e753,7 mm Selon les
années20 & 40 Mn? d’eau transitent par le lac de Ribou.

Actuellement, la capacité de traitement au nivealiubine est d4500 m/h destinés
a16500abonnés, so0200habitants situés sur les communes de Cholet,daollle, Saint
Christophe du bois et le Puy- Saint bonnet. Lesmeis distribués sont del Millions de n?
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par an dont2,3 millions aux particuliers el Millions aux industriels et le reste aux
communes5,6 millions de ni doivent étre prélevés dofis % dans la retenue du Ribou%t

% grace au champ captant de Rucette (Sud de Cloole)oseé d’'une dizaine de puits d’'une
profondeur comprise entre 20 et 60 metres. Lesmvetud’eau issus de ces deux zones sont
distribués 8,5 % de la population du département. Elles sont alorsidérées comme des
zones majeures gu'il faut préserver (Aquascop, 2004

I1.2/ INVENTAIRES FLORISTIQUES PAR LA METHODE DES QUADRATS

Le taux de recouvrement des especes est évaludiradgaquadrats pris au hasard en
milieu homogéne afin de valider la méthode. Ceuxdoivent étre représentatif des
communautés végétales présentes sur le site. bewienent de la végétation est déterminé
par la projection verticale des organes aérienaquatiques sur le sol et est fonction de la

surface considérée.

16
" . N
9
©
3
(=]
@
>
1)
3 8
D 1/
Rm 2 .|
o 61/
© |
o 44{¢
Ke]
“« 16 fn § 2
< 0
1248 1B £ 64
Dimension duquedra (M2)
a/ b/

Figure 19 : a/ Détermination de I'aire minimale b/Courbe représentant le nombre d’espéces
végétales en fonction de la dimension du quadrat

La Figure 19 montre la méthode de déterminatiotadirface minimale requise pour
réaliser les inventaires floristiques (méthode Br8lanquet). Pour connaitre cette surface, il
est nécessaire d'effectuer une succession de dsasiiadoublant a chaque fois la surface
(Figure 19a) et compter le nombre de nouvellesespprésentes dans le nouveau quadrat. La
courbe de I'évolution du nombre d'especes invergsren fonction de la superficie (Figure
19b) permet de déterminer la surface minimale guibbtenue au plateau de la courbe tracée
(Figure 19b) Le nombre d'espéces augmente fortemendébut puis atteint un plateau

signifiant que toutes ces dernieres ont été répée® (Figure 18Db, trait noir).
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Le taux de recouvrement de chaque espéce estér@afiartir de la surface minimale
déterminée qui est de 25’ mans notre étude (Figure 19b, trait rouge). Afincdrtographier
le taux de recouvrement selon les especes, undm®deuleur est alors attribué en fonction du
recouvrement de la végétation (Tableau 10). Le estriattribué a une absence de relevés, le
blanc a une absence de végétation, le jaune aunrdearecouvrement de I'espéce inférieur a

5 % et ainsi de suite.

Tableau 10 : Code couleur en fonction du recouvrenme des végétaux
+: présence ; | : recouvrement (N< 5% ; I1:5% <r <25%; lll: 25% <r <50% ;
IV:50% <r <75% ;V :75% <r.

Recouvrement (1) Couleur agsociee ‘ Recouvrement (1) ‘Cmﬂeur asgociée
Pag de relevé I:5% <1=215%
Absence de vegetation OI: 25% < 1= 50%

+ : prégence IV :50% < 1= 75%

I:r= 5% V750, <t

1.3/ OQUTILSD' ANALYSESDE SURFACE : MEB ET EDX POUR L’'ETUDE DES
BIOFILMS

[1.3.1/ Préparation des échantillons

Dans un premier temps, il est nécessaire de prépaeesolution de glutaraldéhyde

avant de se rendre sur le terrain pour le prélemnenhes échantillons a observer.

La solution de glutaraldéhyde a un rdle fixatedr,permet de conserver les
échantillons dans le milieu d’origine. A partir d@i solution de glutaraldéhyde a 25 %, 50 ml
de solution de glutaraldéhyde a 4% est préparé dedeau du Lac de Ribou préalablement
filtrée a l'aide de filtres millipores (0,4&m). L'utilisation de ces filtres permet d’éliminks
particules en suspension et les bactéries présdatesl’eau, ce qui empéche les biais dans
les échantillons observés par microscopie éleajteia balayage (MEB). Ensuite, les
échantillons sont prélevés sur le terrain. lls gorent d’'un tissu végétal directement en
contact avec I'eau du lac (feuilles, tiges). Rapidat, le tissu prélevé est immergé dans la
solution de glutaraldéhyde fraichement préparéas(dme boite de Pétri). Puis, ce tissu est
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coupé a l'aide d’'une lame de rasoir de maniérecir ame coupure nette et de fagon a ne pas
« écraser » ou déformer les échantillons qui daié&e observés au MEB. 3 a 5 échantillons
avec du biofilm mesurant quelques millimetres, semtuite rapidement transférés dans un
tube plastique contenant la solution de glutargtdéh(fixer les structures cellulaires). Les

tubes sont ensuite placés dans une cloche a vikdéssé 2 heures (sous vide). Cela permet
d’enlever l'air restant au contact de I'’échantillé®et échantillon est alors retiré et mis en

suspension dans l'eau du lac préalablement filkkéee stade de la préparation, ils peuvent

étre conservés 15 jours au réfrigérateur a 4 °C.

Les échantillons vont ensuite subir une succes$ommaitements pour permettre leurs
observations au MEB :

- A partir d'une solution de tétroxyde d'osmium (QsD4%), une solution a 2% est
préparée. Cette derniere est composée de 50%dlielaigc de Ribou et 50% Os@ 4%.
L'échantillon est immergé dans cette solution a Reotétroxyde d’osmium permet de
rendre I'échantillon plus conducteur.

- Apres avoir enlevé le tétroxyde d'osmium, puis lavéc de I'eau déminéralisée (3 x 10
min.), I'échantillon est ensuite déshydraté avex soiution d'éthanol 50% (20 min.), puis
a 70% (20 min.), 90% (20 min.) et a 100% (4 x 20.ni

L'échantillon est traité avec du HMDS (Hexaméthsildsane, [(Ch)sSioNH)]. Ce
traitement va permettre le maintien des structoedlslaires grace a la silice. Le traitement est
effectué en 3 étapes : - dans le tube : > 50% étlerb0% HMDS, pendant 15 minutes

> 25% éthanol et 75% HMDS, pendant 15 minutes

- dans une coupell®0% HMDS, une nuit

Le traitement a 'HMDS correspond a I'étape de mestion. Aprés le passage de
I’échantillon dans le HMDS, il est laissé une rautempérature ambiante.
Et enfin, I'étape de métallisation au carbone pehd20s permet de le rendre

conducteur afin de préparer I'étape d’observation.
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[1.3.2/ Observation des biofilms épiphytiques au MB
L’échantillon peut maintenant étre observé au MEBec une faible énergie de
faisceau (FESEM) inférieure ou égale a 3 keV aéimd pas détériorer sa surface. Ce sont les

électrons secondaires qui sont analysés pour peentet observations d’un échantillon.

11.3.3/ MEB — Analyses chimiques des biofilms par NMeroanalyse EDX

Un faisceau de 20 keV est envoyeé sur I'échantilcanalyser. Les électrons présents
dans le cceur de la matiere sont €jectés. La désganide 'atome ainsi ionisé se fait par une
transition d’'un électron vers les orbitales ayardafablement perdu leurs électrons. Ce
processus libére un photon X caractéristique daseits chimiques considérés. Ces photons
sont alors analysés. Par cette méthode, une émrdegsiantitative entre chaque élément
contenu dans les biofilms peut étre effectuée amme la réalisation de cartographie
permettant d’étudier la répartition de chaque élrmkimique (Hiernaux, 2005).

A chaque campagne, 3 a 5 échantillons (végétagpaosts bambous, plastiques) sont
prélevés sur chaque site et séchés a I'air pouremen évidence les proportions entre tous les
éléments chimiques du biofilm. Pour la cartograpbée €lément, 1 a 2 échantillons sont
traités au glutaraldéhyde a 4 % puis laissés sumgspendant 2h avant de subir uniquement

une étape de déshydratation a I'éthanol.

|1.4/ DENOMBREMENTSD' ALGUES, DE DIATOMEESET DE CYANOBACTERIES

La Figure 20 décrit le protocole de dénombremeuntphd/toplancton dans I'eau et au sein du
biofilm. Lors de chagque dénombrement, nous disengs les algues des diatomées car les
conditions de croissance entre ces deux taxonsddétentes bien que les diatomées soient

des algues.
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Biofilm Eau

Support | Filtration 100 ml sur
(macroph)'/tes', 10cm membrane d'acétate de
bambou séché, cellulose 0,45 pm a l'aide

plastiques) d’un appareil a filtration

PRt it !

ﬂ Etape de concentration

Racler la surface de la
membrane avec une lame
de rasoir puis la mettre

dans un tube a essai avec 3
ml d’eau distillée et
vortexer

/
EEE

Figure 20: Dénombrements des algues et cyanobac&sien suspension et au sein du biofilm

\Y

Comptage entre 100 et 200 espéces

 Dansleau:

- Etape de concentration un volume de 100 mL d'eau est filtré sur membrane
d’acétate de cellulose de diamétre 0,45 pum plagéusu module de filtration.
L’aspiration est effectuée a l'aide d’'une pompeideyla population algale et les
cyanobactéries contenues dans l'eau étudiée sasitréicupérées. La membrane est
mise dans un tube a essai contenant 3 mL d’eailesééant d’agiter I'ensemble a
I'aide d’un vortex.

- Dénombrement une goutte du concentrat est déposé entre lataenetle pour étre
observé au microscope optique (grossissement 1800jmmersion). Sur 100
individus comptés, des proportions sont alors #é&abéntre diatomées, algues et
cyanobactéries. L'opération est répétée deux fois.

* Au sein du biofilm :

- Etape de décrochage du biofilm le biofilm est récupéré «en frottant »
méticuleusement a l'aide d'une lame de rasoir Istéria surface du support
(macrophytes, bambous, plastiques) sur 10 cm. afdrbiest mis en suspension dans
5 ml d’eau stérile puis un traitement par les shres pendant 5 min & 47 kHz est
préconisé dans le but de dissocier les amas \ssébleeil nu.

- Dénombrement comme décrit précédemment

« Bambous

Des bambous de diamétre 8L mm de taille moyenne de 30 cm sont installézare

immergée au niveau des stations ZB, AV, TR, ASTEP. e
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Tous les 15 1 jours, un bambou est prélevé afin de caractéésbiofilm (dénombrement
phytoplancton, observation MEB, microanalyse EDXgs autres supports sont laissés dans
'eau afin d’obtenir un temps de contact plus lof@@ette approche permet de suivre
I’évolution du biofilm au cours du temps en consiid que la colonisation sur tous les
bambous est similaire pour un milieu donné et ¢ératique de la composition de I'eau.

* Supports plastiques

Des supports plastiqgues de diamétre®©0, ¥ mm de taille moyenne de 30 cm sont installés

uniquement au niveau de la station ZB en méme teumedes bambous (14 Avril 2007).

1.5/ ETUDE DESBIOFILMSELABORESEN LABORATOIRE

[1.5.1/ Schéma de montage du bioréacteur a billesedverres

La Figure 21 représente le montage mis en ceuvre @aborer des biofiims en
laboratoire a partir d’eaux naturelles (environL8@eau sont passés dans le bioréacteur). Les
eaux sont prélevées in situ et stockées dans wamelni froide a 4°C.

Débitmetre

Réservoir
de récupération
Réacteur 2 qupe (.je
recirculation
Electrodes
Réservoir
d’alimentation
LJ L |
Réacteur 1

Pompe
d’alimentation

Piece chaude : 30 C

Figure 21 : Schéma du bioréacteur a biofilm sur bies de

Le montage est composé :
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- D’un réacteur 1 de 360 cm3 (longueur : 51 cmmaitie : 3 cm) munie d’électrodes pour
effectuer les mesures d’épaisseurs au cours dustemp

- D’un réacteur 2 de 227 cm3 (hauteur : 25 cm, éiaen: 3,4 cm) contenant 1100 billes
(diamétre : 5 mm) de verres soit une surface dec@63ce qui fait un volume total de billes
de 72 cm, dans lequel se constitue le biofilm. Le débitliciantation est de 280 cth et le
temps de séjour hydraulique qui est de 2,3 h goores au volume du réacteur divisé par le
deébit. La température de I'eau est proche de Ipéeature de lI'incubateur qui est maintenue
entre 28 et 30 °C.

- D’'une pompe permettant le prélevement de I'eaueaitation

- D’'une pompe assurant une recirculation de la méme au sein du montage (débit de
recirculation : 11 L/min).

- D’un débitmétre situé a la sortie du deuxiemet&@ar permettant de mesurer le débit de
recirculation.

- Les réservoirs situés a I'extérieur de I'enceicltese sont exposés a température ambiante
(18-20°C). Un réservoir contient 'eau d’alimentettidu réacteur et I'autre réservoir permet
de recuelllir 'eau de sortie. Les prélevementsad’'sont effectuées sur I'eau d’alimentation
ou d’entrée (1), 'eau accumulée dans le résedmisortie « récupération » (2) et directement
a la sortie du réacteur (3).

[1.5.2/ Protocole de décrochage des biofilms

Le biofilm préalablement constitué sur des billesvérre est mis en suspension dans
un bécher contenant 200 mL d’eau ultrapure. L'efderast traité par les ultrasons réglés a
60 W pendant 3 min pour les analyses biologiquedads) et 2 fois 3 min pour toutes les
analyses chimiques avec 1 temps de repos de 5nimgn 2 phases de traitements afin d’éviter
un échauffement important de la suspension. Poullélgombrement algal, la durée de
traitement est de 1 min pour éviter de détérioesr différentes espéces présentes dans le
biofilm.

[1.5.3/ Suivis des paramétres physico-chimiques
Les tableaux 11 et 12 montrent respectivementrialy/ses physico-chimiques réalisées dans
les eaux d’alimentations, de sorties et de réctipéis puis dans les biofilms, avec les outils

mis en ceuvre pour effectuer toutes ces analyses.
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Tableau 11 : Analyses physico-chimiques effectuédans I'eau d’alimentation et de

récupération (les eaux brutes sont décantées)

Echantillons Qutils analytiques N@rmes
pH Eaux brutes IWVTW Multi 340i
Conductivité (uS/cm) Eaux brutes IWVTW Multi 340i
Turbidité (NTU) Eaux brutes HACH Ratio Turbidimeter NF T 90-033
COT (mg/L) Eaux brutes BHIMADZU TOC-Vcsh NIF T 90-102
COD (mg/L) Eaux filtrées FHIMADZU TOC-Vcsh NF T 90-103

Azote total (mg/L)

Eaux brutes

BHIMADZU TOC TNM-1-Vcsh

Azote dissous (mg/L)

Eaux filtrées

EHIMADZU TOC TNM-1-Vcsh

Calcium mg/L

Eaux brutes

CP-OES Perkin EImer Optima 4300DV

Magnésium (mg/L)

Eaux brutes

CP-OES Perkin ElImer Optima 4300DV

Fer (ug/L)

Eaux brutes

CP-OES Perkin ElImer Optima 4300DV

Manganése (ug/L)

Eaux brutes

CP-OES Perkin EImer Optima 4300DV

Aluminium (ug/L)

Eaux brutes

CP-OES Perkin EImer Optima 4300DV

Potassium (mg/L)

Eaux brutes

CP-OES Perkin Elmer Optima 4300DV

Sodium (mg/L)

Eaux brutes

CP-OES Perkin ElImer Optima 4300DV

Silicium (mg/L)

Eaux brutes

CP-OES Perkin EImer Optima 4300DV

Phosphore (ug/L)

Eaux brutes

CP-OES Perkin EImer Optima 4300DV

Fluorophores A, C, T, B

Eaux filtrées

Fluorimétre Fluorimax-2

Eaux filtrées : Eaux filtrées sur filtre 0,22 pnfi@de d’'une seringue en verre

Tableau 12 : Analyses physico-chimiques effectuégsur I'étude du biofilm (mis en

suspension dans 'EUP.

Biofilms (200ml) Qutils analytiques Ngrmes
COT (mg/L) Suspensions bHIMADZU TOC-Vcsh NF T 90-102
COD (mg/L) Suspensions filtrées JHIMADZU TOC-Vcsh NF T 90-103
Azote total (mg/L) Suspensions bHIMADZU TOC TNM-1-Vcsh
Azote dissous (mg/L) Suspensions filtrées JHIMADZU TOC TNM-1-Vcsh
Calcium mg/L Suspensions minéralisation |JP-OES Perkin Elmer Opti  ma 4300DV
Magnésium (mg/L) Suspensions minéralisation  IJP-OES Perkin Elmer Opti ~ ma 4300DV
Fer (ug/L) Suspensions minéralisation IJP-OES Perkin Elmer Opti  ma 4300DV
Manganése (ug/L) Suspensions minéralisation IJP-OES Perkin Elmer Opti  ma 4300DV
Aluminium (ug/L) Suspensions minéralisation IQP-OES Perkin Elmer Opti  ma 4300DV
Potassium (mg/L) Suspensions minéralisation IP-OES Perkin Elmer Opti ~ ma 4300DV
Sodium (mg/L) Suspensions minéralisation IJP-OES Perkin Elmer Opti ~ ma 4300DV
Silicium (mg/L) Suspensions minéralisation  IJP-OES Perkin Elmer Opti  ma 4300DV
Phosphore (ug/L) Suspensions minéralisation IJP-OES Perkin Elmer Opti ~ ma 4300DV
Fluorophores Suspensions brutes Fluorimétre Fluorimax-2

Suspensions filtrées : Suspensions filtrées dwe fil,22 um a I'aide d’'une seringue en verre

[1.5.4/ Détermination des épaisseurs de biofilms pales mesures électrochimiques (Forét

et coll, 2006)

Les capteurs de platine ayant un diameétre de 2 mBiram sont immergés dans I'eau
naturelle qui circule dans le bioréacteur (Figuig. Zous les 2 a 3 jours, ces derniers sont
prélevés afin de suivre la formation des biofilmar pnesures électrochimiques. Cette
technique repose sur des mesures d’intensitésnetida d’'une vitesse de rotation (variant de

300 a 800 rpm) de I'électrode tournante sur laguedt fixée le capteur a biofilm. Le courant
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limite de diffusion sur une électrode tournante @éshné par I'équation 2 selon la loi de
Levich.

iL=062xnxFxSx D23 xp/® /%XQ“ZXC OUiL =K xQ? Equation 2

solution

n: Nombre de Faraday (96500 C/maB; Surface de I'électrode @ D : coefficient de
diffusion de la solution (ffs), v : viscosité cinématique (fom?s), @ : Vitesse de rotation

(tr/min), Csowtion: CONcentration de I'espéce active (maniL : Courant de Levich (A).

En présence d'une couche poreuse, le courant démjnavec biofilm) en faisant
intervenir un coefficient de diffusiorDf ) lié a cette couche. Le coefficient de diffusién
travers la couche poreuse (biofilm) est considdemtique au coefficient de diffusion dans
I'électrolyte car le biofilm contient plus de 95 &eau par conséquerd, ~ Df (Forét et coll,
2006).

La Figure 22 montre les intensités en fonctionaleilesse de rotation avec biofilm et sans

biofilm au niveau des capteurs.

1,0E-03
< 8,0E-04
g 60804~ +iL sans biofilm
% 4,0E-04 m i (avec biofilm)
£ 2,0E-04 -

0,0E+00

0 2 4 6 8 10

Racine de la vitesse de Rotation

Figure 22: Intensités en fonction de la vitesse dotation

L'intensité i mesuré en présence de biofilm dépend de I'épaisseua couche de
diffusion sans biofilmyL sur laquelle s’ajoute une couche de diffusion awe@ilm (Jf). Le
courant diffusionnel au niveau du biofilm est niitqui est inversement proportionnel a son

épaisseur (Equation 3).

_nxFxSxDf xC
&

if solution Eq uation 3
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| = NXFXSXDXCopyin Equation 4
a

A l'aide des équations 4 et 5, il est possible é®mniner le courant mesuré en présence de
biofilm (Equation 5).

1

j=—— ~ Equation 5
(if * +iL™)

of . Epaisseur de la couche poreusdntensité de courant mesurée.

Il existe une relation entre I'épaisseur du biofilh l'intensité du courant donnée par
I'équation 7. En effectuant une mesure d’intenaitgartir d’'un capteur sans biofilm (iL) et
une mesure d’intensité a partir de ce méme capigulequel le biofilm s’est développé (i),
I'équation 7 permet de déterminer une épaisseuremuy de biofilm pour un temps donné
(couche poreuse).

d =nxFxSxDxC_ x(i™*-iL™) Equation 6

L’ensemble est relié a un module CTV 101 qui astaumtation de I'électrode. Par la suite,
une série de mesures d’intensités est réaliséférafites vitesses de rotation allant de 300 a
800 rpm et a un potentiel fixé a -0,05 V qui copasd au palier de diffusion de I'électrolyte.
Ce dernier est constitué d’'une solution de potasgserrocyanide (ll) trihydraté a 0,01 M et
d’'une solution de potassium hexacyanoferrate @I),01 M contenant 1M de KCI (Forét,
2006).

NB : Pour effectuer chaque mesure, les capteurs rés@dr niveau du bioréacteur sont

placés dans un bécher contenant de I'eau natugelleest utilisée pour I'élaboration du

biofilm afin d’éviter le dessechement de ce dernier
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La Figure 23 représente le montage utilisé powrcéiier les mesures électrochimiques

Potentiostat

Q @
W R\ CE

A‘_L\L"\\_,

0000000000 O
0000000000 O Electrolyte

/'

Biofilm

W : Electrode de travail (platine)
R : Electrode de référence
CE : Contre électrode de platine

o)

Figure e rotation

Le montage réalisé ci-dessus comprend 3 électrodes

- Une électrode de travail en platine (capteur ailligf

- Une électrode de référence (calomel saturé),

- Une contre électrode de platine.
Toutes ces électrodes sont reliées a un poterntiostanecté a un PC d’acquisition des
données. La détermination des épaisseurs a padinesures d’intensités, est effectuée en
appliguant la loi de Levich qui met en relatiomiénsité mesurée, la vitesse de rotation et

I'épaisseur du biofilm.

[1.5.5/ Dosage du COT, COD, Azote total et dissous

L’analyseur de carbone utilisés est un Shimadzu -MOCSH et met en ceuvre un
procédé d’oxydation catalytique et thermique. Lanpgérature du four est de 680°C et le
catalyseur est a la base de platine (laine denplatiprégnée sur laine de Quartz). La solution
est préalablement acidifiée (acide nitrique) antdnsformer la carbone minéral en dioxyde
de carbone. Aprés barbotage pendant 10 min lgeg30Ochassé puis le carbone organique est
oxydé en CQ@ Le gaz vecteur contenant les produits de comtiugiasse a travers un piege a

halogéene. Le Cg@est alors quantifié a I'aide d’'un détecteur indtage non dispersif.
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Le carbone organique total (COT) est directemesédopartir des eaux brutes alors que pour
doser le carbone organique dissous (COD) il estss&ire de filtrer I'eau brute sur 0,22 um.

Les analyses d’azote total ont été conduites aaall/seur de carbone organique
Shimadzu TOC-V CSH équipé d'un module a azote tdtdM-1. L’analyse repose sur
I'oxydation catalytique a 680°C des composés azaéis forme de NOx (x = 1 ou 2) suivi de
leur détection par chimiluminescence. La limite dfgection est de l'ordre 15 pg/L. Cet
appareil permet de quantifier les formes organicieminérales. L'étalonnage de l'appareil
est réalisé avec une solution d’acétanilide. Lelsagtillons sont dosés 3 fois puis une
moyenne arithmétique est réalisée.

[1.5.6/ Analyse de la MO par fluorimétrie 3D et pyrolyse GC-MS

Fluorimétrie 3D :
Cette étude est réalisée a l'aide d’'un fluorimd&theorimax-2 sur des échantillons

d’eau préalablement filtrée sur 0,22 um (matiergaoique dissoute). Une matrice de

fluorescence Emission-Excitation est obtenue dptescans (Figure 24).

Excitation (nm)

PiecB Pic T

300 380 400 450 500 550 BO0

Emission {nm)

Figure 24 : Matrice de fluorescence type d’une eadouce filtrée sur 0,22 um obtenue a I'aide du
logiciel Sigma plot.
L’intensité de fluorescence est mesurée pour deguleurs d’'ondes d’excitation

variant de 200 a 450 nm et des longueurs d’ond&widsion variant de 300 a 600 nm. Pour
s'affranchir des interférences liées a l'eau, it Bécessaire de soustraire le spectre de
I'échantillon avec le spectre obtenu avec de I'e#tiapure. Globalement, sur des eaux

naturelles filtrées, 2 fluorophores apparaisseigufie 24) : le pic A et le pic C correspondant
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a des matieres humiques d’origines terrestres. piies B (type tyrosine) et T (type
tryptophane) correspondent a des sous produitsobi@rs et sont considérés plus

généralement comme des marqueurs de I'activit@gigle.

Pyrolyse GC-MS :

La méthode de pyrolyse est réalisée en laboraseien la méthode décrite par
Bruchet en1985. L'unité de pyrolyse est connectée a un chtognaphe a phase gaz
G1800A GCD System (Hewlett-Packard) couplé a urtspmeétre de masse. Cette méthode
consiste a placer quelques milligrammes d’extrdésmatiére lyophilisée dans un tube en
quartz et a pyrolyser a 650°C pendant 20 secondes ane montée en température de
20°C/ms obtenue grace a un appareil pyroprobe 20B6mical Data Systems, Oxford, Pa).
La séparation des sous-produits de pyrolyse stféedans une colonne capillaire SGE ID-
BP 20 polaire de dimension 30 x 0,25 mm et un dibiggaz vecteur, Hélium 6 Messer, de 1
mL/min. La programmation de température varie d&C58 250°C, a une vitesse de 3°C par
minute. La détection s’effectue par ionisation e&ttons détectant des masses allant de 40 a
425 m/z. Les spectres sont traités a I'aide dwclegGCD Software et d’une base de données
de spectre de masse. Sur les pyrochromatogrammees @& I'analyse des MOD et des
biofilms sont représentés les sous-produits delygeosous forme de pics, que I'on peut
attribuer a une famille (sucres, protéines, lipjd&our I'étude des biofilms, l'interprétation
semi-quantitative des chromatogrammes est obtemuelgp détermination des aires des
principaux pics identifiés sur l'aire totale de sates pics.

11.5.7/ Fractionnement de la MO sur résine XAD-4 eXAD-8

Les matieres organiques dissoutes sont fractionperegpassage sur des résines XAD-
8 (ester acrylique) et XAD-4 (styréne divinylbeneonomme le montre la Figure 25.
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Entrée Récupération
Eau filtrée Eau filtrée
Sur 0,22 uml Sur 0,22 um l
A Q
Résine [0 ) Résine Résine Résine
XAD 8 |CC5 ) XAD 4 XAD 8 XAD 4
S7)
g4
2
Fraction [ 8P4 Fraction Fraction 2]  Fraction
hydrophobe [ kG4 transphilique | hydrophobe “"‘f transphilique

(
e,

((
0
@
(T (T
Fraction Fraction
hydrophile hydrophile

Figure 25 : Protocole d’extraction de la matiére oganique dissoute a I'aide des résines XAD 8 et
XAD 4
Dans un premier temps les eaux sont filtrées sB2 m afin d’enlever le carbone

particulaire puis acidifiée avec quelques goutieH€l a 12 M jusqu’a I'obtention d’un pH
proche de 2. Ensuite, un passage sur résine XAPZB81(L de résine) du filtrat permet de
retenir les fractions hydrophobes suivi d'un passsy résine XAD-4 (25 mL de résine) afin
de séparer les fractions transphiliques des frastitydrophiles. Ainsi, des mesures de COD
sont réalisées sur les eaux de sortie de chaqaerml Ce protocole est appliqué sur les eaux
d’alimentation (150 ml) et sur les eaux de récugpgmac’est a dire apres passage au sein du
bioréacteur (150 ml) apres 10 jours de colonisatiendébit est fixé a 1 mL/min au niveau de
chaque colonne. Le fractionnement des eaux est afguliqué en paralléle dans les mémes
conditions opératoires pour les eaux d’alimentande récupération afin de mettre en
évidence des différences notables au niveau dengasition en carbone des eaux filtrées
non fractionnées, des eaux sans la fraction hydtopt{transphilique + hydrophile) et des
fractions HPI seules. Les analyses suivantes gatisées sur les eaux fractionnées : le COD,
I'azote dissous et la fluorimétrie 3D. Les résirsemt régénérées par passage au goutte a
goutte d’'une solution de HCl a 0,1 N dans les aodsn(environ 2 L) suivi d’'une solution de
NaOH a 0,1 N (environ 2 L). A l'issu de la régénina des résines, une mesure de COD en

sortie de colonnes est réalisée afin de vérifieesidernieres ont été bien régénérées.
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Flitration sur 300 mL de résines XAD-8 et XAD-4 pou I'analyse de la MOD par
pyrolyse CG-SM.

Dans un premier temps, il est nécessaire de fitterune cartouche Polygard CR
(membrane Millipore en polypropylene, seuil de amepl0 pm) environ 40 L d’eau pour
éliminer les grosses molécules, puis sur une celmWwilligard (membrane Millipore en
ester de cellulose (seuil de coupure 0,45 um)ddime conserver que la partie dissoute. Ce
protocole est appliqué sur I'eau prélevée au niwdmla station AV qui sert a alimenter le
bioréacteur, et aussi sur les 2 derniers résendgrgécupération (aprés passage dans le
bioréacteur) contenant environ 20 L d’eau chacles €aux sont acidifiees avec de l'acide
chlorydriqgue concentré (12 M) afin d’obtenir un gifoche de 2. A pH acide, la matiére
organique a plus d'affinité avec la résine. Le pcote de fractionnement est similaire que
précédemment avec un débit de 30 ml/min. Duratap@ de filtration sur les résines, le COD
est vérifié en sortie de chaque colonne. En fixgigiences, un protocole d’extraction de la
matiere organique absorbée sur les résines esemieuvre. Dans un premier temps, le
rincage des résines a été effectué avec un voltexald formique a pH 2 (force éluante plus
faible que I'eau ultrapure) correspondant a 4 feisolume mort de la résine. Cette étape a
pour objectif d’éliminer les minéraux retenus d&sscolonnes. Les matieres organiques sont
alors éluées avec un mélange d’acetonitrile/eauf’Z %). Une étape d’évaporation sous
vide permet d’éliminer I'acétonitrile puis les éatilons sont congelés a — 20°C avant d’étre

lyophilisés.

[1.5.8/ Minéralisation des biofilms pour le dosageles métaux

A partir de la suspension traitée par les ultrag@f® mL), 3 mL sont prélevées dans
un tube a essai dans lequel sont ajoutés 2 mLd#adirique et 500ul d’eau oxygénée. Le
tube a essai est placé dans un minéraliseur etfféhau1l00 °C pendant 2h. Aprés
minéralisation, le volume restant dans le tube saiesontient 'ensemble des métaux
initialement présent dans le volume de 3 mL. L'emisie est mis en solution dans 25 mL

d’eau ultrapure.
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[1.5.9/ Dosages des minéraux et du P par ICP-OEP

Le dosage des métaux est réalisé par ICP-OES (imdlycCoupled Plasma — Optical
Emission Spectroscopy) en entrée, en sortie diehibeur et également au sein du biofilm
préalablement décroché des supports en billes de eé mis en suspension par sonication
puis suivi d'une étape de minéralisation. Les desaglémentaires sont réalisés selon la
norme AFNOR NF EN ISO 11885 a I'aide d’'un spectrom®erkin Elmer Optima 4300 DV
équipé d’'un générateur haute fréquence (40 MHzdance maximale de 1500 W) et utilisant
un nébuliseur de type concentrique (Meinhard) etalrambre de nébulisation cyclonique.
Cette méthode permet le dosage des métaux adétaice. Les échantillons a analyser sont
introduits a l'aide d’une pompe péristaltique damse chambre de vaporisation ou il est
transformé en un aérosol de trés fines gouttelettes de I'argon gazeux. L'aérosol ainsi
formé est envoyé dans un plasma d’argon a trés hanotpérature (entre 6000 et 10000 °C)
dans le but d’ioniser complétement la plupart déménts. Un vide différentiel accélere les
ions du plasma vers un ensemble de lentilles él&etiiques qui extrait les ions positivement
et les transporte vers un filtre de masse quadiiol Ce filtre transmet seulement les ions
présentant un rapport masse sur charge particdéterminé en fonction de la fréquence
appliguée au quadripdle. Un détecteur d’ions estegialors les ions transmis. Pour un
isotope donné, le nombre d’ions mesuré permet Welea directement la concentration de
I'élément analysé grace a un logiciel permettantrégement quantitatif et qualitatif de
I'enregistrement.

Les échantillons d’eau sont acidifiés avec 2 gautfacide nitrique et conservées a 4°C. Les
échantillons de biofilms préalablement minéralisémt alors récupérés dans un volume

connu (gsp 25 mL) d’eau ultrapure avant de dosediféérents éléments chimiques.
[1.5.10/ Détermination des teneurs en élément chimue X dans les biofilms

La détermination de la teneur de chaque élémentigbe X s’effectue a partir de I'équation
7.

_[X]xVrxVb
Vir xS
avec : -Tx : Teneur en élément x dans le biofilm en (ugfEm

- [X] : Concentration de I'élément X contenue dans unmelVr d’échantillon a doser.

- Vr : Volume d’échantillon dans lequel est placé laénalisat et dosé par ICP-OB& E 25
mL).

Tx Equation 7
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- Vb: Volume dans lequel est récupéré le biofilm élabsur 'ensemble des billes de verre
(0,2 L).

- Vm: Volume de suspension de biofilm (mL) prélevé da@sLOpour le dosage des éléments
X (3ml).

- S : Surface totale des billes encm

[1.5.11/ Suivis des parameétres microbiologiques

[1.5.11.1/ Dénombrements d’algues, de diatoméee elyanobactéries

Dans l'eau

La membrane est placée entre le fritté et le supg@dué. La filtration est alors
réalisée a I'aide d’'une pompe permettant d’assleranide (Figure 26). L’eau naturelle est
filtrée (100 ml) sur membrane de nitrate de ceflalayant un diametre de pore de 0,45 pum.

La Figure 26 montre le module de filtration utilisé

Support
I gradug

Pompe a vide

Figure 26 : Module de filtration frontale mis au pdnt au laboratoire

La membrane est récupérée dans un tube a essanaohB mL d’eau physiologique
stérile. L’ensemble est placé sous agitation adéad’'un vortex afin de décrocher les
microorganismes (algues, diatomeées et les cyanaiex}t présents sur la membrane. Cette
étape préalable de filtration et de resuspension ngcessaire pour concentrer les

microorganismes. Par la suite, une goutte du cdrétesst déposée entre lame et lamelle afin
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de réaliser le comptage des espéces en microcqpigue (Grossissement: x 1000 pour
dénombrer le phytoplancton et les cyanobactérie=y. résultats obtenus sont exprimés en
nombre d'individus ramené a un pourcentage retiife les algues, les diatomées et les
cyanobactéries. Le comptage a été réalisé sur §PBces regroupant ces trois grandes
« familles » toutes confondues.

Dans les biofilms

Le dénombrement est directement effectué a padimedgoutte de suspension de
biofilm traité par les ultrasons (1 min, 60 W).
NB : Pour chaque échantillon, tous les dénombrementstémealisés en triple.

[1.5.11.2/ Détermination de la population totalebawctéries

Le nombre de bactéries est compté a l'aide d'uhdecde Thoma (Figure 27).

Figure 27 : La cellule de Thoma

Les deux parties (notées 1 et 2 (Figure 27)) somtidiifi€es avec un peu d'eau pour « coller »
la lamelle. Puis, un inoculum (eaux ou biofilms remn suspension et traités par ultrasons)
de 10 pl est déposé entre lame et lamelle, en presoén de ne pas décoller cette derniere.
L’ensemble est placé sous un microscope optiqu®Q) de telle sorte a faire la mise au point
au niveau du quadrillage gravé sur la cellule etmosé de 16 carrés. Chaque carré représente
un volume de 1/250 minLe comptage de bactéries est alors réalisé ssiepirs carrés (10)
afin d’étre le plus précis possible. De plus, cetiération est répétée plusieurs fois (3-4) pour
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une méme eau afin d'obtenir une valeur fiable. u&tgpn 8 permet de déterminer le nombre
de bactéries par ml.

_ 25x nx1000
X

N Equation 8

n : nombre de bactéries comptées
X : nombre de carrés sur lesquels ont été redésaenombrements

N : nombre de bactéries/ml

[1.5.11.3/ Détermination des profils métaboligues dommunautés de microorganismes
présentes dans les eaux et les biofilms par biGNg.

Les biologs GN2 permettent d’étudier le profil niEtique des communautés
microbiennes présentent dans les eaux naturellss.sd présentent sous forme de
microplaques composées de 96 puits contenant chasaisource carbonée (Figure 28) que

I'on peut intégrer dans une famille.

Al Az A3 Ad A3 AG AT A A Al A1 [XF]
Water a-Cyclodexirin | Dextrin Glyeogen Twesen 40 Tween 80 N-Acaty-D- N-Acaty-0- Adonitol L-Arabinose D-Arabitol D-Cellobiose
Galactosamine | Glucosamine
B1 B2 B3 B4 B3 B6 BT B8 B9 B10 B11 B12
i-Erythritol D-Fructose L-Fucose D-Galactose | Genticbiose  |o-D-Glucose  melnositel e-D-lactose  |Lactulose Maltose D-Mannitel D-Mannose
=] c2 c3 c4 c3 [ cT (] 5] [=]1] (1] [HF]
D-Melibiose g-Methy- D-Psicose D-Raffinose L-Rhamnose | D-Sorbitol Sucrose D-Trehalose | Turanose Xyfitol uvic Acid | Succinic Acid
D-Glucoside ethyl Ester | Mono-Methyl-
Ester
m 0z 03 D4 03 i o7 Dg D oMo o1 [i]F]
Acetic Cis-Aconitic Citric Formiz D-Galactonic | D-Galacturenic | D-Gluconic D-Glucosaminic| D-Glucuronic | g- B- -
Acid Acid Acid Acid Acid Lactone | Acid Acid Acid Acid Hydroxybutyric | Hydroxybutyric | Hydrosybutyric
Acid Acid Acid
Ei E2 E3 E4 ES E& (=] Ed (3] Ef0 Ef1 EiZ
-Hydraoy taconic w-Keto Butyric |e-Keto Glutaric [ e-Heto Valeric |D,L-Lactic Malonic Propionic Guinic D-Saccharic Sebacic Succinic
enylacetic | Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid
Acid
F1 F2 F3 Fd F3 F& F7 F& F& Fi0 F11 Fi2
Bromosuccinic | Succinamic Glucuronamide | L-Alaninamide |D-Alanine L-Alanine L-Alamy- L-Asparagine |L-Aspartic Acid | L-Glutamic Glyeyd-L- Glyey-L-
Acid Acid glycine Acid Aspartic Glutamic
Acid Acid
G1 G2 G3 G4 G5 GE GT Gh [E5] G10 G11 G12
L-Histidine Hydroxy-L- L-Leucine L-Ornithine L- L-Proline L-Pyroglutamic | D-Serine L-Serine L-Threonine  D.L-Camitine  |y-Amine Butyric
Proline Phenylalanine Acid Acid
Hi Hz H3 Hd H3 HE HT HE H3 HiD Hi1 Hiz
Urocanic Acid | Inosine Uridine Thymidine Phenyethyi- Putrescine 2-Amingethanol| 2,3-Butanediol | Glycerol D L-a-Glycerol |a-D-Glucose- | D-Glucose-
amine Phosphate 1-Phasphate | 6-Phosphate

Figure 28 : Sources carbonées contenues dans chagpuets de biolog GN2.

Parmi ces dernieres, sont retrouves les polymé&2s1(A6), les carbohydrates (A7 a
C10), les esters (C11 a C12), les acides carbaxgdidD1 a F2), les composeés azotés (F3 a
H1), les composés aromatiques (H2 a H4), les an{ii®sH6), les alcools (H7 a H9) et les
composés phosphorés (H10 a H12). Le sel de téimaz@st un indicateur qui devient coloré
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(rose violet) lorsqu’il se réduit. Sa réduction mest évidence I'utilisation de la source
carbonée car ce sel est réduit par les coenzymA®KN H*) issus de la respiration des
microorganismes en milieu aérobie.

Dans le cadre de notre étude, des biologs GN2wiises pour mettre en évidence le
profil métabolique des communautés microbiennesgmtés dans les eaux d’alimentation et
de récupération du bioréacteur, ainsi que celubidfilm. Les microplaques sont inoculées
avec 150 pL d’eau brute dans chaque puit, a I'didee pipette multicanaux. L’ensemble est
incubé a 22°C pendant 24h, 48h et 72h. Touteslsuhe lecture d’absorbance a 590 nm est
réalisée grace a un lecteur de microplaques. Danpremier temps, pour interpréter les
résultats, une moyenne des absorbances obtenuefmile de composés carbonés est
effectuée pour chaque biologs apres avoir soudiadisorbance du « blanc ». Par la suite,
toutes les absorbances moyennes sont ajoutées,rains avons établi un pourcentage pour

chaque famille de ce qui a été consommé par lesneorautés de microorganismes.

[1.5.12/ Dosage des nitrates par chromatographie rque

La Cl (L'appareillage utilisé est une CI METROHMteasne méthode d’analyse
séparative qui a été mise en ceuvre pour doseiltlasen. Ce procédé comprend une phase
stationnaire (colonne échangeuse d’ions cationEFROSEP ASUPP 5-250 de taille 4,6
x250 mm) et une phase mobile (éluant composé d'élamge de N&LO;, 10H0 a 3,2.10
3M et NaHCQ a 10°M). Le volume d’échantillon d’eau prélevé pour dos nitrates est de
20 pL. Le flux est de 0,70 mL/min a 20°C et 4,9 MPa

11.5.13/ Microélectrode a paranitrophénol

La détection du paranitrophénol avant et aprés raisecontact avec un biofilm
épiphytique en laboratoire a l'université d’Angarg&té mise en ceuvre via l'utilisation d’'une
microélectrode a fibre de carbone « maison ». limcjgre du procédé analytique est basé sur
la mesure d’'un courant dont l'intensité est prapartelle a la concentration de l'analyte
cible. L'intensité du pic (Ipic) est directemenbportionnelle & la concentration du polluant
recherché, au potentiel de -0,8 V/ECS.

Il s’agit d'un capteur ampérométrique, pour un desairect du paranitrophénol selon la
réaction 2.
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HQ’@_NO?- + 48 + 4H = H@NHOH + Hw

La mesure est réalisée dans une cellule classidui€lactrodes, avec une contre-électrode

Réaction 2

sous la forme d’un fil de platine, une électroderéférence au calomel saturée (ECS) et la
microélectrode a fibre de carbone, comme rappédémment (Sbadt coll 2007, Tapsobat
coll. 2009). Les 3 électrodes sont plongées dans léi@ola analyser qui est contenue dans
une cellule de mesure d’'une capacité de 10 ml.deprble est relié a un potentiostat qui est
chargé de récolter le courant. Un traitement dadaigst effectué afin d’obtenir un courant
plus propre (moins de courants parasites, moindrd@). Le potentiostat est relié a un
ordinateur qui permet le stockage des données sexjet leur traitement. A la fin sur I'écran

de l'ordinateuwia le logiciel d’acquisition, la concentration incarendu polluant est affichée.

Nous ne pouvons donner plus de détails sur le rehtémployé (potentiostat, type de
traitement du signal, logiciel d’acquisition, typle microélectrode, etc.) car cet outil est
actuellement en phase d’incubation dans le cadueedentreprise innovante au sein de

I'incubateur d’Angers Technopdle.

11.5.12.2/ Réacteur a biofilm

La Figure 29 montre que le réacteur a biofilm scitésé et illustré ci-dessous, est monté en
circuit fermé pour I'étude préliminaire sur le suile dégradation de deux types de polluants :
le paranitrophénol et les nitrates. Le débit sgesit 3 + 0,2 L. avec un temps de séjour dans

le réacteur, de 104 secondes.

Réacteur

pompe

A vmeatrarasall A~
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a/ Réacteurs sans biofilms b/Réacteurs avec biafis

Figure 29 : Schéma du bioréacteur en circuit fermé

Le réacteur de 70 cinest constitué d'une double enveloppe qui permet isolation
thermique. Une pompe est installée dans le but dmtenir la circulation d’eau dans le
réacteur. Dans un premier temps, I'eau de surdat®phisée est prélevée pour élaborer le
biofilm. Afin de limiter I'évolution des parametrghysico-chimiques, une partie de cette eau
est stockée a 4 °C. Tous les 3 jours, un renounelt d’eau (eau stockée) est nécessaire pour
gue le biofilm puisse continuer a se développere Bau naturelle prise a proximité de la
faculté des sciences a Angers, I'eau de I'étanyi&ilas, a été utilisée pour élaborer pendant
15 jours le biofilm sur anneaux de verres. Paulgesl’eau naturelle a été microfiltrée (0,14
um) et dopée en PNP et en nitrates. Pour le PNBrieentration a été fixée a 50 mg/L. Un
réacteur témoin sans biofilm a permis de vérifiee ¢¢ PNP ne disparaissait pas par ailleurs
(par exemple par photodégradation). Pour les Birdé concentration a été fixée a 170 mg/L.

et a 130 mg/L dans un témoin sans biofilm initial.
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Les travaux ont commencé par un diagnostic suadede Ribou. Ce diagnostic est
réalisé a partir des données physico-chimiquegetiabut de mettre en évidence la station la

plus anthropisée afin d’axer nos travaux prélimesde restauration au niveau de cette zone.

[11.1/ LESPARAMETRESPHYSICO-CHIMIQUES SUIVISAU COURSDESMOIS

Sur les 3 stations étudiées (TR, AV et ZB), 16 peataes physico-chimiques sont
suivis mensuellement depuis plusieurs années.tleaa 13 indique ces différents parametres
suivis sur les 3 stations durant la campagne dujulliet 2006. Les cases colorées

correspondent aux valeurs les plus élevées s@rdestions.

Tableau 13 : Suivis des paramétres physico-chimigsesur le lac de Ribou

Date 17.07.06 17.07.07 17.07.08 | Ecart Type ()
Stations TR AV ZB
Température (C) 18,3 20,6 27,4 0,1
Oxygene (mg/L) 2 9 14,3 0,5
Y%saturation O2 21,4 100 181 0,5
Conductivité (uS/cm) 468 340 338 2
pH 6,9 7,3 9 0,01
Chlorophylle a (ug/L) 38,9 7,8 40,6 0,05
KMnO4 (mg/L) 15,7 55 8,1 0,2
Nitrates (mg/L) 1 18 6 0,5
Ammonium (mg/L) 0,292 0,134 0,128 0,001
Azote Kjeldahl (mg/L) 1,8 1,1 3 0,05
Phosphate (mg/L) 1,37 <0,1 <0,1 0,05
phosphore (mg/L) 0,895 0,127 0,259 0,05
COT (mg/L) 18,1 9,3 14,6 0,2
COD (mg/L) 16,5 8,7 10,4 0,2
Fer (mg/L) 3,59 0,12 0,14 0,05
Mn (mg/L) 2,14 0,32 0,11 0,05
Heures de prélévement |12h00 12h40 10h30

Le tableau 13 montre que la station TR apparaitneera plus eutrophisée. En effet,
les eaux de cette station sont plus riches en @D, oxydabilité au KMn@ phosphore et
phosphates avec des valeurs respectives de 181, ir§y6 mg/L, 15,7 mg/L, 0,895 mg/L,
1,37 mg/L. On notera également des fortes condenisaen fer (3,59 mg/L) et en manganese
(2,14 mg/L) liees probablement a du relargage dedinents d’autant plus que les
concentrations en oxygene dissous sont trés fail@emg/L). Cette station apparait plus

minéralisée par rapport aux 2 autres avec une obindé de 468 uS/cm. Les concentrations
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en NH;" sont aussi plus élevées par rapport aux autrésrstalu lac (0,292 mg/L). Les eaux
prélevées au niveau de la station AV sont les ples en nitrates (18 mg/L). La station ZB
constitue une zone ou l'activité algale est plusquée durant cette période de I'année. Les
taux de chlorophylle atteignent les 40 pg/L. L'azote Kjeldahl est aydss élevé au sein de
cette station ce qui est certainement lié a undymtion algale d’autant plus que le pH est
assez élevé (pH = 9). La température (27,4 °C)net ebncentration en oxygene dissous
élevées (14,3 mg/L), associées a cette valeur destptle chlorophylle aoulignent une
activité algale.

Les Figures 30 et 31 montrent les suivis des cdrat@oms en P et en MO oxydable
entre juin 2005 et décembre 2006. Le trait rougeésente les objectifs a atteindre qui sont
de 0,03 mg/L pour le P et 10 mg/L pour la MO po0O& et 8 mg/L pour 2010. Les
concentrations en P sont tres élevees.
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Figure 30 : Suivis des concentrations en phosphoeal niveau des 3 stations (TR, AV, ZB)
(précision + 0,05 mg/L)
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Figure 31 : Suivis des concentrations en MO oxydablau niveau des 3 stations (TR, AV, ZB)
(précision + 0,2 mg/L)
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Cette analyse permet de discriminer ces statiaissdoine campagne de prélevement
mais il est difficile de discriminer les stationstre elles a partir d’'une seule campagne. Pour
bien diagnostiquer la station la plus eutrophidéest nécessaire de travailler a partir d’une
banque de données plus conséquente et comprenantds parametres physico-chimiques
afin de réaliser une étude statistique compléteapalyse en composante principale. Cette
approche a pour objectif de discriminer la statplus anthropisée ce qui orientera le choix
de la zone prioritaire a étudier pour un aménagéfuéur.

[11.2/ L’ ANALYSE EN COMPOSANTE PRINCIPALE : UN OUTIL D’ AIDE AU
DIAGNOSTIC

Cette approche statistigue montre qu’il est possitié mettre en évidence des
corrélations (positives ou négatives) entre cestggarametres physico-chimiques analysés
dans l'eau (par ex. LOdissous, pH, Cond., T) et de rassembler un enseunhdldonnées
conséguentes pour les faire apparaitre dans uradiage a 2 composantes X et Y. Il est alors
possible de montrer les principaux processus quvgment au sein d’'une station donnée.

La Figure 32a correspond a un diagramme de digperdes variables a deux
composantes (1 et 2) ou tous les paramétres phgbiooques suivis aux trois points de
prélevements TR, AV, et ZB et sont projetés suplam en deux dimensions. La Figure 32b

représente les diagrammes de dispersion des indivghojetés dans le plan a deux

composantes.
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Figure 32 : Composantes principales 1 et 2 de 'ensemble desnh@es physico-chimiques du lac
de Ribou de janv. 2000 a juin 2006

Les numeéros sur la Figure 32b correspondent au reoad prélevement réalisé au sein des
différentes stations (annexe 1). Les stations néasjpar les Ptot. B® et COD forts sont les
plus a droites et représentées en rouge (station Figire 32). Les variables les plus
marquées par la Chlorophyllesant les numéros 53 et 59. Lorsque I'on descelhwhig de la
composante 2, le niveau trophique diminue (ex véggmbles 101 et 102 sont moins marquées
par la chlorophylle a Par ailleurs, la discrimination des stations l@sh visible pour les
parametres P et COD. La station AV (Figure 30letRgure 32) est la moins marquée par
ces éléments. La station ZB est intermédiaire. fiat, da station TR est plus dispersée que les
stations ZB et AV. Il est possible d’attribuer eetfbservation d’'une part a un effet de dilution
pour les stations AV et ZB ou d’autre part a unapple pollution par le Trézon plus
important au niveau de la station TR. Ainsi lesistes AV et ZB sont plutdt dispersées selon
la composante 2 (niveau trophiques) alors que dost TR est plus dispersée selon la
composante 1 (P + COD). Cela signifie que cettigost@st plus marquée par le P et COD.
Les résultats d’ACP montrent bien que la stationeBR plus marquée par le P et le

COD par rapport au 2 autres stations étudiées. &tléé aux apports anthropiques au sein du
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Bassin Versant. La riviere du Trézon se jetantot@ent dans le lac de Ribou, la station TR
est devenue prioritaire dans le cadre d’'un futuémexgement. Pour cela, il est tres important
de bien connaitre le site d’étude d’un point de flaigstique avant d’envisager les procédures
d’aménagement de ce milieu. Par conséquent, |I'éudigbuté par des inventaires floristiques
associés a des taux de recouvrement de la véget&ms travaux préliminaires ont pour
objectif d’effectuer un état des lieux et d'invenéo des espéces végétales potentiellement

intéressantes pour épurer ce milieu en limitanafgsorts dans le lac de Ribou.

[11.3/ LESINVENTAIRESFLORISTIQUES
[11.3.1/ Etat des lieux sur la zone de confluencézbn-Ribou (zone inondable)

Deux inventaires floristiques sont réalisés dangdiae d’étude au cours de lI'année
2006 (mai et octobre). En mai 2006, les inventaiéadisés ont permis d’établir un état des
lieux de la végétation au sein du site d’étude oEimbre 2006, les inventaires ont permis de
suivre les especes qui persistaient au cours doste@e parametre permet de sélectionner des
especes ayant un bon potentiel épuratoire, quigbens sur I'année.

En mai 2006, 21 végétaux sont répertoriés. Parmd gei sont majoritaires sur le site,
Rorippa amphibigest présente surtout en zones émergeées (Figueed8jte) etSalix sp.est
situé en zone immergée (Figure 33, a gauche). uessaespeceslijncus effusus, Phalaris
arundinacea, Lycopus europaeussont plutot présentes sur les rives du site detu
La Figure 33 représente la zone d’étude avec lgepammergées en bleu foncé et émergées

en bleu clair (mai 2006).

[ Fones émergées
R oncs immcrgdes

Trace du Trézon

Figure 33 : Zone de confluence entre le Trézon et lac de Ribou (Mai 2006)

En octobre 2006, la zone d'étude est totalement drgée Sur les 12 espéces
végétales répertoriéeduncus effusus, Lemna minor, Phalaris arundinacajx sp.sont

majoritaires. Il faut noter la disparition & amphibiaainsi que la présence demna minor
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qui fait partie des espéces majoritaires alors llgu@mmencait a peine a se multiplier au
mois de mai. Les saules et les joncs sont toujvassprésents durant ces deux périodes de
'année. Le Tableau 14 montre les espéces retrsuugeours de I'année 2006 sur le site. Ces

especes sont répertoriées dans I'annexe 2 (henomeérique).

Tableau 14 : Espéces végétales répertoriées au codle 'année 2006 (mai et octobre)

Mai 2006 Octobre 2006
R Rorippa amphibia(a) Juncus effusus
Especes Salix sp. Lemna minor
majoritaires Juncus effusus Phalaris arundinacea
Salix sp.
Autres Lemna minor Persicaria maculosa
Phalaris arundinacae (b) Mentha aquatica
Persicaria maculosa Carex sp
Mentha aquatica Iris pseudacorus
Carex sp Aulnus glutinosus
Iris pseudacorus Rumex crispus
Aulnus glutinosus Urtica dioica
Rumex crispus Lycopus europaeus
Urtica dioica Pousses

Lycopus europaeus
Ranunculus peltatus
Oenanthe crocata
Callitriche.sp
Alisma plantago-aquatical (C)
Lythrum salicaria
Solanum dulcamara
Cirsium sp.

Myosotis scorpioides

En mai 2006, afin de compléter les inventairesgdgermination du taux de recouvrement

pour chaque espéce a été effectuée sur le sita pgthode de Braun-Blanquet.

[11.3.2/ Détermination de I'aire minimale requise

L'estimation de I'aire minimale requise a été déieée en bordure de zone immergée
du site d'étude. La zone de base est donc émdrgékableaul5 montre le résultat obtenu
pour la détermination de l'aire minimale de quadiatitiliser pour réaliser les inventaires

floristiques.

Tableau 15 : Résultat obtenu suite a la méthode d&raun-Blanquet permettant de
connaitre la surface du quadrat a utiliser pour ladétermination de I'abondance des
especes.
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Aire du Nouvelles espéces Nombre tota
quadrat (rf) P d'espéces
Lycopus europaeus
1 Phalaris arundinacea 4

Rorippa amphibia
Espéece indéterminéel (pousse)
Juncus effusus

2 Lemna minor 7
Lythrum saliciria
Iris pseudacorus
Mentha aquatica

4 Oenanthe crocata 11
Ranunculus peltatus
8 Carexsp. 12
16 Alisma plan_tago-aquatica 14
Salix sp.
32 Callitriche sp. 15
64 - 15

D’aprés le Tableau 15 qui indique les espéces seéem) la nouvelle espece répertoriée sur le
quadrat 32 rhest une callitriche. Par conséquent, cette derrééant une espéce aquatique,
n'est pas prise en considération pour la déternoinate I'aire minimale car elle ne fait pas
partie du méme milieu homogéne. Egure 34 représente le nombre d’espéces végétales

fonction de la dimension du quadrat.
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Figure 34 : — - - 5 »s en fonction de la

dimension du quadrat.

Les résultats montrent qu'un plateau caractéristiga forme dés 3Znindiquant
I'absence de nouvelles espéces répertoriées. Ladrajfuainimal choisi est alors une surface

de 5m x 5m (250), qui est un intermédiaire entre 16mt 32n7 afin de répertorier des
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especes présentes ponctuellement dans le miligte €aface de quadrat a été appliquée
pour la réalisation des inventaires en zone imneerdés zones étant hétérogénes, de
nombreuses parcelles ont dO étre délimitées. Lar&@5 montre les différentes zones

délimitées du site d’étude divisé en 115 parcelles.

Légende

1 N° de parcelle

Délimitation des parcelles

Figure 35 : Délimitation des parcelles sur lesquedk ont été effectués les relevés pour déterminer
le recouvrement floristique.

Recouvrement de la végétation du site

Les résultats des recouvrements sur chaque parugiérotée sont présentés en Annexe 3.
Seul le recouvrement de quelques especes a étégreguthie. Sur cette annexe sont
représentées toutes les abondances-dominances cpaque parcelle et chaque espece
étudiées. Elles sont notées +, I, Il, I, IV ca garrespond au taux de recouvrement respectif,
et sont associées a une couleur pour réaliser anvegcaphie. Ces correspondances sont les
suivantes : présence (jaune pale), moins de 53ad)ade 5 a 25 % (orange clair), de 25 a 50
% (orange fonce), de 50 a 75 % (rouge), et plussd¥ (marron).
Pour comprendre et émettre les premieres hypothégesla répartition de la

végétation, une carte des zones inondées et érsargé®inte a la Figure 36.
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Délimitation des zones immergées et émergées (fin mai 2006)

[ Zones émergées
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Tracé du Trézon
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Figure 36 : Recouvrement végétal de la zone inondigba la confluence Trézon-Ribou (fin mai
2006)

La Figure 36 met en évidence le taux de recouvréglebal du site par la végétation
(données brutes, Annexe 3). Durant la période d#éiilonnage (fin mai), ce dernier est
beaucoup plus faible dans les zones submergéexffdina IEstde la route (coté Trézon), la
végeétation couvre souvent plus de 75% de la surésiceone émergeée. Elle est fortement
représentée pdRorippa amphibiaet deLemna minor Ranunculus peltatu€n revanche, a
I’ OQuestde la route, les parcelles qui représentent pdugs® de recouvrement végétal sont
les zones immergées. Elles sont en majorité dormipaeSalix sp etLycopus europaeuses
autres parcelles aquatiques n’ont en général gueaouvrement de 1 a 25 % pendant cette

période de I'année.
Apres avoir effectué une cartographie du recouvrgnutal, une cartographie du taux

de recouvrement des espéces fortement majoriteoreseR. amphibiaFigure 37), etSalix

sp.(Figure 38) a été réalisée.
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Recouvrement végétal de la zone d’étude
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Figure 37 : Recouvrement ddRorippa amphibiaa la confluence Trézon-Ribou (fin mai 2006).

Il apparait que cette plante a une densité beaugluspimportante dans la partsst,
située dans une zone majoritairement émergée. D& pEktte espece est moins présente

lorsque les rives de la zone inondée sont bordaesmne strate arborescente (Figure 38).
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Figure 38 : Recouvrement de Salix sp. a la confluea Trézon-Ribou (fin mai 2006)
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La Figure 38 indique quBalix sp.s’est développé a I'opposé &mrippa amphibia
dans la moiti@uestdu site. Il est présent de maniére abondante ldansarcelles ayant une
colonne d’eau d’environ 30-40 cm. En revanche, 'dsh présent, fin mai 2006, que

sporadiquement dans les zones dépourvues de bdodestiere et dans les zones émergées.

La comparaison des deux cartes permet de condjagerces deux végétaux ne
cohabitent que tres rarement ensemble. L'un é&rduve préférentiellement dans les zones
emergéesR amphibia et 'autre dans les zones encore inondées solmedées d’'une strate

arborescenteSalix sp) (Figure 37 et 38).

Les inventaires floristiques ont permis d’effectuarétat des lieux du site d’étude. En
effet, la présence deorippa amphibiaet d'’Alisma plantago-aquaticenontre que le milieu a
une tendance a I'eutrophisation générale (Boursgti79). Ces résultats sont confirmés par
la présence deé’halaris arundinaceaqui est témoin d’'un milieu déja eutrophisé. Cette
derniere représente l'espece principale d’'un growgré appeléPhalaridaie Ce groupe
d’espéeces est résistant a un bouleversement amgbeogBournerias, 1979). Les especes
répertoriées et associéePlalaris arundinacealans le cadre de notre étude qui caractérisent
la Phalaridaie sont Lythrum salicaria, Lycopus europaeus, Rorippa arbjhi Alisma
plantago-aquaticaet Mentha aquaticall est a noter que de nombreuses especes, incluses
dans ce groupe, n‘ont pas été repertoriées corgpibium hirsutumet Eupatorium
cannabinum

La présence drtica dioica est un indicateur qui marque la rudéralisation
(dégradation du milieu par apports anthropiqueaziate notamment)) ou une dégradation de
la Phalaridaie En effet, les analyses (Tableau 15) montrent guéi des apports importants
d’azote (nitrates) par le biais de la riviere dézam.

La présence d'une Saulai8dlix sp.)peut marquer un atterrissement progressif du
milieu (Bounérias, 1979) lorsque cette derniereatgvenvahissante. D’ou l'intérét de suivre
son évolution dans les années a venir. L’état diemnd’'un point de vue floristique s’accorde
avec les analyses d’eau correspondantes. Le tadéaunontre les analyses physico-
chimiques effectuées sur I'eau issue de la zoneidke 16 paramétres ont été suivis au cours
du temps dont les nitrates, la MO oxydable et lesphore (Aquascop, 2006).
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Tableau 16 : Analyses physico-chimiques de I'eausige de la station TR

Date mars-06 avr-07 mai-07 juin-06 Ecart Type ()
Température (T) 54 10,5 14,2 19,2 0,1
Oxygéne (mg/L) 12,4 14,5 3,62 8,3 0,5
%saturation O2 99 130 36,2 90 0,5
Conductivité (uS/cm) 389 389 385 389 2
pH 7,5 8,1 6,8 7,6 0,01
Chlorophylle a (ug/L) nd nd 6 1,4 0,05
KMnO4 (mg/L) 4,4 4,9 13,2 7,6 0,2
Nitrates (mg/L) 65 52 10 6 0,5
Ammonium (mg/L) 0,156 <0,020 0,352 0,096 0,001
Azote Kjeldahl (mg/L) <1 1 1,8 1,6 0,05
Phosphate (mg/L) <0,1 <0,1 0,41 1,29 0,05
phosphore (mg/L) 0,102 0,081 0,374 0,622 0,05
COT (mg/L) nd nd 14 14 0,2
COD (mg/L) nd nd 13 13 0,2
Fer (mg/L) nd nd 0,53 0,35 0,05
Mn (mg/L) nd nd 0,16 0,17 0,05
Débit (L.s-1) 355 155 22
Heures de prélévement |12h00 12h45 10h15 12h00

Le Tableau 16 indique que les eaux du site deal#ost TR sont riches en nitrates (65 mg/L
en mars ; norme eau brute pour la production d’eatable : 50 mg/L) majoritairement
apportés durant le mois de mars avec un débit 8&eL351, et sont compatibles avec la
présence de I'espedértica dioica qui est nitrophile. Les concentrations en P sgateément

tres élevees (varient de 0,08 mg/L a 0,622 mg/ltmea inférieur a 0,03 mg/L). Le COT
dépasse largement les 10 mg/L (14 mg/L) pendapétaode des inventaires. Ces résultats
révéelent que le milieu est déja trés eutrophisdat bien cohérents avec les espéces végétales
se développanh situ.

111.3.3/ Etat des lieux sur le lac de Ribou

Un inventaire floristique a ensuite été effectué l=nsemble du lac de Ribou afin
d’obtenir un état des lieux général de la ressolrad-igure 39 met en évidence la répartition
des espéeces végétales majoritaires en octobre [2@8&ntes sur les rives du lac de Ribou.
Les espéces majoritaires observées au niveau d@rla TR sont les mémes qui sont
retrouvées sur I'ensemble du lac. En effet, lescdofuncus effusus, en vgries Faux
roseaux Phalaris arundinacea, en ngirles SaulesSalix sp, en orange) et les lentilles d’eau
(Lemna minor, étoile vertesont les principales espéces présentes sur lddaRibou en
octobre 2006.
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Inventaire floristique réalisé sur le lac de Ribou fin octobre 2006

bouées

barrage Ribou

Mord
— Juncus effusus ﬁ Habitations
e Phalaris arundinaceae ‘ Zone forestiére
EE—— Salix sp. -
Prairies avec vaches
* Lemna minor

Conception : De Nardi Frédéric

octobre 2006

Figure 39: Inventaire floristique réalisé sur 'enemble du lac de Ribou (octobre 2006)
(La Station TR est entourée de noir)

La Figure 39 montre la présence d'Urtealaridaieallant de la plage vers les bouées (3 ronds
rouges) traduisant le caractére eutrophe de cette. £n effet, la moyenne annuelle (2006)
de la concentration en P dans cette zone se sitte @08 et 1 mg/L confirmant le caractére
eutrophe de la retenue. La concentration moyennkl@noxydable se situe entre 10 et 50
mg/L classant également I'eau de mauvaise quadléésPhalaridaie »étant résistante a un
bouleversement anthropique, sa présence est hiactéastique d’'une eau eutrophe.

Les végétaux, comme il a été montré lors des étadesieures (Bournérias, 1972 ;

Hauryet coll, 2006), sont des indicateurs de qualité d’eawestrpient étre utilisés également
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pour épurer les eaux (Picaetl coll 2005) en présence de microorganismes fixés [iisfi
sur ces derniers (Bourgues et Hart, 200Mpus avons supposé que les capacités
épuratoires des biofilms dépendent de leurs compdisins. C’est pourquoi, nous nous
sommes intéressés dans un premier temps, a la caexsation de ces biofilms naturels

en étudiant leur composition biologique et chimique
[11.4/ ETUDE DESBIOFILMSEPIPHYTIQUESNATURELS

[11.4.1/ Mise en évidence de biofilms sur les hélgies répertoriés (Station TR)

Le tableau 17 regroupe les résultats obtenuseswsdimble des échantillons observés
au FESEM et dont le dénombrement a été effectiagd Id’'un microscope photonique.

Tableau 17 : Tableau récapitulatif de la présence absence de biofilms sur les
échantillons prélevés respectivement en mai et otte 2006 (Précision + 5 %).

Genres/Especes Tissus étudiés  |Présence de biofilm Diatomées Algues (Cyanobactéries Inconmus
tge oui 13% T% 10%
Rorippa amphibia feuille ot nd nd nd nd
Lycopus surapasus tge ot nd nd nd nd
fronde flottante om nd nd nd nd
Lomna minor racing deébut de colomsation nd nd nd nd
Callitriche sp. feuille o nd nd nd nd
Juneus effusus tige o 53% 4% 0% 0%
Ramuneulus peliatus tige oui nd nd nd nd
Salix sp. tige oui % E1% ki 2%
Alisma plantoaguatica tge ot 3% 94% 1% 0%
Mai Oananthe crocata tge ot 1% 93% 1% 0%
Juneus affusus tige o 33% % 0% 0%
Mentha aguatica tige o 2% 42% ] 1%
Phalaris arundinacaa tige o 5% 3% 9% 2%
Lomna minor fronde flottante o % 0% 10% %
Ociobre Salix ap. tige oui nd nd nd nd

Le Tableau 17 montre que sur tous les végétauxéstudn biofilm a été observé a
I'exception des racines deemna minor Nous supposons que, comme la croissance de cette
derniére étant exponentielle, le temps d'immersi@st pas suffisamment important pour
observer un biofilm.

Globalement, les algues prédominent au sein ddé#ntsoépiphytiques en Mai 2006,
méme si sur les tiges deincus effusydes diatomées et les algues sont présentes dsans |
mémes propotions. En revanche, les diatomées dwnémmajoritaires en Octobre 2006
(Tableau 16).

La Figure 40 illustre les biofilms épiphytiqueSafix sp., Callitriche sp., Phalaris

arundinacea, Juncus effusus, Mentha aquaticbtenus par FESEM et sont assez
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représentatives de I'ensemble des prélevementhatéiions de biofilms observés durant
I'étude (Mai et Octobre 2006).

A/ Juncus effusus B/ Mentha aquatlca | C/ alaris arundinacea

Figure 40 : Observations au MEB des biofilms épiphygues prélevés in situ (Station TR)
(SCIAM, Octobre 06).

Ces résultats préliminaires montrent que le biofish présent sur toutes les especes
végétales étudiées. De plus, les communautés dslgt de diatomées sont fortement
représentées au sein de ce dernier. Cependaniensgés entre les espéeces varient selon les

saisons (Mai et Octobre). En effet, les algues pogpondérantes durant le printemps et les
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diatomées le sont en période automnale et sontngagnées de nombreux filaments
inconnus. Au sein d’'une méme zone pour une pérammeée, les biofilms semblent étre
assez proches par rapport a tous les échantillenggétaux observés puisque I'on retrouve
majoritairement le genre&Cocconeis sp.Quelques différences sont mises en évidence
notamment sur la tige d®entha aquaticaou sont présentes de nombreuses diatomées
érigées. Cela est certainement lié a I'hétérogérdds biofilms d’'une part et aussi au temps
d'immersion d’autre part. En effet, les diatoméagellulaires se fixent les premiéres sur les

supports, suivies des formes érigées et filameete(Gold, 2002).

La composition de I'eau étant un paramétre impordans la formation d’'un biofilm,
un suivi d’algues, de diatomées et de cyanobastéeriété effectué parallelement sur les
biofilms et dans les eaux correspondantes surti®mssa(AV, ZB et TR).

[11.4.2/ Evolution de la composition en algues,dgstomées et en cyanobactéries durant
I'année 2007

[11.4.2.1/ Evolution des parametres physico-chingisjau niveau des 3 stations

Les parametres physico-chimiques influencent lapmsition du phytoplancton. C’est
pourquoi, il est trés important de suivre I'évalutide ces parameétres au cours du temps. Le
Tableau 18 indique les parametres physico-chimicitadiés au cours des mois pendant

lesquels un suivi du phytoplancton dans I'eau etesubiofilms épiphytiques a été effectué.

Tableau 18 : Suivis des paramétres physico-chimigsesur les 3 stations
(le signe - dans le tableau signifie une absencedtannées)
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mars-07 avr-07 S
Paramétres suivis Station TR| Station ZB Station AY Station TR  Station 4B tat®n AV e
heure 15h15 14h15 12h15 16h15 11h30 13h00
température °C 8¢ 9,6 8,7 16, 18,1 14F 0,1
OXygen mg Oy | 15,9 12,6 11,7 12,8 14,2 10,4 0,5
% 137 111 101 13( 150,1 102 0F
conductivité uS/cm 30z 273 282 31k 271 212 2
pH unité pH 8,2 1,7 7.5 8,2 8,9 8, 0,01
chlorophyllea  pg/| - - - - - - 0,05
KMnO4 mg Oy | 5,9 7 75 7,7 6,6 8,1 0,2
nitrates mg NQy | 17 16 20 13 13 17 0,5
ammonium  mgNH/ | <0,02 0,041 <0,02 0,062 0,32 0,129 0,001
azote Kjeldahl ~ mg N/ | 1,2 15 14 1,7 43 2 0,05
phosphates ~ mg PQ/| 0,11 <0,1 0,24 01 <0,10 <0,1 0,05
phosphore mg P/ | 0,105 0,087 0,093 0,195 0,068 0,062 0,05
COoT mg C/ | - - - - - - 0,2
CoD mg C/ | 0,2
fer mg Fe/ | 0,05
manganése  mg Mn/| - 0,05
mai-07 juin-07
. . . = : . — ecart type £
Paramétres suivis Station TR| Station Z§ Station AY Station TR  Station 4B tat®n AV
heure 15h45 11h00 15h30 12h05 11h 15h30
température °C 13, 16,8 13,2 16,2 19,7 16,¢ 0,1
OXygen: mg Of | 6,3 6,3 79 8,7 4,6 7,6 05
% 61 66 76 89 51 79 0,;
conductivité uS/cm 36€ 288 282 342 28¢ 282 2
pH unité pH 7,1 74 74 7,1 7,1 74 0,01
chlorophyllea  pg/l 17,8 13,2 3,7 7.4 175 7.8 0,05
KMnO4 mg O/ | 8,1 5,8 6,1 9,7 6,3 6 0,2
nitrates mg NQy | 12 9 17 9 6 14 0,5
ammonium  mgNH/ | 0,063 0,458 0,085 0,108 0,289 0,083 0,001
azote Kjeldahl ~ mg N/ | 19 18 1,2 1,9 2,3 15 0,05
phosphates ~ mg PQ/| 0,69 <0,10 0,23 0,3 0,15 0,15 0,05
phosphore mg P/ | 0,403 0,127 0,077 0,316 0,115 0,108 0,05
CoT mg C/ | 10 8,9 8,5 14 99 9,7 0,2
CcoD mg C/ | 9,5 8,1 8,2 13 8,6 9 0,2
fer mg Fe/ | 0,524 0,6 0,144 1,02 0,424 0,286 0,05
manganése  mg Mn/| 0,05¢ 0,29: 0,05¢ 0,076 0,125 0,101 0,05

Les résultats montrent que le point d’eau le plusénalisé correspond a la Zone TR
avec des conductivités dépassant les 300 uS/cmleésusiois. Le pH est proche de 8 au

niveau de toutes les stations durant mars et evproche de 7 en mai et juin. La valeur de

I'oxydabilité au KMnQ, est plus élevée en station AV durant les mois desht Avril et plus

élevé dans la station TR en Mai et Juin. Les camnaigons en Phosphore, phosphates, COT et

COD sont plus importantes dans la station TR. Gelha certainement lié aux apports
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anthropiques au niveau du bassin versant. Les daughlorophylle_araduisant 'activité
algale, sont plus élevés dans la zone TR en ma8 (1J/L) et dans le lac de Ribou en juin
(17,5 pg/L). Les concentrations en azote ammonismal toujours supérieures au niveau de
la station du lac de Ribou. Les concentrationszerieaKjeldadl se situent souvent entre 1 et 2
mg/L avec un pic observé a 4,3 mg/L (Avril) sur dgation du lac de Ribou. Les
concentrations en fer varient de 0,144 mg/L (Staef¥ en Mai) & 1,02 mg/L (Station TR en
Juin) et les concentrations en manganése atteiglentvaleurs maximales dans le lac de
Ribou (0,293 mg/L en mai).

L’étude, qui est présentée par la suite, a portd’dwolution de la composition en
algues, diatomées et cyanobactéries présented’danst au sein du biofilm correspondant,
au cours du temps sur un méme support végdhblaris arundinaceaCette espéce a été
choisie car elle était présente sur les 3 statibmsprélevements d'une part et elle est
intéressante d’'un point de vue épuratoire d’audt gomme il a été montré dans la littérature
(Picard et coll, 2005, Steinmann et coll, 2003).

[11.4.2.2/ Dans I'eau et sur le support végétahalaris arundinacea
La Figure 41 représente des abondances relativesles algues, les diatomées et les

cyanobactéries au sein des 3 stations étudiéeswaa du temps. Dans chaque cas, un suivi

est effectué parallelement au niveau des biofilntaas I'eau.
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Figure 41 : Histogrammes représentant I'abondanceaiative entre les algues, les diatomées et les
cyanobactéries au sein des biofilms épiphytiques éans I'eau au niveau des 3 stations en
fonction des dates de préléevements.
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La Figure 41 montre que dans les trois cas corésdal faut remarquer des différences
d’évolution des proportions entre les communautésliées entre I'eau et le biofiim. En
général, au niveau des 3 stations, les proportialgues sont majoritaires dans I'eau a partir
du mois d’avril (16/04/07) avec un pic de cyanobdet observé dans l'eau issue de la
station AV. Les diatomées restent majoritaires darsofilm. C’est a partir du 15 Mai 2007
que les proportions d’algues (autres que les diésindeviennent plus importantes dans tous
les biofilms. En 2006, durant la méme période,ecétndance avait déja été observée au
niveau de la station TR (paragraphe 111.4). De phaus observons un décalage trés marqué,
au niveau de la station TR et AV, entre la compasite I'eau et celle du biofilm laissant
supposer gue les algues se développeraient majmitent dans I'eau avant de se retrouver
dans un biofilm, dans nos conditions. Par la sules diatomées sont a nouveau
prépondérantes aussi bien dans I'eau que dansfierbexcepté au niveau de la station ZB
en Juillet ou les algues représentent environ 88e% communautés et restent majoritaires
avec les cyanobactéries dans I'eau de cette station

Les cyanobactéries sont retrouvées dans les eang,d# plus faibles proportions que
les deux autres communautés, excepté en Avril dudlet (période de bloom). En effet, ces
dernieres peuvent représenter jusqu'a 30 % parorggix autres taxons étudiés dans les
eaux et ne dépassent jamais 20 % dans les biofilrfesut noter qu’au niveau de la station
TR, a partir du mois de juin, les cyanobactériggésentent une part non négligeable dans
'eau par rapport aux deux autres communautés.bi@dms contiennent des proportions
moins importantes de cyanobactéries au sein datiars TR, qui reste cependant la station la
plus anthropisée. Cette étude a montré des difféeeantre la composition de I'eau et celle
du biofilm. Cependant, dans nos conditions, le temipnmersion n’est pas maitrisé. C’est
pourquoi, il a semblé pertinent de choisir un suppeerte, qui n'évolue pas au cours du
temps, afin de mieux comprendre comment s’effetfaatolonisationin situ sur environ 2

mois d’expérimentation. Ces derniers ont été ilktaur les 3 stations de prélévements.

[11.4.2.3/ Dans I'eau et sur le support en bambou

Plusieurs supports bambous ont préalablement stallés a chaque station. Lors de
chaque prélevement un seul support est récupdes etutres sont laissés dans I'eau. Dans
notre approche, il est considéré que tous les stgppont colonisés de maniere similaire
puisqu’ils sont en contact avec le méme «type ubeala Figure 42 représente des

abondances relatives entre les algues, les diawmedes cyanobactéries au sein des 3
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stations étudiées au cours du temps. Dans chague@ame précédemment, un suivi est

effectué parallélement au niveau des biofilms esd&au.

AV AV

Abondance relative (%)
Abondance relative (%)

,\/Q\ q,'\'\ q/q\ @\ ‘.oq,\ ,\/\\
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Figure 42 : Abondance relative entre les algues,daliatomées et les cyanobactéries au
sein des biofilms et dans I'eau au niveau de 3 sians en fonction du temps d’'immersion
des supports bambous
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Station ZB : t = 10 jours t =29 jours t = 4919

Station TR : t = 8 jours t =42 jours

Figure 43 : lllustration de I'évolution des biofilms naturels sur supports bambous

La Figure 42 montre des proportions différentesein des communautés selon les stations et
la période de prélevement. Dans la plupart deslesslgues représentent la part majoritaire
par rapport aux deux autres taxons. Ces résultaté sohérents avec les biofilms
épiphytiques. En effet, I'étude a débuté au monoentes algues devenaient prépondérantes
dans I'eau (fin avril, début mai). De plus, pableis de ces résultats nous confirmons que les
cyanobactéries ne sont jamais majoritaires audasrbiofilms méme dans le cas ou elles sont
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prépondérantes dans lI'eau. Comme pour les biofidgpgphytiques, les proportions de
cyanobactéries par rapport aux algues et aux dédepsont plus importantes au sein des
stations AV et ZB. Ces résultats montrent que kelidpement des cyanobactéries est plus

propice au niveau de ces deux stations.

La Figure 43 illustre l'influence de I'eau sur mgpports plantés au sein des 3 stations.
Un suivi de la colonisation des supports est adfiesctué. Le temps de colonisation differe
selon les stations, en effet, a t=10 jours, lepsup plantés au niveau de la station AV ne
sont pas colonisés alors qu’au niveau de la staf®nun biofilm est déja constitué avec
présence de diatomée§&gmphonemasp.) en surface. Aprés 8 jours de colonisation, la
surface du support issu de la station TR n’est plgible. Ces résultats montrent que le
biofilm est plus développé sur ce support immergesd’eau de cette station qui est la plus
anthropisée. Le temps de colonisation des suppépsnd alors de la composition de I'eau.
Chaque biofilm semble étre caractéristique d’'une @année. Néanmoins, dans une méme

zone, le support pourrait jouer également un rélaigeau de sa colonisation par les biofilms.

[11.4.2.4/ Influence du support sur la colonisation

L'étude a porté sur l'influence du support lorsldecolonisation par les biofilms. La
Figure 44 montre I'abondance relative entre cyaotbees, diatomées et algues (%) en
fonction du temps de colonisation sur supports lmarsl§a) et plastiques (b) plantés au niveau
de la station ZB.
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O Cyanobactéries
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Figure 44 : Influence du support sur la colonisatia par les algues, les diatomées et les
cyanobactéries.

La Figure 44 montre que I'évolution des abondanesatives entre les especes
étudiées est « quasi-similaire » au cours du tesopdes 2 types de supports utilisés. Une
différence plus marquée apparait lors dt"2fur de colonisation et que I'on peut attribuer &
I'hnétérogénéité des biofilms. Nous nous sommessaltéressés a la composition chimique
des biofilms car dans un biofilm naturel les élétaeshimiques (métaux) y sont fortement

représentés (Hiernaux, 2005).

[11.4.3/ Suivis de la composition chimique des bioé

Ce paragraphe traite de la partie minérale deslm®fcar cette derniére intervient
dans sa structuration (Hiernaux, 2005). Des eétym@smicroanalyses X (EDX) ont été
réalisées afin de mieux comprendre la compositiea biofilms naturels en étudiant les

proportions et la répartition des éléments chimsqae sein des biofilms.
[11.4.3.1/ L’'analyse semi-quantitative par EDX

[11.4.3.1.1./ Analyse sur des tiges de baldingéres

Dans un premier temps, une identification des étsmehimiques présents au sein du

végetal etudié est nécessaire car I'analyse EDKgieune étude de surface, par conséquent,
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il est difficile de discriminer les especes chineguissues de la plante et ceux issus des

biofilms. C’est pourquoi, il est important de coftra les composés chimiques retrouvés au

sein de I'hélophytePhalaris arundinaceala Figure 45 représente les proportions des

éléments chimiques (abondance atomique) retrouvéseia de la plante. Nous remarquons

d’avance que le Mg, le P, le S, le CI, le K, etda, font partie intégrante du végétal en

revanche, le Mn, le Fer, le Si et I'Al ne sont pais en évidence dans les végétaux. Dans un

premier temps, une attention plus particuliere peréée sur ces éléments.
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Figure 45: Proportions des éléments chimiques présts au sein de I'espéce Phalaris
arundinacea.

La Figure 46 met en évidence les proportions déséhts chimiques présents a la

surface d’'une tige immergée de I'esp@tmlaris arundinaceavec du biofilm.
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Figure 46 : Proportions des éléments chimiques préats a la surface d’'une tige immergée de

I'espéce Phalaris arundinacea avec du biofilm.

La Figure 46 montre que des éléments chimiques @i, le Si, Le Mn et le Fer
apparaissent au sein de la surface du végétalslgndéisences sont directement issues du
biofilm car ces éléments n’apparaissent pas a ljapaEDX effectuée a la surface de
I'hélophyte. Les éléments les plus souvent retrewsant le silicium, le fer et le manganese.
Ces résultats montrent que le silicium, indépendaninde la station de prélévement, est
toujours trés majoritaire par rapport aux autresménts chimiques. Cela est fortement
attribué a la présence de diatomées. Cependanprégmortions des éléments chimiques
changent selon les mois de prélevements, par coestcelles changent selon le biofilm.
Comme le temps d’'immersion n’est pas controlé,sil probable que les variations des
proportions de chaque élément chimique soit dépdadadu temps de colonisation. Dans

I'optique de mieux suivre I'évolution des propor#de ces éléments au cours du temps, des
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supports bambous séchés sont utilisés. Ces dersomtsa la fois rigides et inertes par
conséguent, ils ne se déforment pas au contactale De plus, I'utilisation de ces supports
permet de s’affranchir des échanges entre le «a&égi@ant » et le biofilm. L'inconvénient

de ce support est sa richesse en Silicium. Towtefbine contient pas d’autres éléments

exceptes le P (1 % atomique).

l11.4.3.1.2./Analyse sur supports de Bambous séchés

Plusieurs supports ont été introduits au niveauadstation ZB, AV et TR. Ces
derniers sont prélevés individuellement a chaquepegne pour chaque station, pendant que
les autres supports sont laissés immergés. Popoinhdonné, les supports ont été installés le
méme jour afin de contrdler le temps d’'immersion.

La Figure 47 met en évidence I'évolution des prapos des éléments chimiques présents au

sein d’un biofilm constitué a la surface d’un sup@mbous immerge.
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Figure 47 : Evolution des proportions des élémentshimiques présents au sein d’'un
biofilm a la surface d’un support bambou immergé ZB).

La Figure 47 montre que dans cette zone, les éksnanimiques prématurément
retrouveés (12)) sont I'Al, S, K, Ca et Fe. Lorslgude, le Si étant déja incorporé au support,
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ce dernier ne sera pas étudié. Les proportionsldeum sont plus importantes apres 12 jours
de colonisation, par conséquent, ce dernier esfgiét au biofiim. Apres 29 jours de
colonisation, il apparait que le Mn et le P sosispnts dans des proportions non négligeables.
Apres 77 jours d'immersion (fin de I'expérience jutlet 2007), I'élément chlore apparait au
sein de tous les autres éléments. Cependant,dpsrtions des composés chimiques évoluent
fortement, notamment, le Mn ne représente pluslguedes éléments chimiques totaux. Ces
résultats montrent que pour une méme station, taposition chimique a la surface des
biofilms évolue au cours du temps. Les résultatgd amsi confirmés par la Figure 48, qui
indique I'évolution des proportions de ces élém@nésents au sein d’un biofilm a la surface

de supports bambous immergés (station AV et TR).

704
100

2 60y TR15/05 "é T_R 02_/07

s 50 t=28 T 801 t =56

S 40 2< 404

z o2

EE % 32 40

s 2 S2 0

5 10 4 S 0l

E R < _

2 qlNa Mg A S P S C K CaTi M Fe Mg Al Si P S CI K Ca Mn Fe
Eléménts chimiques Eléménts chimiques

> 1204 AV 26/04 o 100+

=" t=12] S o AV 15/05

== ES 60| t = 29]

2= ¥ R

%‘_“ 40 4 8%

P Se 2

_g 0 T T T T T T T T T 1 -g’— 07

= Mg A S P S O K CaT M F || = <20NaMgA S P S Cl K CaTiMnFe

Eléménts chimiques éléments chimiques

Figure 48 : Evolution des proportions des élémentshimiques présents au sein d’'un biofilm a la
surface d’'un support bambou immergé (AV et TR).

La Figure 48 montre que I'élaboration des biofilsws les supports est différente selon la
station. En effet, au niveau de la station AV, apt2 jours d'immersion, le support n'a pas
été colonisé et seulement aprés 29 jours, queldgésents chimiques apparaissent
notamment le Fer, le Mn, I'Al et le Na, le K alayg’au niveau de la station TR, aprés 8 jours
seulement, le support a été colonisé en faisardrajipe 11 éléments (Silicium exclu) avec

majoritairement du Mn et de I'Al. Les résultats ombntré que la présence et les proportions
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des composés chimiques sont variables selon le stedfi;pmmersion et les stations de
prélevements, par conséquent, selon les eaux dacsurl’incorporation des éléments
chimiques au sein des biofilms, est dépendantstdésns étudiées.

111.4.3.1.3/ Analyse sur supports plastiques

La Figure 49 montre un biofilm qui s’est dévelooé un support plastique installé au

niveau de la station ZB (1 mois de contact).
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Figure 49 : Composition chimique d’un biofilm issud’un support plastique

La Figure 50 montre un spectre EDX du support jgast

Echelle = 20 coups/s

1]
ke¥

Figure 50 : Spectre EDX du support plastique

Le support plastique a permis de mettre en évidemes les éléments chimiques du
biofilm au niveau de la station ZB car la surfacesdpport ne contient aucun de ces éléments

a I'exception de I'oxygene et du carbone. Commecgaémment, les éléments chimiques
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retrouvés dans le biofilm sont les suivants : legnésium, I'aluminium, le silicium, le
phosphore, le soufre, le potassium, le calciummbnganése et le fer. Ces résultats sont
corrélés avec ceux obtenus sur les supports bandy@ug eu un méme temps d’'immersion
dans I'eau. Au sein des biofilms, certains élémentg présents sous formes d’oxydes (fer,
aluminium, manganese) comme il est décrit dangtéadture (Hiernaux, 2005). Ces éléments

doivent intervenir dans la structure du biofilmaessi dans les processus rédox.

Les analyses EDX de la surface au cours du tempseomis de montrer I'influence du temps
de colonisation sur I'évolution des proportionsrertbus les éléments chimiques présents a la
surface des biofilms. Par conséquent, I'étude siéva alors porté sur la répartition des

éléments chimiques au sein d’un biofilm.
[11.4.3.2/ Etude de la répartition par €élément cigjne
Cette approche est possible grace a la microandygei a permis de réaliser une

cartographie par élément chimique. Les Figures 58 @montrent la répartition des principaux

éléments chimiques retrouvés dans les biofilmshgpigues issus des stations (Mn, Si, Al,

Fe, Ca, S, K, P, CI) et obtenus par microanalyses X

Figure 51 : Répartition des éléments chimiques majes (Mn, Si, Al, Fe , Ca) au sein de biofilms
par microanalyses X (date du prélevement Mars 200Gtation ZB)

116



CHAPITRE | |1 : DIAGNOSTIC SUR LE LAC DE RIBOU

Figure 52 : Répartition des éléments chimiques (S\n, Fe, Al, Ca, CI, P, K) au sein de biofilms
par microanalyses X (date du prélevement Mars 200Gtation ZB)
Sy

N
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Figure 53 : Répartition des éléments chimiques (SUn, Fe, Al, Ca, S, P, K) au sein de biofilm
par microanalyses X (date du prélevement Mars 200Gtation ZB)

Figure 54 : Répartition des éléments chimiques (Sin) au sein de biofilm par microanalyses X
(date du prélevement Octobre 2006, Station TR)

] R TTE L :‘ 3
P

Figure 55 : Répartition des éléments chimiques (Mr5i, Ca, S) au sein de biofilm par
microanalyses X (date du prélévement Octobre 2006tation TR)

=g AL )T

Figure 56 : Répartition des €léments chimiques (Mri, Ca) au sein de biofilm par
microanalyses X (date du prélévement Octobre 2006tation TR)
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Les Figures 51 a 56 montrent que les biofilms priesg une hétérogénéité. Certaines
de ces figures mettent en évidence que la présneeanganese apparait plus marquée sur
les premiéres couches du biofilm alors que lordgumnlonisation par les diatomées est plus
importante (Figure 51 : accentuation par le cotgrds I'image, en blanc a droite ; Figure 54,
55 et 56 : le silicium est indiqué avec des redesgt le Mn est indiqué avec des cercles
(localisation des points blancs), le manganése rafipaoins présent. Lors des premieres
étapes de formation du biofilm, les bactéries dest principales « colonisatrices » dont
certaines sont capables d’oxyder le manganése (gyacoll, 2007). Le Mn ainsi incorporé
sous forme dissoute (forme Kfndans les eaux naturelles) au sein du biofilm slexy
majoritairement en Mn©(Miyata et coll, 2007). L'incorporation du Mn sur les premiéres
couches serait liée a la présence des bactérimstadt plus que sur toutes les observations
réalisées au cours des 6 derniers mois, le mangatas surtout présent sur ces premieres
couches de biofilm. Au sein d’amas de diatoméegufiei 51, Mn, droite), le manganése
n'apparait pas ou peu a I'analyse EDX. Sur cessdae bactéries sont moins présentes. Les
bactéries semblent jouer un réle plus importantlgaaliatomées dans I'incorporation du Mn
au sein d’un biofilm. Il faut noter que lorsqu’uiofiim est suffisamment épais, le faisceau
d’électrons (pénétration de quelques micrométres ¢ matiere) n’atteint pas les premieres
couches de la « matrice » qui sont coloniséesgsabactéries. Par conséquent, le manganése
qui est trés présent dans les premiéres couchsispae mis en évidence.

Parmi les autres éléments, le silicium est aus8sgmt au niveau des diatomées
puisqu’il est le principal élément constitutif dauts parois (Germain, 1981). De ce fait, en se
référant aux résultats de microanalyse X, la p@Esale diatomées contribue fortement a la
présence de silicium au sein d’'un biofilm.

L’Al est présent sur toute la surface. Cependdrgst souvent trés présent dans les
zones des biofilms riches en diatomées (Figure BBL pourrait se lier aux diatomeées
(parois de silicium). En effet, il existe dans Eture de nombreux complexes a base de Si et
d’Al, comme nous I'observons sur la Figure 53 (lmgdlancs) par conséquent, il semblerait
alors possible que des complexes Si-Al puisseniedgmt se constituer sur les parois des
diatomeées.

Le Ca, le S et le P sont aussi retrouvés dansdéris. Bien que ces €léments soient
constitutifs des plantes, ces derniers apparaissams les zones en présence de biofilms
(Figure 53). Le S, le P sont également des coastitudes microorganismes en général et le

Ca intervient également dans les processus mégaieslide ces derniers.
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Le fer est retrouvé sur toutes les couches dullmiagdn présence ou non de diatomées
(Figure 51 et 52). De plus, le fer peut appardiige présent sur les premieres couches de
formation du biofilm surtout en période estivaleel® dépend certainement de la
concentration et de la spéciation de cet élémemteoo dans I'eau et dans les biofilms. En
effet, les résultats obtenus lors de la campagnprélévement de juillet 2006 mettent en
évidence la présence de fer sur les biofilms épighgs. La Figure 57 met en évidence la
composition chimique de la surface d’un biofiimppitique observé au MEB/EDX.

i Echelle = 4 coups/s

Figure 57 : Analyse MEB/EDX d’un biofilm épiphytique
(Prélevement juillet 2006 : Concentration en Fesdaau : 3,59 mg/L ; en Mn : 2,14 mg/L, Oxygene

dissous : 2 mg/L)

La Figure 57 montre que le milieu est plutdt réductcar la concentration en oxygéene est de
2 mg/L, ce qui peut s’expliquer par le fait quetme est recouverte de lentilles d’eharina
minor). Il faut noter des concentrations en fer (3,59lnhgt en manganese (2,14 mg/L)
élevées par rapport aux autres campagnes de préat® Comme le milieu est appauvri en
O, un relargage des sédiments de ces élémentsregnémt probable. En effet, en milieu
réducteur, le Fer Il sous forme d'oxydes est rédan Fer Il soluble dans l'eau. Les
concentrations importantes en fer dans I'eau pdusepliquer les observations obtenues au
sein du biofilm (présence d’'un pic a 6,5 keV copmslant au Fe, Figure 57 spectre). Ces
résultats sont corrélés avec les proportions daufariveau des bambous sur certaines stations
(TR et ZB) qui augmentent lorsque le biofilm espesé aux eaux estivales. La présence

d’osmium et de silicium est liée au traitement dxfilm effectué pour I'observation au MEB.
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Conclusion partielle

Cette étude a permis de mettre en évidence desmmofur 11 végétaux préserits
situ. Les biofilms semblent spécifiques des trois stetide prélévements d’'un point de vue
microbiologique et chimique. En effet, les propams entre les algues, les diatomées et les
cyanobactéries varient au cours du temps et sebsthtions. Durant le printemps, les algues
se développent dans 'eau et apparaissent dansfienbavec les cyanobactéries qui ne sont
jamais majoritaires dans ce dernier. De plus, d&tide a également abouti a une meilleure
compréhension de la répartition des éléments chiesigdans un biofilm épiphytique. Les
proportions de ces éléments sont variables au chutemps et aussi selon les stations. En
effet, nous avons montré que les biofilms élabdigectement au niveau de la station TR qui
est la plus anthropisée, le biofilm se formait ptapidement (8 jours)Tous ces résultats
laissent supposer que le biofilm apparait comme umarqueur du milieu naturel qui est
certainement lié a une qualité d’eau.

Contrairement a des analyses d’eaux qui sont tooptpelles, les biofilms épiphytiques étant
la résultante d’'une eau qui a évolué au cours thpdge pourraient permettre un meilleur
diagnostic grace a la présence des différents safalgues, diatomées, cyanobactéries) et aux
especes chimiques (Fer, Mn, Si, Ca, P) qui les ogent. En plus de I'aspect diagnostic, les
biofilms doivent aussi apporter leurs contributiolams 'amélioration de la qualité d'une eau
(Bourgues et hart, 2007 ; Quintelas et coll, 2009).

Sachant que les biofilms épiphytiques contiennenhambreuses espéces chimiques
comme le Fe, Mn, Si, Ca et bien d’autres, nous s\apposé que l'incorporation de ces
éléments dans le biofilm contribuerait simultanémanleurs éliminations dans les eaux
correspondantes. Comme I'étude directe au sein whilieu naturel ne permet pas d’évaluer
les potentialités épuratoires des biofilms épipjugs, une étude des biofilms en milieu
contrélé, au sein d’'un bioréacteur, s’est avéréerdgelle dans le but de mieux comprendre

I’évolution des biofilms au cours du temps et leampacts sur les eaux naturelles.
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Ce chapitre traite de l'impact d'un biofilm élaboré en laboratoire dans un
bioréacteur sur la composition d’'une eau naturelle,elle-méme utilisée pour son
élaboration. Afin de s’affranchir de la complexité des intérao entre les macrophytes et
les biofilms, seuls ces derniers ont fait I'objéétddes sur supports inertes (billes de verre).
Le choix des billes de verre est judicieux poussfdurs raisons. D’une part, les billes de verre
sont des supports inertes, par conséquent, auqortagialimentation du biofilm autre que
'eau n’est possible alors que les végétaux exdudien molécules. D’autre part, sous forme
de billes, une surface de contact suffisamment rtapte permet de minimiser la taille du
bioréacteur. Il est également aisé de récupérebiles de verre dans le bioréacteur pour
réaliser toutes les analyses.

Ce sous-chapitre se divise alors en deux partisgrathaque partie est exposeée I'analyse des
parametres physico-chimiques et microbiologiquesroe indiqué ci-dessous :

-L’étude des eaux

- Suivi des parametres physico-chimiques

- Suivi des parametres microbiologiques
-L’étude des biofilms

- Analyse des parameétres physico-chimiques

- Analyse des parametres microbiologiques

Etude des eaux

Dans un premier temps, I'étude porte sur I'évolutde la matiére organique dans
I'eau au cours du temps. Cette MO est modifieedergélaboration du biofilm.

Les paramétres suivis sont le COT et COD dansdes érutes puis dans les eaux
fractionnées. L'étape de fractionnement a pouratibjde montrer I'évolution de COD dans
les différentes fractions des eaux (hydrophobesphilique et hydrophile).

Des études complémentaires par fluorimétrie 3D peent d’étudier I'évolution des
fluorophores A et T correspondant a des types tistances humiques puis les fluorophores
C et T pour mettre en évidence I'activité microlvien

La pyrolyse GC-MS effectuée sur les extraits salide HPO et TPH obtenus par
lyophilisation a également été utilisée afin detreeén évidence différents fragments. Ces
fragments peuvent étre le témoin de la transfoonatie la MO apres passage dans le

bioréacteur.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié I'éaoiutes éléments majeurs (Ca, Si)
et mineurs (P, Mn, Fer) au cours du temps par IE&S-Qes éléments chimiques au sein des
biofilms sont tres représentés et contribuentsirlecturation des biofilms (Hiernaux, 2005).

Dans un troisieme temps, un suivi microbiologiquétta effectué dans les eaux
(Diatomées, algues, cyanobactéries), ainsi qu'uwi sle population totale bactérienne et

I'étude des communautés par biolog GN2.

Etude des biofilms

Pour cette étude, nous rappelons que les biofilm#® mis en suspensions/solutions
de maniere identique dans 200 mL d’eau par traiéraex ultrasons (cf chapitre 11). Sur ces
suspensions/solutions, des mesures de COT, COL[@s(djtration), d’azote total et de
fluorimétrie 3D ainsi que les analyses des métapxes minéralisation) ont été réalisées par
ICP-OES. Les analyses microbiologiques (alguestébas, diatomées) et I'étude des
communautés par biologs GN2 ont été réalisées adéenmeadentique a celles des eaux. Enfin,
aprées lyophilisation de ces suspensions/solutioms étude des biofilms par pyrolyse CG-SM
a été effectuée.

Les eaux eétudiées sont issues des statioBs (prélevement le 4 mars)AV
(prélevement le 17 février 2008) ER (1 eau prélevée le 27 janvier 2008 et une autue ea
prélevée le 17 mars 2008 sur cette méme statioel@wpR2) dont les prélevements ont été

effectués pendant la période hivernale duranhEan2008 (de fin Janvier a mi Mars).

IV.1/ SUIVISDES PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES DANS LESEAUX AVANT ET
APRESPASSAGE AU SEIN DU BIOREACTEUR

IV.1.1/ Evolution des concentrations en COT, CODd'azote total et dissous au sein des
eaux étudiées

La Figure 58 montre I'évolution du COT, du COD, kezote total et de I'azote
dissous sur les difféerentes eaux testées en eptrémrtie et dans le réservoir de récupération.
Sur cette Figure, sont représentées les concemsatin fonction de la durée de colonisation

(jours).
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NB : Pour la station TR, seule les mesures de CONlt@al sont présentées car le

COD et Ndissous n'ont pas été déterminés dans emipr temps.
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Figure 58a : Evolution des concentrations en carlm®et azote au cours du temps
('eau alimentant le bioréacteur est issue de latitn TR) avec t en jours (précision = 0,2 mg/L)

NB : at=0 et & t=2, les valeurs de COD et d’N digs n’ont pas été mesurées.
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Figure 58b : Evolution des concentrations en carbmet azote au cours du temps

('eau alimentant le bioréacteur est issue de latihn AV) avec t en jours (précision + 0,2 mg/L)
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Figure 58c : Evolution des concentrations en carlmet azote au cours du temps

('eau alimentant le bioréacteur est issue de latghn ZB) avec t en jours (précision + 0,2 mg/L)
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Figure 58d : Evolution des concentrations en carbmet azote au cours du temps

(L’eau alimentant le bioréacteur est issue de latidn TR) avec t en jours (précision + 0,2 mg/L)

Figure 58 : Evolution des concentrations en carbonet azote au cours du temps (jours) avant et
apres passage dans le bioréacteur.

Comparés aux valeurs des entrées, les résultatenusbt montrent que les
concentrations en COT et COD sont toujours Iégénesigpérieures en sortie de bioréacteur
pour toutes les eaux étudiées. Cette différenc€@® et COT entre entrée et sortie est

variable en fonction du type d'eau et du temps dmmisation. Cet apport de carbone
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organique issu du bioréacteur peut avoir plusieuigines. Sans exclure la possibilité de
relarguage de carbone issu des tuyaux en polynweedres voies de production de MO sont
possibles comme :

- par photosynthése (en particulier pour I'eauadsttion TR (Figure 58d)).

- par le biais d’exudats de bactéries (Flemmingpét 2007),

- par des décrochages de biofilms tels ceux obsezmésortie a t=9 jours pour la

station TR (Figure 58d, t = 9).

En résumé, ces résultats ont montré une tendanoe augmentation du COT et du

COD apreés passage au sein du bioréacteur poustmsteaux testées. Par conséquent, dans

ces conditions opératoires, le biofilm ne condas p un abattement de ces deux parametres.

La Figure 58 ne montre pas d’évolution des coneéintis en azote total et dissous
excepté pour I'eau de la station TR (Figure 58damartir du 9eme jour, un abattement a été
observé. Comme nous le verrons plus loin, le lmofile cette eau est significativement plus
épais que les autres biofilms avec la présencgukal pour expliquer une meilleure efficacité

de I'élimination de I'azote par le biais de la pteynthése.

IV.1.2/ Fractionnement des eaux apres passagésinerXAD-8 et XAD-4.

Les variations de COD entre entrée et sortie ny@as permis de tirer des
conclusions claires, nous avons réalisé un frasgorent par passage sur résine XAD afin de
suivre d’éventuelles transformations de la MO naible par des mesures de COT et de
COD. Pour réaliser ces expériences dans le piedecaux d’alimentations et traitées par le
biofilm ont été fractionnées en différentes fragsio hydrophiles, hydrophobes et
transphiliqgues. Ces dernieres composent ainsi ladd©eaux de surfaces (Leenheer, 1981 ;
Leenheer et Croué, 2003).

IV.1.2.1/ Proportion de COD entre les fractions royphobes, hydrophiles et

transphiliques.
La Figure 59 représente les pourcentages de CO®ldarfractions obtenues sur des

eaux avant et aprés passage dans un bioréacteur. r€aliser cette étude, le biofilm

développé dans le pilote se situe en phase stair@enf@pres 7 jours).
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Figure 59: Fractionnement des différentes eaux ama et aprés passage dans un bioréacteur
(+/-5 %)

La Figure 59 indique les pourcentages représemtéep differentes fractions du COD
(E = Entrée pilote, R = Récupération pilote). Lescfions hydrophobes (HPO) représentent
environ 60 % du COD, les substances hydrophiled)(Eiviron 15 %, enfin, les fractions
transphiliques (TPH) sont intermédiaires. Ces tatilsont en accord avec les résultats
obtenus antérieurement sur le lac de Ribou (Vialle®®99). Les pourcentages de carbone
dissous entre I'entrée et la récupération ne vagea trés faiblement quel que soit la fraction
considérée.Cependant, la présence de biofilms suggere qu’il § certainement une
activité microbiologique et de la transformation dela MO dans les eaux au sein méme
des différentes fractions.C’est pourquoi,nous avons cherché a vérifier cela et mettre en
évidence limpact du biofilm sur la MO en utilisadies techniques plus sensibles : la
fluorimétrie 3D (parlanti et coll, 2000) et la plyse CG-SM (Bruchet, 1985 ; Bruchet et coll,
1990 ; Demeusy, 2007).
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IV.1.3/ Evolution des fluorophores A et C puis Blet

IV.1.3.1/ Evolution des fluorophores A et C

La Figure 60 présente les résultats des intensies fluorophores A et C
correspondant a des substances humiques a t=(aws d’alimentation) et a t=13jours
(Eaux de récupération traitées par les biofilmgp hiofilms ont été élaborés avec les eaux de
stations AV, ZB et TR2. Les analyses sont réalistedes eaux d’alimentation fraichement

prélevées et les eaux de récupération apres 18 geucolonisation.
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Figure 60 : Suivi des fluorophores A et C au sein'dne eau de station a t=0jours et a t=13 jours
de colonisation (précision 1%)

La Figure 60 montre que les intensités des fluooogdh A sont toujours supérieures aux
intensités des fluorophores C ce qui est cohérest & littérature (Demeusy, 2007). Nous
rappelons que la nature des substances humiques#féstnte entre ces deux fluorophores.
Pour toutes les eaux étudiées, les fluorophores@ant vu leurs intensités diminuées durant
la colonisation des billes par les biofiims. La M@respondant a ces fluorophores a bien été
transformée apres passage dans le pilote. Lorsétielé suivante, nous avons cherché a
mettre en évidence les differences de fluorescethee fluorophores B et T entre
I'alimentation et la récupération. Ces fluorophomsrespondent a l'activité microbienne
(Parlanti et coll, 2000).
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IV.1.3.2/ Evolution des fluorophores B et T

La Figure 61 présente les résultats des intend@éédluorophores B et T a t=0jours
(eaux d'alimentation) et a t=13jours (Eaux de ré&eafion traitées par les biofilms). Comme
précédemment, les analyses ont été reéalisées suedax d’alimentation fraichement

prélevées et les eaux de récupération apres 18 geucolonisation des billes par les biofilms.

2,00E+06 - 1,80E+06
1,60E+06
"= 1,50E+06 - 0 1,40E+06 -
o @ Fluorophore B a1 20E+06 1 @ Fluorophore T
= t=0jours < 1 00E+06 - t=Ojours
£ 1,00E+06 - S .
p= @ Fluorophore B 2 8,00E+05 - @ Fluorophore T
(7] . (%) .
= t=13jours < 6,00E+05 1 t=13jours
£ 5,00E+05 -  4,00E+05 -
2,00E+05 -
0,00E+00 - 0,00E+00
AV /B TR2 AV /B TR2
Stations Stations

Figure 61: Suivi des fluorophores B et T au sein dhe eau de station a t=0jours (eau
alimentation) et & t=13 jours de colonisation (récpération) (précision 1 %)

La Figure 61 indique que les fluorophores B posrdaux des stations AV et TR2, ont des
intensités plus importantes aprés le traitementgsabiofilms et moins importantes pour I'eau
de la station ZB. Ces résultats traduisent bienaatigité microbienne (Parlanti et coll, 2000).
De plus, ces fluorophores ont probablement été&stoamés par les microorganismes de la
station ZB expliqguant ainsi la diminution de leurgensités. Les fluorophores T ont
également subi des transformations dans I'eau ZBR& car leur fluorescence a fortement
diminué. L’augmentation des intensités de ces @flpbores dans les eaux de station AV
traduit également une activité microbienne. Gloiaet, I'apparition ou la disparition des
fluorophores B et T n’est pas simultanée et démksdeaux et des biofilms. Comme il a été
montré précédemment, le COD n’étant pas élimin& @asubit bien des transformations que
nous allons chercher a mettre en évidence paattidnnement des eaux pour visualiser ces

mémes fluorophores B et T.
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IV.1.3.3/ Comparaison des fluorophores B et T atipales eaux préalablement

fractionnées

Les Figures 62 a 64 présentent I'évolution desnsités de fluorescence des
fluorophores B et T au sein des différentes fractigHPO, TPH et HPI) avant et aprés
passage dans le pilote. Dans tous les cas, lacinaetment des eaux est effectué entre les

eaux d'alimentation et de récupération issues degu station.
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Figure 62 : Evolution des intensités de fluoresceeales fluorophores B et T dans les eaux
d’entrée AV fractionnées (EHPO, ETPH et EHPI) et deécupération (RHPO, RTPH et RHPI)
(précision 1 %)

La Figure 62 montre que les fluorophores B n’org paolué dans les fractions HPO entre
'entrée et la récupération mais sont plus impdaesndans les fractions RHPI. Les
fluorophores T ont également des intensités derdiaence plus importantes dans les
fractions HPI des eaux de récupération (RHPI). ivité microbienne est plus marquée dans
ces fractions RHPI. Ces fluorophores sont alorsaderes hydrophiles.
La Figure 63 a montré une différence importanteeetes intensités des fractions

EHPO et RHPO avec une diminution des fluorophorassdes fractions R-HPO et une
augmentation de ces derniers dans les fractionsl RbiRignant comme précédemment une

activité biologique marquée au sein du bioréacteuiout au niveau des fractions RHPI.
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Figure 63 : Evolution des intensités de fluoresceraes fluorophores B et T dans les eaux
d’entrée ZB fractionnées (EHPO, ETPH et EHPI) et deécupération (RHPO, RTPH et RHPI)
(précision 1 %)

La Figure 64 montre I'évolution des intensités Werescence des fluorophores B et T dans

pour les eaux TR2 avant et aprés passage darséatieur.
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Figure 64 : Evolution des intensités de fluoresceeales fluorophores B et T dans les eaux
fractionnées TR2 d’entrée (EHPO, ETPH et EHPI) et @ récupération (RHPO, RTPH et RHPI)
(précision 1 %)

La Figure 64 indigue une nette augmentation demsites des fluorophores B et T, aprés

passage dans le bioréacteur, contenues dansdésrieaRHPO. Les fluorophores T et B sont

plutdét de natures hydrophobes. Il semblerait qaetiVité microbiologique dans les fractions

hydrophobes soit plus importante dans les statamiropisées (Demeusy, 2007). Ces

résultats semblent souligner que la présence dairtepolluants apportés dans le milieu soit

favorable a la dégradation des substances hydreghf@iisant intervenir un cométabolisme

(Labanowski, 2004).
Afin d'illustrer ces résultats, la Figure 65 pnéeles fractions hydrophiles d’entrée

et issues du réservoir de récupération.
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Figure 65 : Spectres de fluorescence des fractiohf| d’entrée et de récupération apres 10 jours
de colonisation sur billes de verres au sein du bigacteur

Ces résultats témoignent que la zone corresporalarftuorophore T a une fluorescence
supérieure dans I'eau issue du réservoir de réatipgr(zone entourée en blanc). De plus, sur
les fractions HPI de I'eau obtenue aprés passageeudu bioréacteur, le fluorophore C
apparait (zone entourée en noir) ce qui montrelemenolécules sont plus hydrophiles par
rapport a celles contenues dans I'eau d’alimentatio

Ces résultats ont montré que le fractionnementede est alors tres pertinent pour mieux
visualiser les fluorophores B et T car ces dernagparaissent aussi tres présents dans les

fractions RHPI et les fractions RHPO.

L’évolution des fluorophores B et T dans les eaaxtfonnées a permis de mettre en
évidence une activité biologique. Afin de caracigrile type de la MO issue de sa
transformation par le biofilm, un fractionnemensd@ux d’alimentation et de récupération a
été nécessaire afin d’analyser directement legidresc HPO et TPH par pyrolyse CG-SM.
L'étude est réalisée sur I'eau prélevée au nivaaladtation AV. Nous rappelons que 40 L
d’eaux d’entrée et 40L d’eaux traitées au niveayithte, sont passées sur résine XAD pour

obtenir les fractions HPO et TPH.
IV.1.4/ Etude des extraits de MO lyophilisés (fraas HPO et TPH) par pyrolyse CG-SM
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IV.1.4.1/ Comparaison des fractions HPO d’entrédeetécupération
La Figure 66 représente les pyrochromatogrammes$aetsons HPO issues des eaux
d’entrée (a) et de récupération (b). Les pics mrent des sous-produits de pyrolyse. Sur

ces deux chromatogrammes, les pics identifiés pacade de couleur ont des présences
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Figure 66 : Pyrochromatogrammes des fractions HPGsBues des eaux d’entrée et de
récupération (eau de station AV)
La Figure 66 montre que les fractions HPO sontescbn composés aromatiques

(phénol, benzene) comme il est retrouvé danst&diure (Demeusy, 2007). Des difféerences
notables sont observées entre les fractions HPGtrde et de récupération et sont liees a

I'activité biologique au sein du biofilm. L'appaoh de plusieurs pics a des temps inférieurs a
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10 min montre bien que les fractions HPO ont étd@ifites par le biofiim. En effet, les
fragments 2-butanone et le toluene présents dandrdetions HPO issues des eaux de
récupération, sont caractéristiques d’'une acthibdogique au sein du bioréacteur (Demeusy,
2007). L'apparition de fragments inconnus (Figude &rcle) sur la MO traitée par le biofilm
est également visible et montre aussi [I'activité crobiologique. Inversement, le
4-meéthylphénol a disparu des eaux d’entrées. Supyeochromatogrammes, des fragments
correspondant a des composeés acides sont égalgaredes ainsi que le furfural qui est un
produit de dégradation des polysaccharides. Lespoeés phénoliqgues sont certainement
issus des polyphénols contenus au sein des substanmiques.

IV.1.4.2 | Les fractions TPH en entrée et récupénat
La Figure 67 présente des Pyrochromatogrammesaldohs TPH issues des eaux d’entrée
et de récupération.
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Figure 67 : Pyrochromatogrammes des fractions TPHssues des eaux d’entrée et de
récupération (eau de station AV)

Les sous-produits de pyrolyse des fractions TPH &sus de la dégradation des
sucres (5-méthyl 2 Furancarboxaldéhyde), de presé{pyridine, dérivés de pyridine), de
lipides Ac-hexadecanoique, Ac hexadecenoique). \pessage au sein d’'un bioréacteur, des
pics correspondant a des sous-produits de polyadadels apparaissent. Ces reésultats
montrent bien que les activités microbiennes ontad a la production de ces polymeéres de
glucides présents dans les fractions TPH.

IV.1.4.3/ Etude semi-quantitative entre certairegyfnents de pyrolyse caractéristique
des fractions HPO et TPH

Le tableau 19 montre I'abondance relative des ptedie dégradation de pyrolyse
entre les fractions d’entrée et de récupératiors @sultats ont été déterminés a partir du
calcul des aires de chaque pic, sachant que katgroportionnelle a la concentration des
éléments présents dans I'échantillon. Comme lesasdrations des éléments ne sont pas

connues, une étude semi-quantitative entre certaimposes de pyrolyse (%) a été effectuée.
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Tableau 19 : Abondance relative des produits de déadation de pyrolyse entre les
fractions d’entrée (E) et de récupération (R) (HPCet TPH) (précision 2 %)

Principaux Pics (%) HPO entrée (%) HPO sortie %)
Xylene 7,96 0
Acacétique 62,45 67,13
Furfural 5,44 4,62
Ac propanoique 6,99 2,77
4-méthylphenol 6,83 0
Phénol 10,3 3,21
2-butanone 0 22,24
Main Peaks TPH entrée (%) TPH sortie (%)
5 méthylfurancarboxaldéhyde 40,62 29,10
Ac Hexadecenoique 42,5 22,75
9 octadecenamide 13,35 14,21
Pics 2 (9,15 min) 3,49 14,85
Pics 1 (6,28 min) 0 19,06

L’apparition de certains fragments de pyrolyse dess fractions HPOs : le 2-butanone
montre qu’'une activité biologique a permis la tfammation des HPOs. Certains pics de
pyrolyse notamment ceux correspondant au xylémae d-méthylphénol ne sont plus visibles
dans les fractions HPOs. Cela montre ainsi que@adyi permet de générer ces produits de
pyrolyse a été transformée lors du passage de Ueaus le bioréacteur. Au niveau des
fractions TPHSs, quelques fragments (ND 1 et 2) epgsent au sein des fractions de MO
obtenus a partir des eaux de récupération. Cesedgrnon déterminés, montrent bien que la
MO a été transformée aprés passage dans le biewéaca MO a bien subi des modifications

aussi bien au sein des fractions HPO qu’au seirfrdetsons TPH.

Conclusion partielle

L’ensemble des résultats obtenus sur la MO a maqieele COT et le COD sont
toujours légerement supérieurs a ceux d’entréesesmondants. Cela peut étre lié a une
production interne de carbone par des activité$ébaanes ou algales au sein du réacteur.
Les variations de COT peuvent également trouver exgication par les processus de

décrochage des biofilms.
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La fluorimétrie 3D réalisée sur les eaux fractiaes@ mis en évidence une réduction
des fluorophores A et C.

La comparaison des pyrochromatogrammes des fractii#O et TPH obtenues en
entrée et en sortie de réacteur a permis de moegalement I'impact de I'activité
microbiologique par apparition ou disparition des@roduits de pyrolyse tels la 2-butanone
et le 4-méthylphénol. Cette observation confirmetaiees observations de la littérature
(Bruchet, 1985 ; Demeusey, 2007).

IV.1.5/ Suivis des éléments majeurs et mineurd@BFOEP

Par la suite, I'étude a porté sur la problématiquexces de phosphore » c’est la raison
pour laquelle, un suivi des concentrations de & tdns I'eau a été réalisé en paralléle avec
le suivi du COT et du COD. Lors de I'étude et powme meilleure visibilité, nous avons
retenu le point t=0jours de I'eau d’alimentatiodespoint a t=10jours.

IV.1.5.1/ Dosage du phosphore total par ICP-OES

La Figure 68 indique les concentrations en P gotx® (Eau d'alimentation du

bioréacteur) et a t=10jours (aprés passage danisré&acteur) pour les 4 stations considérees
TR, AV, ZB, TR2.
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Figure 68 : Evolution des concentrations en Phosphe avant et aprés passage dans le
bioréacteur (t=10jours) a partir des eaux prélevéea différentes stations (Précision : +/- 5 pg/L).

La Figure 68 montre I'évolution des concentratiales P avant et apres le bioréacteur a

biofilm & partir des eaux prélevées sur les difieae stations. Pour toutes les eaux testées, un
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abattement des concentrations en phosphore edicziimement observé a t=10 jours. Pour

une méme durée de colonisation, le P n’est paspoo® de maniéere similaire.

En effet, les concentrations en P des eaux del@stAV passent de 300 a 100 pg/L, et les
eaux issues de la station TR2 ont des concentsatjohpassent de 220 a 140 pg/L. De plus,
nous pouvons noter une diminution du P dans lap&ation qui est peut étre liée a la

formation de biofilm sur les parois du réservoipeta des processus de précipitation, voire a

une moins bonne assimilation du phosphore pai@ridu pilote.

En résumé, les biofilms incorporent bien le P cunstituent un élément nutritif important
pour les bactéries, les algues et les diatomés=nable dépendre des caractéristiques des eaux

(formes chimiques du P, concentrations).

IV.1.5.2/ Suivis des éléments majeurs

Comme pour le P, la Figure 69 indique les conceatra en Ca, K, Na, Si et Mg a
t=0jours (eau d’alimentation du bioréacteur) etE0fours (aprés passage dans le bioréacteur)
pour les 4 stations considérées TR, AV, ZB, TR2.
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Figure 69 : Evolution des concentrations de Na, C&, Mg et Si a t=0jours (alimentation) et a
t=10jours (sortie, récupération) pour les eaux dedifférentes stations (précision : +/- 0,5 mg/L)

Globalement, les différences de concentrations anQ4, K, Mg, Si entre I'alimentation a
t=0jours et la sortie/récupération a t=10jours o pas tres marquées avec ces éléments. Ces
derniers sont peu incorporés dans les biofiims'etgendrent pas de grandes variations de
concentrations dans les eaux. Un abattement dél@eents dans les eaux est cependant plus
marqué dans les eaux de la station TR2 ce quielaigpposer que le biofilm constitué avec

cette eau est plus favorable a leurs incorporatjoiesles autres biofilms.
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IV.1.5.3/ Suivi des éléments mineurs au sein daul’e

Le biofilm incorpore assez facilement des élémenitseurs comme le Zn, le Mn, le
Fer, I'Al au sein des biofilms (Parinet, 2005 ; Hiigux, 2005). L'étude a alors porté sur le
suivi de ces éléments dans les différentes eaaf pours (alimentation) et a t=10jours (sortie
et récupération)

La Figure 70 montre I'’évolution des concentratiensZn, Fe, Mn et Al avant et apres

le bioréacteur a biofilm a partir des eaux prélevé@différentes stations.

Zn Fe
35 ~ 2000 -
1800 +
~ 307 5 1600
< = @ t=10j t=0 Entrée
S 25 2 1400
2 20 @ t=0j Entrée @ 1200 -
b c — . — . .
S mt=10j Sortie S 1000 B t=10j t=10j Sortie
© 15 O t=10i récupérati S 800 -
= =10j récupération = ] 0t=10} t=10]
g 101 g 600 récupération
200 +
0 04
Eau Eau Eau Eau Eau Eau Eau Eau
TR AV ZB TR2 TR AV zB TR2
Mn Al
700 2000 -
600 _ 1800
- ~ 1600 |
2 500 S 1400 -
s O t=0j Entrée & 1200 - @ t=0j Entrée
@ 400 A @
2 W t=10j Sortie .S 1000 - B t=10j Sortie
E 300 AR wA L . E 800 - A WA . .
= 0O t=10j récupération = 0O t=10j récupération
8 200 | 3 600 |
5 S 400 -
o | O
0 4O 0 -
Eau Eau Eau Eau Eau Eau Eau Eau
TR AV /B TR2 TR AV ZB TR2

Figure 70 : Evolution des concentrations de Mn, All-e et Zn & t=0jours (alimentation) et a
t=10jours (sortie, récupération) dans les eaux deafifférentes stations (précision : +/- 5 pg/L).

Pour toutes les eaux étudiées, les concentratienshdcun de ces éléments ont
significativement diminuées. A t=10jours, il eshater que cette diminution est différente

selon les stations étudiées et que les métauxmigas incorporés de maniere identique dans
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les biofilms. En 2007, Miyatat coll, a stipulé que l'incorporation des métaux dans les
biofilms dépendait de leurs concentrations dans dasx, de leurs spéciations et par

conséquent de la composition physico-chimique des.e

IV.1.6/ Suivis du pH, de la conductivité, températet turbidité dans les eaux avant et aprés

traitement dans le bioréacteur.

Le tableau 20 indique les valeurs moyennes de 4nperes physico-chimiques
mesurés en entrée, en sortie et récupération déasteur (pH, Conductivité, Température,
Turbidité).

Tableau 20: Valeurs moyennes de 4 parametres physichimiques : pH, Conductivité,
Température et Turbidité pour les stations TR a deu périodes, AV et ZB

Valeurs moyennes (sur 3 ou 4 valeurs

Eaux pH Conductivité (uS/cm) |Température (C) [Turbidité (NTU)
Entrée 7,42 364 16,9 2,6
Sortie 7,19 358 19,8 2,1
TR récupération 7,27 363 18,7 1,8
Entrée 6,95 328 18,1 20,5
Sortie 6,89 325 19,7 3,9
AV récupération 7,06 332 18,8 3,5
Entrée 7,14 309 18,8 4,1
Sortie 7,13 310 20,3 3,3
ZB récupération 7,16 309 19,3 2,2
Entrée 7,45 292 16,2 17,3
Sortie 7,3 295 17,5 13,6
TR2 récupération 7,3 290 16,8 9,5

Précision pH : +/- 0,1 unité pH ; Conductivité : 2/uS/cm ; Température : +/- 0,1°C ; Turbiditéd- I+ NTU

Les résultats montrent que les variations de pifedas entrées, sorties et récupérations sont
tres faibles ce qui signifie que le pH est plutabte au cours du temps, au méme titre que la
conductivité. En revanche, les valeurs de tempéraugmentent |égerement apres passage
au sein du bioréacteur (sortie située hors dedeepchauffée) car I'eau se réchauffe dans le
bioréacteur placé dans la piéce chaude (30°Cuibadité est diminuée apres passage dans le
bioréacteur. L'eau AV utilisée pour élaborer lefthin AV est trés riche en MES mis en

évidence par une forte turbidité moyenne au seinedeix d’entrées (20,5 NTU) alors qu’en

sortie, ce parametre a été divisé par 5. Les eaworie du bioréacteur ont été clarifiées.
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Conclusion Partielle

Ces travaux ont montré que I'élaboration du biofillengendrait pas d’élimination du
COT et du COD dans nos conditions opératoires. &p#, le fractionnement des eaux, la
fluorimétrie 3D et la pyrolyse CG-SM ont mis endace une transformation de la MO pour
toutes les eaux testées.

L’étude de l'évolution des concentrations en éléserhimiques des eaux brutes
traitées par les biofilms a montré que les élémerdgeurs (Na, Mg, Ca) étaient faiblement
éliminés dans les eaux alors que le P et les élsnmeimeurs (Al, Fe, Mn) le sont fortement.
De plus, pour toutes les eaux testées, une diroimuwde la turbidité a été observée apres
passage dans le pilote.

Nous avons ensuite effectué un suivi des parameti@sbiologiques dans les eaux et
dans des conditions contrélées car ces derniemesilmeent fortement a la formation du

biofilm. La composition des biofilms dépend deséegs biologiques présentes dans les eaux.
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1V.2/ SUIVISDES PARAMETRES MICROBIOLOGIQUES DANS LES EAUX

IV.2.1/ Dénombrement d’algues, de diatomées etydaabactéries

La Figure 71 représente I'abondance relative ediittdmeées, algues et cyanobactéries
(%) au niveau de l'eau d’alimentation issue de tatien TR2 (notée E), de l'eau de
récupération (notée R) et au sein du biofilm, ercfion du temps. Les eaux utilisées (entrée)
dans I'élaboration du biofilm TR2 sont issues d'wt&ion qui est tres anthropisée avec une
concentration en COT proche de 10 mg/L, en azotal, tproche de 6 mg/L et des

concentrations en P total comprises entre 0,12em@y/L.
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Figure 71 : Abondance relative entre les différenteespeces présentes avant et apres passage
dans le bioréacteur et au sein du biofilm TR2 corrgpondant (E : entrée, R : récupération)

La Figure 71 montre que I'eau a t = Ojours contieajoritairement des diatomées (environ

60 %) et minoritairement des algues (20 %) et ges@bactéries (< 10 %). Cependant, I'eau

d’alimentation évolue au cours du temps. C'est goor, a chaque prélévement, il est

nécessaire de suivre simultanément la compositohedu d’entrée et de récupération. Les

résultats obtenus montrent que les conditions @u cie bioréacteur sont favorables aux

cyanobactéries car ces derniéres représentent uncgpoage tres élevé dans les eaux de
récupération. En effet, pour le jour 13, les cyawbéries représentent pres de 60 % de
'ensemble du « phytoplancton ». Cependant, au scalw temps, le pourcentage de

cyanobactéries augmente aussi dans les eaux @entis reste plus élevé dans les eaux de
récupération. Le biofilm TR2 contient trées majdrganent des algues> 60 %) alors que les

diatomées et les cyanobactéries représentent ws fplble pourcentage (< 20 %). Ces
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résultats montrent que les algues auraient unelems! affinité a se fixer au support et
éeventuellement a se multiplier, alors que les chanteries sont retrouvées en suspension
dans I'eau du fait des conditions physico-chimiggesleur sont favorables. Des observations
antérieures (De Nardi, 2007) ont montré que pendaest périodes de blooms de
cyanobactéries dans le lac de Ribou, c'est-a-disgjli’elles sont majoritaires en suspension,
elles sont minoritaires dans le biofilm. Les résislitobservés corroborent ainsi les données
obtenues en 2007. Nous nous sommes alors intéraggdsiofiims élaborés a partir d’eaux

issues de stations différentes.

La Figure 72 représente I'abondance relative aefittdmeées, algues et cyanobactéries (%) au
niveau de I'eau d’alimentation prélevée au nivealakone de baignadé€notée E), de I'eau

de récupération (notée R) et au sein du biofilmfoastion du temps.
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Figure 72: Abondance relative entre les différentesspeces présentes avant et aprés passage
dans le bioréacteur et au sein du biofilm ZB corrgsondant (E : entrée, R : récupération)

La Figure 72 montre que I'eau a t = Ojours (0j) teamt majoritairement des algues (environ
50 %) suivi des diatomées (environ 30 %) et desalyacteries (environ 10 %). Aprés avoir
stocké I'eau a 4°C et a I'obscurité, les diatoméegiennent prépondérantes (t = 2jE, 9jE,
12JE) dans les eaux d’alimentation alors que lggied sont majoritaires dans les eaux de
récupération (40 a 50 %) avec un pourcentage deobpatéries également plus important qui
est compris en moyenne entre 20 et 40 %. Commegeéumment, les pourcentages relatifs
des algues et des cyanobactéries sont plus impodans I'eau de récupération a I'exception
du jour 12 ou les diatomées redeviennent majoegaflO — 50 %). Au sein du biofilm, ces

dernieres représentent pres de 60 %. Ces réswdtatent que les diatomées auraient plus
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d’affinitées a se fixer et aussi a se multiplier sein du biofilm dans nos conditions
opératoires.

La Figure 73 représente I'abondance relative aefittdmeées, algues et cyanobactéries (%) au
niveau de I'eau d’alimentation prélevée au niveaulal station AV (notée E), de I'eau de
récupération (notée R) et au sein du biofilm, ercfion du temps.
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Figure 73 : Abondance relative entre les différenteespéces présentes avant et aprés passage
dans le bioréacteur et au sein du biofilm AV corrggondant (E : entrée, R : récupération)

La Figure 73 montre que l'eau a t = OJE contiers leémes proportions d’algues et de
diatomées (environ 30-40 %) et des cyanobactéeiegron 10 %). Comme précédemment,
une modification des proportions entre ces micranigmes dans les eaux d’entrée est
notable. Cela est marqué surtout par de fortesoptiops de cyanobactéries pouvant dépasser
les 50 %. Dans les eaux de récupération, les algpedsentent environ 30 % alors que dans
les eaux d’entrée, elles ne représentent qu’envBd@r. Cependant, les cyanobactéries
restent majoritaires dans I'eau de récupérationif@m 40 %). Le biofilm est composé de
diatomées et d’algues dans les mémes proportidhs @ %) et de cyanobactéries (environ
10 %).

Dans les 3 cas, I'étude a montré qu’apres passateld bioréacteur, les proportions d’algues
et de cyanobactéries augmentaient. L'eau passe dampérature ambiante (environ 20 °C) a
30 °C favorable aux développements des cyanobest&ti des algues. L’évolution des
proportions entre ces communautés au cours du teldypsnd des eaux étudiées. De plus,
tous les biofilms sont différents d'un point de vdes proportions entre les algues, les
diatomées et les cyanobactéries ce qui montre Qieis dépendent initialement de la
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composition de I'eau et par conséquent des espgésentes dans les eaux. Cependant,
méme si les cyanobactéries sont souvent prépordérdans I'eau par rapport aux autres
taxons, elles ne représentent que 10 a 30 % awsgirbiofilm issu d’'un réacteur a billes de
verre. Ces résultats sont du méme ordre de grapadeuapport a un biofilm épiphytique (De
Nardi, 2007).

IV.2.2/ Détermination de la population totale baeténe

Les bactéries étant les premiers microorganismeadjierent a un support, il semble
alors pertinent de suivre I'évolution de leurs camtcations dans I'eau car ce parameétre doit
intervenir dans la formation du biofilm.

La Figure 74 indigque la population bactérienneléotvant et apres passage au sein d’'un

bioréacteur au cours du temps.
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Figure 74 : Evolution des populations totales dedrtéries avant et apres passage dans le pilote
(précision de la méthode : £ 10 %)
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La Figure 74 montre que les concentrations bactéei® au cours du temps évoluent
peu avant et aprés passage dans le bioréacteantepches le plus souvent de® Hml
indépendamment des eaux étudiées. Les eaux datitansTR2 (date du prélevement : Mars)
contiennent des concentrations supérieures®®/Ml durant toute la durée de I'élaboration
du biofilm alors que les eaux des autres stations des concentrations trés souvent
inférieures a ce seuil (1®/ml). L’eau prélevée sur la station TR2 est pluke en bactéries
ce qui est certainement liée aux apports anthregigmportant ayant lieu pendant cette

période de I'année apportant ainsi des nutrimexwsriibles a leurs croissances.
Synthése des résultats et corrélations par 'apprde multidimensionnelle

Bien gu’un peu fastidieuse a appréhender, I'étieusge des données sur les eaux a
fait apparaitre certaines tendances qui devraienvar confirmées lors d’'une analyse
multidimensionnelle. Nous avons donc réalisé unePAfrenant en compte tous les
parametres mesurés sur les eaux d'entrée et deémation. Dans cette approche, 4
composantes ont été extraites qui représentenints&6,6% de la variance totale comme le
montre le tableau 21.

Tableau 21 : Matrice des composantes établie a partdes parametres physico-

chimiques et microbiologiques

Composantes
1(29,26%) | 2(20,28%) | 3(15,71%) | 4(11,64%)
cob ,889 -,140 011 ,102
cot 878 ,035 -,083 -,029
Conductivité -840 111 082 102
Si ,808 -,235 470 -,057
Bactéries totales 799 ,199 261 ,065
Al 735 ,058 ,598 ,108
pH 704 524 ,029 134
fluoT -,637 -,066 -,007 ,632
fluoB -,626 -,390 ,091 ,305
diatomées ,018 ,899 126 -,166
cyanobactéries -.054 -,894 ,049 -213
Nt 277 766 -,294 345
inconnues ,183 -,644 255 -,139
Turbidité -,025 483 346 -,303
P ,028 -,077 939 ,092

149



CHAPITRE |V : IMPACTSDESBIOFILMS SUR DESEAUX NATURELLES ANTHROPISEES

Fe 317 -,026 913 ,097
Mn -,537 -,133 726 ,034
fluoA ,066 487 ,039 800
fluoC ,093 434 ,140 798
02 -,235 ,031 ,036 718
algues -,042 -,268 -,387 ,630

(suite et fin Tableau n°2L

Nous rappellons que pour chaque composante, cessnariables qui vont permettre
d’attribuer a chacune des composantes un rélecpheti dans le «fonctionnement » des
eaux. C’est ainsi que la composante 1 décritegpaalbone organique, la silice, les bactéries
totales, I'aluminium dans sa partie positive etdaductivité, les fluorophores B et T dans sa
partie négative, explique une partie de la tramsédion de la matiére organique.

La composante 2 décrite par les diatomées, I'atoitd et la turbidité dans la partie
positive et les cyanobactéries, dans sa partietivégaxplique le développement antagoniste
des cyanobactéries et des diatomées en relation Bezote total et la turbidité. La
composante 3 est décrite par le Phosphore, lelé-édanganese, I’Aluminium et dans une
moindre mesure le Silicium.

La composante 4 essentiellement décrite par lewdhhores A, C et en partie le
fluorophore T, I'oxygéne dissous et les algues dangartie positive est relativement difficile
a interpréter bien que représentant pour l'esdemdi® matieres organiques naturelles

(fluorophores A et C).

La Figure 75 représente la projection des indivi@tations) dans le plan des composantes 1
et 2.
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Figure 75 : ACP représentant la projection des statns TR, AV, ZB sur plusieurs jours dans le
plan des 2 premieres composantes

La Figure 75 qui décrit I'évolution des eaux ZB, BRAV lors de leur passage dans le
bioréacteur montre que :

- les stations TR (1), ZB (2) et AV (3) évoluent ghtdment le long de la composante 1
qui caractérise comme on l'a vu précédemment une mlu moins grande
transformation de la MO.

- Pour chaque eau, les transformations opérées @orieacteur se manifestent par un
déplacement du point représentatif le long de rapmsante 2. Pour la station ZB, vers
la partie positive favorisant le développement diesomées, pour les autres stations,
vers la partie négative de cette composante famtride développement des
cyanobactéries (fleches).
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La Figure 76 représente I'évolution dans le plasn aEmposantes 1 et 3.
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Figure 76 : ACP représentant la projection des statns TR, AV, ZB sur plusieurs jours dans le
plan des composantes 1 et 3

Pour toutes les stations, tout se déplace verartiemégative de la composante 3 en
engendrant un appauvrissement des éléments mineurs.
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La Figure 77 représente la projection des statopartir des composantes 1 et 4.
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Figure 77 : ACP représentant la projection des stans TR, AV, ZB sur plusieurs jours dans le
plan des composantes 1 et 4

Un fort déplacement vers la partie négative de danposante 4 est visualisé
correspondant a une diminution des fluorophores tACe (substances humiques) par
transformation. La station AV évolue d’abord veasdiminution des fluorophores A et C
(AV10) puis vers laugmentation des fluorophoreseB T (AV14) qui peuvent étre la

résultante de la transformation des fluorophores 8.

Les caractéristiques d’'une eau influencent la caitipo d’'un biofilm comme il a été
montré précédemment (chapitre lll). Dans les pafaugs suivants, les biofilms élaborés dans
un pilote avec les eaux préalablement étudiéesgtintaractérisés. Des analyses physico-
chimiques et microbiologiques mettent en avant denmosition de biofilms agés d'une
dizaine de jours.
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1V.3/ ANALYSESPHYSICO-CHIMIQUES DESBIOFILMS
IV.3.1/ Etude du supports et effet du traitememtles ultrasons

Les biofilms ont été élaboré sur des billes de evgméalablement caractérisées par
analyse de surface au MEB et analyse chimique@X'Eomme le montre la Figure 78. Ces
approches permettent de connaitre la compositisugport d’'une part et de tester également
I'efficacité des traitements par ultrasons dandué de décrocher le biofilm d’autre part
(Figure 78).

Echelle = 18 coups/s

Echelle = 36 coups/s

0
keV

Echelle = B2 coups/s

o
ke¥

Etat de surface des billes de verre aprés déagetdu biofilm par ultrasons

Figure 78 : Etude des états de surface des billes gerre (support a biofilms)

La Figure 78 représente des photographies priseMBEB et les spectres EDX
correspondant a I'état de surface des billes. @esi@tes ont été javelisées, puis pyrolysées
pendant 3 heures a 500°C pour détruire la MO, agg@tte réutilisées dans le bioréacteur.
Les résultats ne montrent pas de differences éesrdilles propres et celles traitées par

ultrasons pour décrocher le biofiim. En effet, cefaéle l'efficacité du traitement de
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décrochage des biofilms par ultrasons. Cependaetgaes débris sont observés a la surface
des billes. Seuls quelques éléements chimiques aijgpant a 'EDX comme le Zn, le Mg,
I'Al, le Si, le Cl et le Ca de proportions quagirdiaires pour toutes les surfaces étudiées. Par
conséquent, cela refléte bien la composition diesbilL’élément carbone n’apparait pas a
'analyse EDX.

Le premier parametre étudié est I'épaisseur deliio€e qui parait pertinent car nous

supposons que leur composition chimique peut vanidonction de ce parametre.

IV.3.2/ Détermination des épaisseurs de biofilmsrmpeasures électrochimiques

La Figure 79 montre les épaisseurs de biofilmsarctfon du temps d'immersion
dans le bioréacteur (jours). Ces épaisseurs soatnti@ées sur les biofilms élaborés a partir

des eaux de stations.
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Figure 79: Suivis de la croissance de biofilms panesures de ses épaisseurs en fonction du temps
(solution de Ferri/Ferro 0,01 M, vitesse de rotatin 300 tr/min, E=-0,05V/ECS)

La Figure 79 indique que I'évolution des épaissei@s biofilms se divise en 3 parties
avec une phase de latence, une phase exponerdiellse phase stationnaire qui est
généralement atteinte vers I1&"7jour dans les conditions de I'étude. Le biofilm TRars
2008) se distingue nettement des autres biofilner ales épaisseurs moyennes atteignant
13 um en fin d’expérience alors que les épaissdassautres biofilms sont trés proches
(~ 4um). Les écarts types sont assez importangsmmoént pour la courbe de croissance du
biofilm TR (Mars 2008). Ces résultats sont certaiast liés & une hétérogénéité dans la
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formation des biofilms au sein des électrodes ed/ales décrochages plus faciles puisque le
biofilm est significativement plus épais.

Il semblerait que les courbes obtenues sur I'éimiutles épaisseurs en fonction du

temps, aient la méme allure qu’une courbe de @ogsd’'un biofilm (chapitre I, Figure 15).

IV.3.3/ Composition en COT, COD, azote total esdiss

La Figure 80 montre les teneurs en carbone et ete diotal et dissous) en fonction

des biofilms. Elles sont exprimées en pudicm

3 -
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o 15 | ECOD pgicm2
.% L ONt pg/cm?2
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()
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Figure 80 : Teneurs en carbone et en azote au seies biofilms
(NB : Absence d'informations concernant le COD eli$¢ous des biofilms TR et AV)

Les teneurs en ces éléments sont variables seddridéims étudiés. Les plus faibles
teneurs sont observées pour le biofilm AV et lesgbrtes pour les biofilms ZB et TR2. Le
biofilm TR2 est élaboré a partir de I'eau qui estplus anthropisée. Une eau plus riche en
nutriment conduirait a un biofilm plus riche en C&{TCOD. Cependant, il faudrait tester une

multitude d’eau afin de pouvoir valider cette temcka

Afin de caractériser cette MO contenue dans lefilini®, une analyse par pyrolyse
CG-SM a été conduite.

I\V.3.4/ Etude des biofilms par pyrolyse CG-SM

Pour cette étude, les principaux sous-produitsydelyse communs a tous les biofilms
ont été sélectionnés et sont représentés danblé&ata22. Une analyse semi-quantitative est
réalisée a partir de ces pics. En rouge, sont septés les plus forts pourcentages de sous-
produits par rapport aux autres biofilms.
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Tableau 22 : Analyses semi-quantitatives des pringaux pics communs a tous les

biofilms (précision 2 %)

Sous produits (%) biofilm TR  biofilm AV  biofill@B  biofiim TR2
5 methylfurancarboxaldéhyde 13,8 15,3 15,5 26,6

2 ethyl-1-hexanol 13,1 24,4 22,3 9,7

3 acetamidofuran 8,3 14,2 9,9 6,0

Indole 14,3 12,1 10,6 9,1
n-hexadecanoic ac 21,4 17,1 27,9 28,4
hexadecanamide 10,4 114 7,1 8,7

9 octadecenamide 18,7 55 6,7 11,5

Les valeurs soulignées indiquent les pourcentaglediis des abondances des sous produits
les plus importants.

Le 5 méthylfurancarboxyaldéhyde est un sous-pratkipolysaccharides et le 2éthyl-
1-hexanol, de l'activité biologique. Le 3 acetanfidan (aminosucres) correspond a un
marqueur des parois bactériennes.

L’indole est un sous-produit des protéines révéliae activité aquagenique (algues et
phytoplancton).

L’'acide n-hexadecanoique est un sous produit déaraille des lipides issus des
microorganismes et ceux possédant une fonction earsaht issus de la dégradation des
aminosucres.

Le tableau 22 montre que les proportions des ipanix sous produits communs sont
variables au sein des différents biofilms. L’enstamite ces fragments de pyrolyse semble
étre caractéristique des biofilms élaborés sur dessbdke verre, a partir des eaux de surfaces
de lacs et de riviéres, car ils sont retrouvésayoh fois. Cependant, certains pics de sous-
produits de pyrolyse sont caractéristiques de ioasrthiofiims. En effet, I'étude suivante a
montré que quelques pics apparaissant au seinofilmbizB sont tres différents par rapport

aux 3 autres biofilms étudiés.

157



CHAPITRE |V : IMPACTSDESBIOFILMS SUR DESEAUX NATURELLES ANTHROPISEES

IV.3.5/ Comparaison des biofilms et des fractio®¥Het TPH des eaux d’alimentation et de
récupération (station AV) par pyrolyse GC/MS

Le tableau 23 indique la présence (P (bleu)) duskace (A) des principaux fragments
de pyrolyse rencontrés dans chaque échantillorys@gbiofilms, HPO, TPH).
Tableau 23 : Comparaison des principaux pics entrdes échantillons de biofilms et de
MO mis en évidence par pyrolyse CG/SM (P indiguealprésence d’un produit)

Peaks TR AV ZB TR2 HP@put HPOutput TPHnput TPHbutput

5-methylfurancarboxaldehyde P P P P
2-ethyl-1-hexanol P
3 acetamidofuran P
Indole P
Ac dodecanoique
Ac Hexadecanoique
Hexadecanamide
9 octadecenamide
bis-(2-ethylhexyl)phthalate
Cholesta 3,5 diene
2 Furanmethanol P
2,6,6 trimethylbicycloheptane P P
Toluene P P
Xylene P P
Benzene (derivés) P P P
Ethylbenzene P
Ac Acetique P
Furfural P
Ac Propanoique P
Ac 2-Methylpropanoique P

P

P

P

P

[5)
P
=

P

TUUTTTO
-
Uyguwuw?9 TU
o
Tygovow? TV
TpgpuoUwU

Ac propenoique
Phenol
4-Methylphenol
2-Cyclopenten-1-one
Pyridine or dérivés P P
Benzene dicarboxylique P

2-butanone P

Ac pentanoique P
Dibutylphtalate P

Ac tetradecanoique

Benzene sulfonamide Nbutyl

4-Ethyl-5-methylthiazole P

poiaviR"

Le tableau 23 montre que la composition des biafigst plus proche des fractions TPHs que
des fractions HPOs. En effet, les sous produits gdgrolyse comme le
5-méthylfurancarboxaldéhyde, l'acide hexadecanqidgige 9-octadecenamide et le bis-
(2éthylhexyl) phtalate (marqueur anthropique) sot# fois retrouvés dans les biofilms et les

fractions TPHs. Cela signifie que ces sous-prodiots issus de composés qui sont dissous
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dans I'eau puisque les fractions TPHs sont obteaupartir d’'une eau naturelle ayant été
préalablement filtrée sur 1um. C’est aussi la raipour laquelle, il n‘apparait pas de
3-acetamidofuran qui est un sous produit issus ghgylolyse des parois bactériennes (matiere
organique particulaire). Seul le biofilm ZB estemslifférent des autres biofilms. En effet, ce
dernier est fortement marqué par la présence desédéde benzene et de benzéene
dicarboxylique probablement dérivés d’hydrocarburatirels ou anthropiques. La présence
de dibutylphtalate issu de la pyrolyse de ce biofibrrespond a un marqueur anthropique.
Une étude complémentaire des biofilms par fluonieéBD a été effectuée afin de

confirmer les résultats précédents.

IV.3.6/Etude des biofilms par fluorimétrie 3D

Cette étude permet de mettre en évidence certgies tle MO comme les substances
humiques de type A et C qui sont caractéristiquessfaactions HPO et les fluorophores B et

T de I'activité microbienne.
La Figure 81 représente des Matrices d’Excitatiomdsion de fluorescence 3D

réalisées a partir de biofilms mis en suspensiois de 'EUP.
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a/ Biofilm AV b/ Biofilm TR

Figure 81 : Matrices d’Excitation-Emission de fluoescence 3D réalisées a partir de biofilms mis
en suspension dans de 'EUP.

Cette étude confirme les résultats de pyrolyse GE-8h montrant que la MO

contenue dans le biofilm est trés différente d&@ qui constitue les HPOs. En effet, les
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résultats sont mis en évidence par I'absence desofphores A et T (substances humiques).
Cependant, la présence du fluorophore B au sein2de®films révele bien une activité
bactérienne et confirme les résultats obtenus yratyse GC-MS.

NB : Les fluorescences apparaissant en dessous4@enth en excitation ne sont pas
exploitables en fluorimétrie 3D.

IV.3.7/ Composition en éléments majeurs et min@i@B-OEP et analyse EDX)

IV.3.7.1/ Teneurs en éléments chimiques des bisfilm

La Figure 82 montre les teneurs en éléments chiesi@xprimées en pg/cm2 au sein
des biofilms.
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Métaux Eléments chimiques

Figure 82: Teneurs en éléments chimiques (pg/cm2¢sl biofilms

La Figure 82 met en évidence les teneurs en élénadimiques des biofilms. Les métaux
majoritairement présents sont Al, Fe, Mn et Zn. &ssiltats sont bien corrélés avec I'étude
des eaux. Les principaux éléments eégalement retsodans les biofilms sont le Na, le Ca, le
K, le Mg, le P et le Si. La détermination d’'un ioglid’'incorporation a permis de mettre en
évidence les espéces qui sont le mieux incorpofeeisindice représente le rapport entre le
pourcentage massique d’'un élément chimique dulimafur le pourcentage massique de cet
élément dans l'eau d’alimentation (Parinet, 2005. Figure 83 représente les indices
d’incorporation au sein d’un biofilm de chaque ébn
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Figure 83 : Détermination des indices d’'incorporatbn pour chaque élément chimique

La Figure 83 montre que les éléments les mieuxporés dans le biofilm sont le Fer,
le Mn, le P, le Si, et I'Al. Ces éléments présamsfaibles concentrations dans les eaux sont
mieux incorporés que les éléments majeurs (Ca,K\a/lg). Le P est bien intégré car il
constitue un élément essentiel a la vie des migasosmes présents dans les biofilms. Le
Silicium peut étre présent sous forme de silicdtest aussi un €lément constitutif des parois
des diatomées et ces microorganismes sont largaepmésentés au sein des biofilms étudiés.
Le Fe, le Mn et I'Al, interviennent dans les cyctédox.

Les teneurs en éléments chimiques sont assezethfé&r selon les biofilms étudiés et surtout

certains éléments comme le Fe, Al, Si, Ca soneptéen abondance au sein du biofilm TR2

alors que le temps de colonisation est identiques différences nettes peuvent s’expliquer

par une épaisseur plus importante de ce biofilmalous, ce dernier a une densité plus

importante. La détermination du parametre « épaiss@a permettre de raisonner en unité de
volume de biofilm et non plus en unité de surfaCette approche est plus judicieuse car

I'«entité biofilm» constitue une structure en 3 dmsions.

L’équation 9 permet alors de déterminer les comaénhs massiques moyennes apparentes
(app) de chaque élément chimique dans un biofidha¥é sur billes de verre.

[ X]app= m Equation 9

NE( L +)° = ()]

avec [ X]app : oncentration massique moyenne apparente d’'un étén&molume de biofilm
sur une bille exprimé en c?mgn(r +e)? —gn(r)3 , Nt : Nombre total de billestm : masse

de I'élément contenu dans 200 ml de biofilm en sasmn (volume dans lequel sont placés

les billes de verre)
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Les biofilms issus des capteurs et issus des lilegerre sont élaborés simultanément avec la
méme eau. Par conséquent, nous pouvons considérereg biofilms ont une composition
proche, méme si les supports ne sont pas les mémesnduisent certainement a des
différences d’épaisseurs entre les billes et lggecms. C'est pourquoi, il est plus prudent
d’utiliser le terme de concentrations apparentéterchinées grace a I'équation 9 qui reste une
approximation, mais qui peut mettre en évidencedifé&rences entre une unité de surface et
une unité de volume. Ces éventuelles difféerencesesd liees a l'intégration des métaux qui
dépendrait de I'épaisseur des biofilms. La FiguterBontre les concentrations massiques des
principaux éléments chimiques du biofilm, calcul@egartir de I'équation 9 intégrant le

parameétre « épaisseur de biofilm ».
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Figure 84 : Concentrations des éléments chimiquesi&ein d’un biofilm

Ces résultats montrent que lorsque I'on comparectexentrations entre tous les
éléments contenus dans tous les biofilms, le bofiR2 apparait nettement plus concentré en
Si et en Al, alors qu’en s’exprimant par unité deface, les concentrations de Fer et de Ca
sont aussi trés élevées. Cela signifie que lesertrations de ces éléments ne dépendent pas

ou peu de I'épaisseur des biofilms contrairemerfiaet Al. Ces résultats peuvent s’expliquer
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par le fait que les diatomées présentes dans Wdnis, contribuent a un apport de Si
conséquent. De plus, le biofilm TR2 était visibld’'@il nu (pas le cas pour les autres
biofilms) sur les différentes électrodes dont Idumicroscopique a confirmé la présence
d’'algues et de diatomées. Des études préalablebiafdms épiphytiques ont montré
également que I'Al était bien réparti entre autses les zones constituées de diatomées
(chapitre 1ll, cartographie/élément). Ces résultsdmt bien en accord avec les résultats
obtenus. Il est possible que I'Al puisse se fixer les diatomées et cela expliquerait le lien
entre nos observations. De plus, il existe dansatare de nhombreux complexes minéraux a
base de Si et Al.

Afin de confirmer les résultats obtenus par ICP-QOEHSe analyse complémentaire des

éléments chimiques par microanalyse EDX a été tei@ecsur les biofilms lyophilisés.

IV.3.7.2/ Comparaison entre 2 méthodes analytiqie3X et ICP-OES.

La Figure 85 indique les abondances relatives massientre les principaux éléments
chimiques contenus au sein des biofilms. Les résutibtenus sont exprimés en pourcentage
massique (%) a partir des différentes concentratpy@alablement déterminées par ICP-OES
(Figure 85a). Par le biais de l'analyse EDX, unadét semi—quantitative exprimée en
pourcentage massique, est également réalisée eftordparer les résultats obtenus (Figure
85b).
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Figure 85 : Comparaison entre deux techniques d'argses : EDX et ICP-OES.
a/ Abondance relative massique des éléments détéenapres dosage par ICP-OES
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Figure 85 : Comparaison entre deux techniques d'argses : EDX et ICP-OES.
b/ Abondance relative massique des éléments détéenpiar EDX

Les résultats montrent de nettes differences elesedeux méthodes d’analyses
permettant de déterminer la composition chimiqud.afalyse EDX, lorsque les éléments
apparaissent, ces derniers représentent plus denh$gique par rapport a tous les éléments.
Les éléments sont pour la plupart retrouvés dan? tmas a I'exception du Zinc qui n’apparait
pas a I'analyse EDX et le Na apparait en faiblendbace. Ces différences significatives sont
tres certainement liées au fait que certains él&nesmme le Fer qui peuvent étre présent
sous forme d’amas seront quantitativement sousnéstipar I'analyse a I'ICP-OES et
apparaissant mieux a l'analyse EDX. Cela peut éuyahé étre le cas pour le Si qui
représentent un constituant majeur des diatomégscdhséquent, ce dernier est susceptible
d’étre sous estimé en ICP-OES. D’autres élémentsre® le Na sera mieux dosé a I'lCP-
OES car ce dernier est plutét diffus dans les Ioigfi De plus, de nombreuses interférences
entre les éléments chimiques sont susceptiblesodier les résultats.

L’analyse EDX a été mise en ceuvre pour I'étude @atpre entre les biofilms épiphytiques

et ceux ayant été élaboré au sein du bioréacteur.
[11.3.7.3/ Comparaison entre biofilms épiphytiqutdiofilms en bioréacteur
La Figure 86 indique les abondances relatives massides éléments contenus dans

les biofilms élaborés au sein d’'un bioréacteur et dléments chimiques contenus au sein

d’un biofilm épiphytique récupéré par décrochagsitu.
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Figure 86 : Comparaison entre la composition chimige d’'un biofilm élaboré dans un
bioréacteur et d'un biofilm épiphytique (station TR et ZB) (précision 5 %).

La Figure 86 montre que les principaux élémentsizhies retrouvés au sein des biofilms
élaborés dans un bioréacteur sont identiques aratrouvés dans les biofilms épiphytiques
directement prélevés dans le milieu naturel au anivdes mémes stations, bien que les
conditions physico-chimiques soient différentes. &fet, la température, le débit et la
modification de la composition des eaux a causeapg®rts anthropiques dans le milieu
naturel sont les parameétres qui different par repgax conditions du bioréacteur. De plus,
les mémes tendances au niveau des proportiongsatvées avec prédominance de fer et de
Si. Ces résultats sont similaires a ceux observésieeau du chapitre Il sur toute une
campagne de prélevement qui a duré prés de 4 mecsdes proportions qui sont variables
selon le temps d’immersion (visible sur les suppdsambous) et la station (biofilms

épiphytiques ou supports bambous).
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|V.4/ ANALYSESMICROBIOLOGIQUESDESBIOFILMS
IV.4.1/ Dénombrement d’algues, de diatomées etydaabactéries

La Figure 87 montre les proportions entre les agles cyanobactéries et les diatomées au
sein des biofilms étudiés.
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Figure 87 : Abondance relative entre algues, diatoées et cyanobactéries (en nombre
d’individus) au sein des biofilms étudiés

Les proportions entre les différentes espéeces é@adiont tres variables selon les biofilms.
Cependant les biofilms TR et TR2 ont une compasiéissez proche avec un fort pourcentage
d’algues par rapport aux autres espéeces. Cetteegimaarquée par des apports anthropiques
importants (CAC, 2004 ; De Nardi, 2007). Au seinldofilm AV, les pourcentages d’algues
(environ 35%) et de diatomées (environ 35 %) soothes, alors que le biofilm ZB contient
pres de 50 % de diatomées et les cyanobactérigssggient un pourcentage relatif plus élevé
(dépassant 20 %). Cette zone, ou a été prélevae ditn d'élaborer le biofilm ZB, est plus
sensible au développement des cyanobactéries (Ddi,N2D07) lorsque les conditions
deviennent favorables a leur développement (augtientde la température). Ces biofilms
montrent que chacune des eaux testées ont desrfwopodifférentes entre les 3 taxons
étudiés. Confirmant les résultats obtenus antéieant (De Nardi, 2007), les compositions
des biofilms sont différentes selon les eaux testée

IV.4.2/ Détermination de la population totale ectiaes

La Figure 88 montre la population totale des badéprésentes au sein des différents
biofilms par unité de surface (émn
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Figure 88 : Population totale de bactéries présersadans les biofilms.

Ces résultats mettent en évidence que les biofilRiet TR2 issus d’'une eau marquée par des
apports anthropiques importants (station TR) sdm$ piches en bactéries (respectivement
9,5.16 et 9,7.168 bactéries/cr) que les biofilms AV et ZB. Le biofilm réalisé avéeau
prélevée au niveau de la station AV contient 6 7He&téries/crhet représente le biofilm le
moins riche en bactéries. Ces résultats peuvenplgjeer par le fait que peu d'apports
proviennent du lac de Verdon durant cette péricel€athnée (CAC 2004, De Nardi, 2007).
En intégrant le parametre « épaisseur », le biofilR2 s’avere étre le moins concentré en
bactéries bien qu’il soit le plus épais. Par conséty d’autres parametres plus significatif
contribuent a I'épaisseur de ce dernier et notamhesnalgues et les diatomées. De plus, ce
biofilm est le seul qui était visible a I'ceil nigrfirmant ainsi notre hypothése.
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Afin d’étudier le comportement des communautés dgaurganismes présentes dans
les eaux de surface et aussi dans les biofilms, amadyse des profils métaboliques est

effectuée a l'aide de biologs GN2.

IV.4.3/ Profils métaboliques des communautés deoniganismes par biologs GN2

IV.4.3.1/ Profils métaboliques des microorganisisa&sn les origines

Cette approche a pour objectif de caractériserelmsx et les biofilms selon le
comportement des communautés présentes dans &imiis en évidence par leurs profils
métaboliques. La Figure 89 met en évidence lesiprofétaboliques des communautés de
microorganismes présentes dans les biofilms élabdads le bioréacteur. Elle montre le
pourcentage d’absorbance par rapport a I'absorbtoteée obtenue par famille a 48h de

chaque biofilm élaboré dans le bioréacteur.
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Figure 89 : Etude des profils métaboliques des commautés microbiennes présentes dans les
biofilms élaborés dans le bioréacteur.

Les sources carbonées les plus utilisées par ddignts issus des bioréacteurs sont les
acides carboxyliques, les composés azotés et andimds les pourcentages d’absorbance

dépassent nettement assez souvent les 10 %. Gamtesont trées marqués au niveau du
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biofiilm ZB et TR2. Dans certains cas, les carbohtel sont aussi trés utilisés par les
biofilms (biofilm TR et AV) ainsi que les estersghlm AV et TR2, 48h). Selon les biofilms

étudiés, les profils métaboliques des communawdésidroorganismes sont différents.

Nous avons également cherché a établir une conspardes profils métaboliques des

communautés microbiennes présentes dans les earmdles utilisées pour I'élaboration des

biofilms et des eaux récupérées en sortie du bteaa

La Figure 90 montre lI'étude des profils métabolgjudes communautés microbiennes
présentes dans les eaux hivernales avant et apssage (eau récupération) au sein du

bioréacteur. Comme précédemment, sont représeasepdurcentages d’absorbance par

famille en fonction du temps d’incubation.
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Figure 90 : Etude des profils métaboliques des comumautés microbiennes présentes dans les

eaux d’hiver utilisées pour I'alimentation du bioréacteur.
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Figure 91 : Etude des profils métaboliques des comumautés microbiennes présentes dans les

eaux de récupération (aprés passage dans le bioréaur).
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Les résultats montrent que les eaux étudiées pegerdes différences de
communautés assez marquées. En effet, les comnégnguesentes dans les eaux
d’alimentation sont variables selon les stationprdevements mais sont plutét marquées par
I'utilisation des carbohydrates, des polyméres, e&ters, des composés azotés, aminés et
carboxyliques et exceptionnellement par l'utilisatdes composés phosphorés (eau ZB). Les
communautés présentes dans les eaux de récupéwatimomment majoritairement les
composeés aminegs, les acides carboxyliques, estessgsurtout au niveau de I'eau TR2). Des
difféerences notables sont observées entre les é&iver, de récupération et les biofilms
élaborés dans le bioréacteur.

L’étude suivante a porté sur les biofilms épiphy@is. Ces derniers ont été prélevés en
période estivale (début Juillet) et hivernale (Mats Figure 93 présente la répartition des
profils métaboliques des communautés microbienaegctérisant les biofilms épiphytiques.

Les végétaux sur lesquels les études ont été desdasont les joncs et les baldingeres
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Figure 93 : Etude des profils métaboliques des comumautés microbiennes au sein de biofilms
épiphytiques.

Le profil métabolique des biofilms épiphytiques assez variable selon les stations de
prélevements et aussi dépendant de la végétatioreffet, les biofilms 3j et 3j2 qui sont
directement issus de tiges de joncs prélevés aaunide la station ZB, présentent des profils
métaboliques différents. Ces différences peuvestl&es notamment & I'adge du biofilm qui
n'est pas contrélé dans le milieu naturel.

Les biofilms épiphytiquesJ(ncus effusus et Phalaris arundinaresont de bons
consommateurs de polymeres, de carbohydratesddsacarboxyliques et azotés, ainsi que
de composés phosphorés, dans certains cas des @&terbaldingere et ZBjonc2). Les
végétaux sont aussi susceptibles de relarguerineraomposés notamment des sucres
stimulant ainsi la croissance du biofilm sur lesnpés (Amiaud et Benizri, 2005). Par
conséquent, le métabolisme des microorganismeal@st adapté a l'utilisation des sucres.
Cela pourrait expliquer les résultats obtenus s&aau des biologs GN2 ou les communautés
bactériennes présentes consomment ces glucides.caraposés phosphorés comme le
glucose-1-phosphate et le glucose-6-phosphateviaterent dans la glycolyse (métabolisme
des sucres). Par conséquent, ces composeés sdatriaai assimilables au méme titre que les

sucres.

Afin de mieux discriminer les différents processuse analyse en composante principale a

été nécessaire.
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IV.4.3.2/ Analyses des biologs GN2 par ACP

Le tableau 24 représente la matrice des composatgssfamilles de substrats
déterminée a partir des valeurs d’absorbances megea 48h, pour chaque famille, avec les
pourcentages de variances expliquées.

Tableau 24. Matrice des composantes établie a parties familles de substrats

Matrice des composantes aprés rotation 2

Composantes (Variances expliquées)

1 (84,83 %)| 2 (8,45 %) | 3 (1,93 %) | 4 (1,38 %) | 5 (1,25 %)
Acides carboxyliques ,891 112 ,027 ,103 ,026
Composés azotés ,827 172 212 , 194 272
Amines ,661 -,166 -,168 322 ,359
Polymeres -,647 -,403 -,251 467 -,347
Ester 214 ,850 -,232 ,060 -,055
Carbohydrates -,042 ,760 ,398 ,127 ,102
Composés aromatiques ,102 ,014 ,946 ,029 ,070
Phosphorés -,300 -,210 -,088 -911 -,148
Alcool ,252 ,030 ,093 ,098 ,921

Le tableau 24 montre que les 2 premiéres compasaapeesentent 93,28 % de la variance
expliquée cumulée. Les 2 premieres composanteseniffa expliquer la quasi-totalité des

processus concernant la consommation des familesutistrats par les communautés. La
premiére composante est marquée par les polyméaes (a partie négative), les amines et
les composés azotés et les acides carboxyliquess (da partie positive). Lorsque les

composes de la partie positive sont consomméspaommunautés, les polymeres ne le sont
pas. La composante 2 est marquée par les estrs edrbohydrates. La composante 3 est
surtout marquée par les composés aromatiques,nigpasante 4 par les phosphorés et la
composante 5 par les alcools. L’ACP montre que3cdsrniéres familles de substrats sont
consommeées indépendamment. Par conséquent, nousngogupposer que les processus

métaboliques des communautés sont différents.
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Seules les 2 premiéres composantes sont représerdéeelles expliquent ainsi la quasi-

totalité de la variance. La Figure 94 représentidgramme de projection des variables et la

Figure 94 représente le diagramme de projectionndid&adus 24h, 48h et 72h.
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g— o Amines Carboxyliques
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1,00 T

1,00 0,50 0,00 0,50 1,00

Composante 1

Figure 94 : Diagramme de projection des variablesaprésentant des familles de substrats
consommes

La Figure 94 bis (a,b,c,d,e,f) met en évidence ABG® réalisée avec les biologs qui
ont montré l'influence du temps d’incubation sus lgsubstrats consommeés pour tous les

échantillons étudiés (biofilms pilotes et épiphygg et eaux été, hiver). Le code 0 représente
24h d'incubation, le code 1, 48 h et le code 2h72
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a/ Biofilms pilotes
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c/ Eaux de sortie du bioréacteur
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f/ Biofilms épiphytiques hiver

Figure 94 bi: Projection des individus (eaux, biofms) dans le plan pour 24h (noté 0), 48h
(noté 1) et 72h (noté 2) d’incubation

La Figure 94bis montre que les points se déplaeerst la droite du plan au fur et a mesure
que le temps d’'incubation augmente avec des dift&® observées qui sont généralement
nettes entre 24h et 48h et moins marquées entreetd8Bh. Les points correspondants aux
biofilms élaborés en pilote et aux eaux d’entréedéplacent vers la composante 1, alors que
les eaux d’été se déplacent vers la composant@ld. iGontre que les familles de substrats,
utilisées par les communautés, sont différentesnslels saisons (Figure 94bis, eaux hiver et
éte). Les biofilms élaborés en pilote, les eauxlées et de sorties (aprés 48h et 72h
d’'incubation) sont plutét marquées par la compasabt dans sa partie positive. Par

conségquent, les communautés présentes consommenitair@ment les composés azotés,

les amines et les acides carboxyliques. Les bisfilspiphytiques, les eaux d’'été et les

biofilms prélevés en hiver sont plutdt représesiéisla composante 2. En effet, ces derniers
sont marqués par la consommation des substratstapgat a la famille des esters et des
carbohydrates. Les communautés sont plus favorablasconsommation des carbohydrates
en été qu’en hiver. De plus, au sein des biofilpiplétiques, aussi bien I'hiver que I'été, les
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communautés semblent consommer majoritairement dagohydrates ce qui est
probablement lié aux exudats de végétaux a basgudiles favorables a la croissance des

communautés consommant ces familles.

Synthese des résultats par approche multidimensiowrtie

Comme pour les eaux, I'approche multidimensionnglle les biofilms a permis de
mettre en valeurs certaines corrélations difficeen visibles sur I'étude des données
séparées. Les résultats traités par analyse nuotitifalle ont été divisés en 2 parties. En effet,
une partie traite de toutes les corrélations awesc rhinéraux et l'autre partie traite des
corrélations avec la MO. Dans les deux cas, lesethigres composantes expliquent plus de
75 % de la variance. Le tableau 25 représente tdama 2 composantes apres rotation. Les
composantes 1 et 2 expliquent respectivement 71995& 20,894 % de la variance. Les
valeurs contenues dans ce tableau ont permis ligerdas diagrammes de la Figure 95.

Tableau 25: Matrice des composantes établie a pariiles parametres physico-chimiques

Matrice des composantes apres rotation

Composantes

1(71,055%)|2(20,894%)
K ,948 ,307
Si ,960 221
Al 972 ,150
Epaisseurs ,965 ,189
Mg ,949 ,305
Ca ,968 ,203
P ,808 ,376
Fe ,991 ,022
Na -,671 -,521
COoT 443 ,875
Population totale ,510 ,687
Nt ,362 ,785
Mn ,107 -951
Zn ,041 ,985
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La Figure 95 représente un diagramme a 2 compaséhit 2) ou sont projetés les variables
(a) et les individus (b).

Diagramme de composantes dans |'espace aprés rotation
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Figure 95 : Diagramme représentant la projection de individus (biofilms) dans le plan

Comme l'indique le tableau 24 et la Figure 95, dmposante 1 décrit les éléments
chimiques (K, Si, Al, Mg, Ca, P, Fe) et les épaissale biofilm dans sa partie positive et le

Na dans sa partie négative. Les épaisseurs voendep de plusieurs parametres notamment
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de la présence de certains minéraux contenus dariefllm comme le Si, I'Al, le Fe, le Ca.
le P et le K. De plus, lorsque le biofilm s’enricdm minéraux, il semblerait que le Na ait
moins d’affinité a s’'incorporer dans ce dernier.daamposante 2 décrit le Zn dans sa partie
positive et le Mn dans sa partie négative. Le Cl@iEpte total, la population bactérienne se
situent sur les 2 composantes.

La Figure 95 montre une grande dispersion deslimisfselon leurs caractéristiques. En effet,
le biofilm TR2 représenté sur la composante 1 dangartie positive est plus marqué par
I'épaisseur et les teneurs en Si, Al, Ca, Fe, Mgk evec des coefficients de corrélation
respectivement de 0,997 ; 0,992 ; 0,998 ; 0,9395%et Iégérement moins bien corrélé aux P
(R?: 0,839) et inversement corrélé avec le Na (®,817). Aucune corrélation n’a cependant
été observée entre I'épaisseur, le Mn et le Zn. &é&sents sont plutdt représentés par la
composante 2 comme le biofilm AV. Les biofiims TR £#B sont assez proches et
intermédiaires entre la composante 1 (partie négjagit 2 (partie positive).

Dans le chapitre I, les analyses de surface amtr@ que le Mn est présent surtout sur les
premieres couches des biofilms (en présence dériem)t || n'apparait plus en présence de
diatomées. Ces taxons, constitués de Si, ont uleeitaportante ce qui explique certainement
les corrélations entre le Si et les épaisseursnobte lors de cette étude et I'absence de
corrélation avec le Mn lorsque le biofilm deviehigpépais.

Dans un second temps, nous avons étudié les bgégrociés aux fragments de pyrolyses.

Le tableau 26 indique les 2 premieres composantiesxpliquent 87,48 % de la variance.
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Tableau 26 : Matrice des composantes établie a partdes parametres organiques

Matrice des composantes

Composantes

1(51,463%))2(36,018%)
Algues ,983 -,132
Diatomées -,970 ,037
2EH -,922 -,385
Population totale ,897 377
9octaD ,853 -,143
3 acetaF -, 701 -,669
Ac hex ,070 ,975
hexad ,289 -,882
coT ,343 877
Indole ,183 -,841
Cyanobactéries -,644 , 740
Epaisseurs ,483 , 715
5MFC 411 , 704

Le tableau 26 montre que sur la premiére compossoité représentés les algues, le fragment
9 octaD et la population totale dans la partie tpasiet les cyanobactéries, les diatomées, les
fragments 2EH et le 3 acetaF dans la partie négeiur la composante 2, sont représentés les
fragments 3 acetaF, hexad et indole dans la pa¢tative et les fragments Ac hex, 5SMFC,
les épaisseurs, les cyanobactéries et le COT dapartie positive. Nous remarquerons que
les cyanobactéries sont présentes sur les 2 comtessgartie négative sur la composante 1

et positive sur la composante 2).
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Diagramme de composantes dans I'espace aprés rotation
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Figure 96: Diagramme de projection des variables d#s le plan caractérisant la MO

Le COT et le 5SMCF (produit de dégradation des sm)cmont trés proches de
I'épaisseur. Les résultats montrent qu’un biofilpaié est plus marqué par les sous produits
de polysaccharides et du COT. L'indole et I'hexadeanide qui sont trés bien corrélés sur la

composante 2, dans la partie négative, constitgspectivement des produits de dégradation
des protéines et d’aminosucres.
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Figure 97: Diagramme de projection des biofilms dasle plan

Le biofilm ZB est marqué par les cyanobactérieshitdilm AV, par les fragments
attribués a I'activité biologique, le biofilm TR temarqué par les algues et le fragment 9
octadecenamide (origine bactérienne) et le biofiR2 est marqué par I'épaisseur, le COT, la
population bactérienne totale. Nous remarqueromesla@population totale est plus proche du
fragment 9 octaD : un fragment caractéristique’agiVvité microbienne. Il apparait que les
biofilms sont tous distincts et ont des caracti§sts tres différentes, méme sur des biofilms
élaborés a partir d’eaux issus d’'une méme staipres 1 mois et demi d’intervalles (TR et

TR2). Notre étude a alors montré une spécificité bmfiims selon les eaux étudiées.
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ET DU LABORATOIRE

Ce chapitre porte sur I'élargissement de I'étude ide&éractions entre les végétaux et
les biofilms a I'’échelle du BV du Trézon. Cette aygie est tres importante car la pollution
émane du bassin versant du Trézon (BV) au niveguealda riviere du Trézon traverse des
zones agricoles associant culture et élevages deshCette derniere capte des polluants
avant de se jeter directement dans le lac de Rib@st alors important d’agir également a
'échelle de bassin versant pour limiter les appode polluants dans le réseau
hydrographique. Nous avons préalablement mis etheége les capacités d’'un biofilm agé
d’'une dizaine de jours a influencer la compositid@ I'eau notamment par certaines
potentialités épuratoires (transformation de la M€&ention du P et de certains métaux
comme le Fer et le MnDe plus, nous avons montré que les biofiims étaient différea
selon les eaux étudiées. Nous supposons alors gtézhelle du BV, les biofilms auront
eégalement leurs propres caractéristiquesDans cette continuité, les travaux a I'échelle du
Bassin Versant ont pour objectif de mettre en éwdela composition des biofilms
épiphytiques dans le but de les caractériser (ceitipo biologique et chimique) pour
apporter une nouvelle méthodologie de diagnosticiaeau du BV et pour confirmer que ces

derniers sont capables de capter certains pollariaux, phosphore).

V.1/ DIAGNOSTIC A L'ECHELLE DE BASSIN VERSANT

V.1.1/ Etude des communautés dans I'eau et au selas biofilms
Les Figures 98 et 99 mettent en évidence I'aborelaealative entre les algues, les
diatomées et les cyanobactéries dans les eaux dsirBd&/ersant et sur les biofilms

épiphytiques correspondant, au cours du temps.
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Figure 98: Composition des eaux du BV selon les cgegnes de prélevement

La Figure 98 montre des différences observées wdr&gations étudiées et au cours du temps
dans les eaux du BV. De plus, les stations ZB ets@wt particulierement marquées par les
cyanobactéries dés le début du printemps. Ceséaitemreprésentent des proportions assez
importantes par rapport aux diatomées et aux algDes résultats montrent bien que les
stations ZB et AV sont sensibles au développemesitcganobactéries. Par la suite, elles sont
présentes au niveau des eaux de toutes les staflonitet 2007). Ces dernieres se
développent dans les eaux lorsque celles-ci seanffeimt. La Figure 99 montre I'abondance
relative a différentes périodes de I'année, emsealgues, les diatomées et les cyanobactéries

dans les biofilms épiphytiques issus des stationB\d
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Figure 99 : Composition des biofilms selon les caragnes de prélevements (précision : + 5%)

Selon les périodes de l'année, les cyanobactédat mésentes dans les biofilms
épiphytiques issus des stations ZB et aussi AxcEption des prélevements de juillet 2007
ou les cyanobactéries sont peu présentes dan®fésb. Ces résultats tendent a montrer que
lorsque ces dernieres se développent dans les etalorsque les conditions deviennent
favorables, elles auraient moins d’affinités ataeter sur les supports végétaux. Les biofilms
révelent que les stations ZB et AV sont plus prepi@au développement précoce des
cyanobactéries par rapport aux autres stationsrésedtats sont confirmés avec les analyses
d’eau bien que I'on observe des différences auanivdes proportions entre les taxons
contenus dans les biofilms et dans I'eau.

La Figure 100 présente des illustrations tres difiées de biofilms épiphytiques issues du
Bassin Versant de Ribou obtenues par MEB duramalapagne de prélévement de mars
2007.
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Figure 100 : Biofilms épiphytiques (Phalaris arundnacea) issus de différentes stations au niveau
du BV du Trézon

La population des taxons au sein des biofilms st variable selon la station de
prélevement. En effet, au niveau de la station ZBus avons remarqué une nette
prédominance du genfeomphonema st Rhoicosphenia abbreviatalors qu’au niveau de
la station TR, de nombreuses diatomées filamentesmat présentes au sein du biofilm avec
I'espéce Melosira varians qui traduit un enrichissement organique de I'eataubes

diatomées sont également présentes comme les g&wesoneis sp Synedra sp
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Gomphonema spSur la station AV, les diatomées du ger@ecconeis spsont trés
majoritaires au niveau du biofilm & pres de 99 Ur. I8s autres points de prélevements, les
biofilms observés sont aussi différents avec latistaF qui se distinguent plus
particulierement par une prédominance algale (©ploycées, Euglenes...). Tous ces
biofilms apparaissant tres différents selon ledimta étudiées, pourraient traduire une
certaine qualité d’eau. Comme précédemment, undeésur des supports bambous a été

réalisée pour suivre la colonisation des suppantard le temps d’'immersion.

Les Figures 101 et 102 illustrent des biofilms sgealoppant sur supports bambous

installés au niveau de la station T et d’'une stagituée en aval de STEP (station ASTEP).

Temps de colonisation : 8]

Figure 101 : lllustration de la surface de bambousolonisés au niveau de la station T.

A/ Temps de colonisation : 8 jours
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B/ Temps de colonisation : 28 jours

Figure 102 : lllustration de la surface de bambousolonisés au niveau de la station ASTEP.

Les Figures 101 et 102 montrent qu'aprés 8 jourscalenisation, un début de
formation de biofilms apparait sur les supports lbans. Aprés 28 jours de colonisation, les
biofilms se sont trés développés au niveau desitss et sont trés différents. En effet, au
niveau de la station T, les biofilms sont consst@ssentiellement du gen@®cconeis sp.
visible sur ces clichés MEB (Figure 101). Néanmpihgst a noter que la densité de ces
microorganismes photosynthétiques est faible pgpad aux biofilms observés sur d’autres
stations (chapitre IIl). Cette station étant omBrda faible pénétration de la lumiere pourrait
jouer un réle en limitant la photosynthese et pamséquent le développement accru des
algues et des diatomées. En ce qui concerne iarstdSTEP, de nombreuses colonies de
protozoaires flagellées sont observées et prédomitens ce biofilm. Ces organismes sont
rencontrés dans les eaux usées. La présence degassmes sous forme d’amas pourrait
étre un indicateur d’'une trés mauvaise qualitéu’€e point est en effet tres eutrophisé avec
des concentrations en P total atteigraat0,625 mg/L en Mai et 0,404 mg/L en JuirLes
concentrations en MO sont proches 1 mg/L. Cette station est la plus eutrophisée du

Bassin Versant du Trézon.

Tous les milieux sur lesquels ont été réaliséptéevements ont des caractéristiques
différentes (physico-chimie, riviéres (station i) retenue (station ZB), luminosité (la station
ZB est trés exposée a la lumiere en revanche,aliostT est située dans une zone plus

ombragée). En accord avec tous ces parametrebjdiens observés sont tres différents
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selon les stations de prélevement. Les biofiimsbéent apparaitre comme des marqueurs
caractéristiques d'une eau étudiée. De plus, lE&wmuvante a montré que la composition de
'eau et celle du biofilm pouvaient étre tres predn considérant les grandes familles (en
abondance relative entre diatomées, algues et bgatéries) et totalement différentes au

niveau de la composition des especes.

V.1.2/ Composition des especes entre biofilm et easus d’'un méme site

La Figure 103 montre les proportions entre lesedéfites especes qui sont retrouvees

dans I'eau et dans le biofilm élaboré sur suppamnitbou.

Eau o
DH 7.3 Biofilm bambou
O Algues O Algues
m Diatomées m Diatomées
O Cyanobactéries 00 Cyanobactéries
O Inconnus O Inconnus

Petites diatomées centriques

Majoritaires (70 %) Cocconeis sp majoritaires
Diatomées centriques 70 % Cocconeis sp. 77 %
Achnanthes sp. 4,2 % Diatomées centriques 4,3 %
Navicula sp. 4,2 % Cymbella sp. 2,1 %
Euglena sp. 2,8 % Phacus sp. 2,1 %
Aulacoseira sp. 1,4 % Achnanthes sp. 2,1 %
Pediastrum sp. 1,4 % Euglenasp. 2,1%
Chlorophycées inconnus 1,4 % Cyanobactéries 2,1 %
Scenedesmus sp. 7 % Inconnus 1,1 %

Cyanobactéries 5,6 %
Inconnus 2,8 %

Figure 103 : Composition du phytoplancton dans I'ea et au niveau du biofilm (bambou)

La Figure 103 met en évidence la prédominance @smdées dans I'eau et dans le
biofilm. En effet, dans les deux cas, ces dernieepsésentent plus de 75 % par rapport a
I'ensemble des taxons. En revanche, les especdistenées prépondérantes dans les « deux
milieux » sont différentes. En effet, le biofimte®mposé a 77 % du gen@®cconeis spet

les eaux sont majoritairement composées de diaweerdriques (70 %). Toutes les especes
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n'ont pas la méme affinité avec le support. Cesltés montrent bien que le biofilm est
différent de la composition de I'eau par rapport agpeces étudiées.

Les Figures 104 et 105 représentent des clichémgtaphiques de surface observés
au MEB et elles illustrent parfaitement ces differes de composition entre le biofilm et
'eau. La Figure 104 montre des échantillons delmam colonisés par les biofilms a deux

profondeurs différentes. Ces clichés sont reprasi&nte la surface considérée.

10 pm

e

— O

a/ Surface b/ 20 cm de profondeur

Figure 104 : Biofilm sur supports bambous (18 juir007)

Les résultats obtenus permettent d’affirmer quedlakomeées sont présentes sur toute
la hauteur du bambou. Les analyses d’eau ont mgo&déa composition en phytoplancton est
beaucoup plus variée dans I'eau surtout en chlgagds comme le montre les Figure 103 et
105. Sur la Figure 105, les résultats suivant suytenus par filtration de 100 ml sur
membrane de diametre de pores de 0,45 um. Par querge tous les microorganismes

comme les bactéries et les algues sont retenues.
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Figure 105 : lllustration obtenue par MEB de la conposition de I'eau préalablement filtrée sur
membrane (18 juin 2007).

Certains genres de chlorophycées comme les g&oergedesmus sfzigure 105, en
bas a droite)Pediastrumsp. (Figure 105, en bas a gauche) sont présents @@usrhais pas
retrouvés dans les biofilms. Ces résultats obtaeeusignifient pas que ces espéces ne peuvent
pas étre retrouvées dans le biofilm. Cependasgniblerait que ces microorganismes n’aient
pas d’affinités avec ces supports dans les comdifidnysico-chimiques de ce milieu.
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V.1.3/ Etude de la composition chimique
Les Figures 106 et 107 montre I'évolution de la position en élément chimique du

biofilm constitué sur supports bambous pendanét@gde du 7 Mai au 16 Juillet 2007.

100 .
14 Mai
g_ a0
82
= 40
T 2
g 0+ e T === =
Mp A S P S K G M F
éléments chimiques
Gl M 80 -
5 i .
o) 18 Juin i 7 16 Juillet B
1 % 807
'33), [ 50
g5 S8 0-
S0 g 30
%]5, ©
B 8 20
107. ® 3 ﬂ ® @
51 g 7
M A S P S d K G M R & Mg AL Si P S C K Ca Mn Fe
éénertsdinicpes éléments chimiques

Figure 106: Suivi de la composition chimique au seid’'un biofilm sur bambous
(dans I'eau : en Mai, [Fer] = 1,44mg/L soit 1,550% atomes, [Mn]= 0,112 mg/L 1,23.3batomes. En juin,
[Fer] = 1,71 mg/L soit 1,85.78atomes, [Mn]= 0,325 mg/L soit 3,56.Ftatomes. En juillet, absence de
données. Les points rouges sur chaque histogranmuositrent que les valeurs ne sont pas significatiyes
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Figure 107: Evolution des proportions de Fer, de M et de Si au cours de I'élaboration d’'un
biofilm naturel (station T)
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La Figure 106 montre que tous les éléments sosepts en faible abondance relative (< 5
%), aprés 7 jours de colonisation (14 mai), a lgpton du silicium qui est présent sur le
support. Apres 1 mois de colonisation, le Zn apgpgami les autres éléments déja mis en
évidence sur les biofilms des autres stations (uiealpl et IV). Lorsque le biofilm évolue, le
manganese devient I'élément prépondérant par ragptmus les autres éléments chimiques
(calcium, fer, aluminium...) alors que dans l'eaus leoncentrations en fer sont 13 fois
supérieures en Juin et 5 fois supérieures en tiullependant, les conditions du milieu sont
propices a I'assimilation du manganese par le lomodjui devient trés prépondérant apres 62
jours de colonisation (Figures 106 et 107).

NB : Les autres éléments chimiques ne sont pas diass I'eau.

L’ensemble de ces résultats a montré que selostddisns, les biofilms avaient leurs
propres caractéristiques. Sachant que toutes lesétadiées ont elles-mémes des parametres
physico-chimiques et biologiques différents, unedétpar analyse par composante principale
s'avere essentielle pour souligner les corrélatiaantre toutes ces variables et les

caractéristiques de chaque station.

V.1.4/ Bilan Bassin Versant : synthése des donnéastenues par ACP

Dans ce paragraphe, La Figure 108 représente urie rA@lisée sur I'ensemble des
données physico-chimiques et biologiques (eauxadilrhs) du bassin versant obtenue sur 4
mois d’étude et sur 6 stations de prélevementsil{eds de 27 analyses). Les variables et les
stations sont représentées sur le diagramme aohgidr les 2 premiéres composantes. Un
code de couleur est attribué aux stations selorcdespagnes de prélevements comme le
montre la Figure 108. Les variances expliquéescdegposantes 1 a 5 sont respectivement
23,309 %, 17,42 %, 15,11 %, 11,39 % 8,53 %. Noysésenterons uniquement les
composantes 1 et 2.
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Diagramme de composantes dans I'espace aprés rotation
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Figure 108 : Représentation des stations et des vaibles par ACP réalisée sur I'ensemble des
données du Bassin Versant.

La composante 1 décrit dans sa partie positiveapgmrts organiques et minéraux,
probablement d’origine anthropique et dans sa eanéigative, le pH, ainsi que les algues
(influence des processus d’eutrophisation sur g pH
La composante 2 qui est construite a partir deigivi@s T, NH* et dans une moindre mesure
par NK;, Mn, cyanobiofilm et chloa témoigne dans sa partsitive de la nature réductrice

des eaux estivales. Cette composante qui est adesiians sa partie négative par des valeurs
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élevées de I'oxygéne correspondant a des tempésaplus basses des eaux, témoigne de
'impact saisonnier sur la qualité de ces eaux. f@at s’étonner de ne pas trouver la
chlorophylle_aavec les algues. Cependant, les résultats ontrpue&onés en utilisant les
valeurs des proportions entre les algues, les dautéries et les diatomées, surtout que tous
ces taxons produisent de la chlorophylle a

La Figure 109 montre I'évolution des eaux des diifiées stations étudiées au cours des mois

(de Mars a Juin 2007) qui sont projetés sur unrdragie a deux composantes.
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Figure 109: Diagramme a deux composantes représentda projection des individus (stations
de prélevement situées sur le Bassin Versant) (Reggentation des stations en noir : Mars ; en
bleu : Avril ; en vert : Mai ; en rose : Juin)

Le tableau 27 montre les composantes entre lesuiacet les variables par rapport a
tous les paramétres étudiés. 2 composantes trati@gisesi des processus environnementaux

bien distincts sont mises en évidence.
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Tableau 27 : Matrice des composantes établie a partdes parametres physico-
chimiques et microbiologiques

Composante
1 2
KMnO4 ,838 ,057
conductivité ,801 ,115
CoT ,781 -,239
COD ,765 -,264
pH -571 -,211
fer ,566 -,009
D eau ,553 ,251
Ptot ,526 324
algues eau -,442 -,190
PO4 ,317 ,303
D biofilm ,294 -,097
cyano eau -,267 ,029
algues biofilm -,197 -,099
oxygene -,131 -,846
T ,195 778
saturation -,050 -, 724
NH4 -,261 , 709
chlo a ,260 ,657
cyano biofilm -,334 ,603
nitrates -,381 -,484
manganése -,100 443
NKj ,090 ,394

La Figure 109 et le Tableau 27 montrent que sedsnckmpagnes de prélévements,
I’évolution des processus environnementaux va digedes stations étudiées. En effet, les
processus décrits au niveau de la station ZB ténaes le développement des cyanobactéries

dans les biofilms avec le réchauffement des eaaxstation AV est marquée surtout par un
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développement algal et le pH. Les stations TR eEBSpar le P, les phosphates. La station T
est mieux représentée en positif par la composaném juin qu’en mars et la station F
s’oriente vers la composante organique (COT, CORNK4).

A l'approche de l'été, la Figure 109 indique unepdirsion plus importante des
stations. Les « clusters » observés par 'ACP me#e évidence des processus bien distincts.
En mars, les stations sont surtout marquées panitiates et I'oxygéne dissous a I'opposé de
la température. Cela explique que les apports teates s’'effectuent lorsque les températures
des eaux sont basses, par conséquent, en fin idelgd&ivernale. Ces résultats sont toujours
en accord avec les ACP réalisées précédemmentitfeh). En revanche, les stations les
plus marquées par le phosphore et les phosphatesescstations TR et ASTEP en début de
période estivale (Mai, Juin). La station ASTEP ég&ituée en aval d’'une station d’épuration,
elle tranfére les polluants dans le lac de Ribtatitm ZB)via la station TR. Ce qui explique
en partie I'eutrophisation de la station TR. Cesultats confirment bien que le station la plus
eutrophe reste la station TR par rapport aux statfv et ZB. La station ZB (Mai et Juin) est
marquée par une bonne corrélation entre les cyah@ies contenues dans les biofilms et
I'lon ammoniacal qui sont représentés par la cormpies2. En effet, les cyanobactéries sont
capables d’excréter les ions WHWeb 8). Ces paramétres sont a I'opposé de I'axgge
dissous, par conséquent, en milieu réducteur. uerdgs proportions de cyanobactéries
deviennent plus importantes dans les biofiims, deacentrations en NfA augmentent
également par assimilation de I'azote atmosphérpue le transformer en ion ammoniacal
(Levi, 2007). Les résultats sont alors cohérengx d@s donnéeas situ.

Pour confirmer le diagnostic, une autre étude esemn évidence sur la Figure 110.
Cette derniere représente le nombre de couplearthbles ayant un coefficient de corrélation
r>0,6 selon les stations étudiées. Ces résultatsissus d’'une importante banque de données

comprenant pres de 200 campagnes allant de ja20@&r a juin 2007.

200



CHAPITRE V: ELARGISSEMENT DE L'ETUDE A L'ECHELLE DE BASSIN VERSANT

ET DU LABORATOIRE

100 -

80 ~

60 -

40 -

20

variables avec r>0,6

Nombre de couples de

AV ZB P T ASTEP F TR

Stations

Figure 110 : Nombre de corrélations entre les diff@€ntes variables dont r>0,6

Cette étude montre que le nombre de corrélatiore ées variables est plus important
au niveau des stations T, P, ASTEP ou le nombreodelation dépasse 60, contrairement
aux stations AV et ZB ou leur nombre atteint a pel. Cette approche est intéressante car
des auteurs ont montré, sur des eaux tropicalainéPat coll., 2004), que le nombre de
corrélation augmentait selon le niveau d’eutropiosadu milieu. Dans le cadre de cette
étude, les stations les plus marquées par 'eusapbn sont P, T et ASTEP. Comme il a été
montré précédemment, la station TR est plus marpaékeutrophisation que les stations AV
et ZB. Certaines stations s’asséchent facilemetdanmment la station P. C’est pourquoi, le
volume d’eau étant moins important, les polluamist plus concentrés ce qui explique que
cette zone parait eutrophe.

Les résultats d’ACP ont souligné les différentegr@ations entre les stations et les
variables, puis au niveau des variables entre,alegjui permet d’établir un diagnostic par

rapport aux eaux étudiées.

V .2/ DIAGNOSTIC ET REMEDE A L'ECHELLE DE LABORATOIRE

V.2.1/ Diagnostic et remédes via les biofilms
Dans le chapitre 1V, nos études ont montré qu'widilo de t=0 jours jusqu’en phase

stationnaire (8 — 10 jours selon les biofiims)nsfarmait la MO sans abattement du COT

dans nos conditions opératoires et gqu'il permetatiminer dans les eaux, par rétention,
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certains éléments chimiques (P, Fer, Mn, Zn, Al) spnt considérés comme des polluants
lorsqu’ils sont en exces dans ces eaux doucesetiagirNous avons montré que la MO

pouvait se transformer grace au biofilm. Par counsgfj il nous a paru pertinent d’étudier

'impact du biofilm sur un type de composé orgaeigd’autant plus que, I'eau du lac de

Ribou est soumis a des apports non négligeablesticples. Dans le cadre de cette étude, le
résidu de pesticide étudié est le paranitrophénolegt un sous-produit de dégradation du
méthylparathion. Ce choix a été dicté par le faie quotre laboratoire est équipé d’outils

analytiques pour doser facilement ce type de codgpasganiques. De plus, des travaux
réalisés lors des études antérieures (Thorén, 20@7)nontré que des molécules simples
comme l'urée pouvaient étre dégradée par les hisfépiphytiques.

Dans notre approche, nous avons étudié I'impactaddms sur la (bio)dégradation
du paranitrophénol (PNP).

La Figure 111 montre les voltammogrammes de détectu paranitrophénol a t=0h et a t=
12h.

3,90E07 0,00000025 -

0,0000002 -
0,00000015 -

0,0000001 -

Intensités (HA)
Intensités (HA)

0,00000005 -

0N
v
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a/ Eau dopée en PNP exposée au biofilm (t=12lBau dopée en PNP, non exposée au biofilm (t=0h)

Figure 111 : Voltammogrammes de détection du paratriophénol

La Figure 111 montre que I'eau dopée ayant cirda@s le réacteur a biofilm ne
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présente plus de pic de réduction a —0,8 V au Hdeut2h alors que pour la solution qui a
circulé 12h dans le bioréacteur de référence (sifigm) celle-ci présente toujours le pic de
réduction du PNP (non représenté) comme a t=0lg Evenéme intensité de pic d’environ
0,25 10’ A. De plus, le PNP présente une couleur jaunectéisitique kmax.=400 nm) et

aprés 12h de mise en contact avec le biofilm épighg la couleur jaune a disparu, alors

gu’elle reste présente dans le réacteur de référenc

Les résultats obtenus montrent que le biofilm atrdmmé a la transformation du
paranitrophénol qui n’est plus décelable dans ldagurface. Le processus de biodégradation
peut étre attribué a un relargage des nitrites avieéralisation en dioxyde de carbone, ou
bien, engendrer la formation de composés comme a#échols. Cela dépend des
microorganismes exposeés a ce polluant (Kulkar@retudhan 2007). Les biofilms élaborés a
partir d'une eau naturelle étant composés d'une timdé de communautés de
microorganismes, plusieurs de ces dérivés (norerebBs dans le cadre de notre étude) et
issus de la dégradation du PNP, pourraient étremé&vidence.

Un autre polluant « modéle » : les nitrates, aéidié.
Dans ce cas I'eau de surface de I'étang St Nicalagbi un dopage en nitrates a des
concentrations supérieures a 100 mg/L. Cette soliété exposée en continu au niveau du

biofilm pendant 3 jours. Il s’agit de la méme edilia¢e pour I'élaboration du biofilm.

La Figure 112 montre I'évolution de la concentraten nitrates au cours du temps au
sein de bioréacteurs constitués de biofilms élabangartir d’eaux naturelles eutrophisées. Un
réacteur est constitué par un biofilm agé de 18sjsur lequel a circulé la méme eau ayant été
utilisée pour I'élaboration du biofilm mais prédixnent dopé avec une concentration en

nitrates supérieure a 100 mg/L et un réacteur térfsains biofilm).
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Figure 112 : Evolution de la concentration en nitrées au cours du temps dans les réacteurs a
biofilm et témoin.
La Figure 112 montre un abattement en nitrates dessréacteurs colonisés par les

microorganismes. Cette élimination en nitratespgesque divisée par deux aprés environ
3000 min (~ 2 jours) de contact « eau-biofilm »gralque dans le réacteur témoin, aucun
abattement n'a été observé aprés ce temps d’exgdtation. Ces résultats préliminaires
montrent ainsi I'efficacité d’un biofilm a réduites concentrations en nitrates dans les eaux
naturelles eutrophisées.

V.2.2/ Caractérisation des biofilms avant et aprédopage en nitrates.

Nous avons également suivi l'influence des nitrages I'évolution du biofilm qui
n'est pas une «entité » statique. La Figure 1l&ésente I'abondance relative entre
diatomées, cyanobactéries et algues avant dopagerét dopage de I'eau en nitrates. Des
illustrations correspondantes des biofilms, obtesusnicroscope optique a un grossissement

(x1000), apres décrochage de leurs supports, 868t @présentees.
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6%

Algues

Cyanobactéries
11%
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Diatomées
45%

Diatomées
87%

b/ Biofilm apres dopage en nitrates a 170 mg/L daasi naturelleLes observations au
microscope optique (x1000) sont réalisées 3 joymea le dopage sur le méme biofilm.

Figure 113 : Abondance relative entre diatomées, @lies et cyanobactéries
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La Figure 113 montre des différences entre le lbofaivant dopage et aprés dopage en
nitrates. En effet, avant le dopage, la plupart dsgéces présentes au sein du biofilm
apparaissent décolorées, alors qu'aprés le dopagepmbreuses espéces sont colorées avec
un développement important d’algues et de cyanéhbast Ces résultats montrent que la
consommation des nitrates est favorable aux dépetopnts d’algues avec production de
chlorophylle et sont confirmés par I'ACP qui montpee la chlorophylle ast a 'opposé des
nitrates (Paragraphe 111.2). Ces résultats laissepposer que I'élimination des nitrates dans
'eau s’effectuerait majoritairement par l'assiniid@ par les « microorganismes » et
préférentiellement par les algues vertes, c'esteaghr transformation des nitrates en azote
organique. La dénitrification ayant lieu en milianaérobie, il est peu probable que cette
derniére ait lieu dans nos conditions opératoif@éspendant, elle pourrait avoir lieu de
maniére négligeable car au sein d’'un biofilm, deses anaérobies peuvent étre présentes.
Par la suite, I'étude a porté sur I'évolution desnmunautés de diatomeées précisément pour
mettre en évidence linfluence des nitrates surcl®munautés initialement présentes dans
les eaux naturelles. La Figure 114 montre aingahdhdance relative entre chaque espéce et

genre de diatomées présentes dans les eaux awrestdopage en nitrates.

Gyrosigma sp.
Synedra sp. 206
Nitzschia sp. Synedra ulna b

I 11%
Fragn?rla.sp 3% Cymbella sp. o
Eunotia 4% 2%
pectinalis Pinnularia sp.
7% 2%
Melosira sp.
5%
Nitzschia sp. D Navicula sp.
4% 50%
Eunotia
pectinalis

15%

Navicula sp. Fragilaria sp..
84% 9%

Figure 114: Abondance relative entre les communausé&de diatomées avant et apres dopage en
nitrates au sein d’'un biofilm (3 jours d’expositiors).

La Figure 114 montre que le dopage en nitratesriboiet 2 une augmentation d’'un nombre
d’especes de diatomées apres 3 jours d’exposkHioreffet, les genreSynedra sp., Melosira

sp.et I'espéceEunotia pectinalipparaissent apres dopage en nitrates, alorSlayieula sp.
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(84 %) est fortement majoritaire avant dopage kt edprésente 50 % apres dopage. Le
dopage en nitrates dans nos conditions opérat@oes3 jours) contribue a 'augmentation de
la biodiversité. Une autre étude a été conduitardirpd’'une autre eau naturelle issue de la
méme station de prélevement avec 3 semaines oalies. La Figure 115 montre

'abondance entre les communautés de diatoméeg avapres dopage en nitrates au sein

d’un biofilm de composition en diatomées différenté jours d’exposition).

. Gyrosigma sp. Synel(i;a sp-
Eunotia Fragillaria sp. 1% ’

Diploneis pecst:]r)ahs % 1%
elliptica ’ Achnanthes
10% sp. X
2% X~ Navicula sp.
26%
Fragillaria sp. ’
5% . .
Pinnularia sp.
1%

Pinnularia sp.
15%

Nitzschia
sigmoidea

Navicula sp.
65%

Eunotia
pectinalis
61%

Figure 115 : Abondance relative entre les communaés de diatomées avant et aprés dopage en
nitrates au sein d’un biofilm (7 jours d'exposition).

La Figure 115 montre que le dopage en nitratesriboiet 2 une augmentation d’'un nombre
d’especes (ou genre) de diatomées apres 7 jouxpabiion aux nitrates. Le développement
d’Eunotia pectinalisest trés marqué aprés le dopage en nitrates sismpe 61 % des
especes dénombrées, alors qu'avant le dopage, le’egnreNavicula sp.qui est le plus

répertorié (65 %), quantEunotia pectinaliselle ne représente que 5 %.

Comme précédemment, l'apport important d’azote cemmutriment contribue au
développement de certaines diatomées et a une atagioa de la biodiversité. Cependant, le
développement important Elunotia pectinalislaisserait présager, a terme, une perte de
biodiversité. Afin d’étudier I'état de surface avaet apres dopage, des analyses ont été
effectuées au MEB. La Figure 116 montre une ilatgin de biofilms élaborés sur des

anneaux de verres, avant et apres dopage en sitrate
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c/ Biofilm aprés dopage en nitrates (3 jours gpres

Figure 116: lllustration des biofilms sur le garnisage en verre du bioréacteur (observations
réalisées au MEB a 3 keV)

La Figure 116 montre que le dopage en nitratesiboet & augmenter « 'encrassement » des

anneaux, et notamment la colonisation de ces stgpar les algues et les diatomées.

Compte tenu de I'ensemble des résultats obtentevars tous les chapitres, nous allons les
discuter afin de proposer des perspectives de emnaitt a I'échelle du BV.
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A lissue de ce travail, les principaux résultatsontnent que Il'association
végetaux/biofilms épiphytiques au sein d’'une zomenide est une bonne approche pour
améliorer la qualité d'une eau. En plus des cagscipuratoires des végétaux par
absorption/phytoremediation (Pulford & Watson, 20@®s derniers sont en général de bons
supports a biofilms au niveau de la partie immer@éilm épiphytique) et que ces biofilms
sont capables de retenir le P et les métaux, ceeggendre une diminution de leurs
concentrations dans les eaux qui sont dépendaesesomditions physico-chimiques. De plus,
bien qu’aucun abattement de COT n’a été observiglQaa néanmoins été modifiée par les

biofilms dans les eaux révélant sa biodégradabilité

L'intérét des zones humides est reconnu a traveis fonctions essentielles qui sont
premiérement un accueil de la biodiversité et dameiment, une régulation des crues et des
flux hydrographiques. En effet, une étude de msdabn des flux hydriques réalisée sur le
BV du lac de Malle, en Mauritanie, a montré quezieses humides pouvaient limiter ces flux
apres les périodes de forte pluie (Gassani, 20083ant les vecteurs de polluants en aval du
BV. Enfin, ces zones humides ont un réle épuratfiagunes (Morelet coll, 1994b ;
Pietrasanta et Bondon, 1994), mares), en effets glermettent de retenir les polluants et de
les éliminer partiellement par biodégradation etfomobilisation par le biais de la végétation
présente (Pulford et Watson, 2003).

Pour replacer le cadre de ces travaux a I'échellBaksin Versant, il faut traiter dans
un premier temps, les problémes d’apports en patuplus en amont du BV en limitant les
rejets. Des chantiers de drainage ont été réalisés 1980 et ont engendré de nombreux
arrachages de haies. Ces travaux ont alors traméftas paysages et les flux hydriques. Les
haies ont un réle tampon vis-a-vis des polluantaroe le P. Par conséquent, ce dernier sera
moins retenu jusqu’a se retrouver dans le réseawogsaphique (Dorioz et Aurousseau,
2007). Puis, suite a ces travaux, a partir de 1B85premiers épisodes d’eutrophisation sont
apparus car le P constitue I'élément limitant dasseaux douces. Son exces est favorable a
un développement excessif de cyanobactéries pranttudes toxines dangereuses pour les
hommes et les animaux (Lévi, 2007). De plus, leePpmesente pas de cycle atmosphérique.
Par conséquent, cet élément s’accumule dans Issleslsédiments et les eaux et doit étre

extrait (Dorioz et Aurousseau, 2007). A ce jours detions sont déja mises en ceuvre par la
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CAC pour limiter les flux de P et de MO en amordtamment par la mise en place de zones
tampons comme des prairies et des zones enherbéasz et coll, 2007). Un suivi de la
composition chimique de I'eau et la réalisatiomdéntaires floristiques a permis d’évaluer
I'état du BV. Ces approches sont nécessaires pesipdrspectives de restauration du milieu
(Miletti et coll, 2005). La connaissance du milieaturel permet de cibler les zones de rejets
du P et de la MO afin de trouver des solutions péduire les apports. De plus, la CAC a
aussi pour objectif de trouver des moyens d'exrégalement le P qui est déja accumulé
depuis des années dans la retenue du Ribou. @esrjymi, a partir des résultats obtenus lors
de ces travaux de thése, nous trouvons pertinemheatere en place des zones humides a
I'échelle du BV qui peuvent étre aménagées parvégetaux autochtones sur lesquels se
développent les biofilms, d’autant plus que I'asstien bactéries et macrophytes améliorent
nettement la biodégradabilité (Mann et Wetzel, 20®3card et coll, 2005). Les plantes
doivent créer un environnement favorable aux démments des microorganismes par des
échanges gazeux au niveau racinaire (Picard et2)b). De plus, nous avons montré que le
biofilm seul, élaboré en laboratoire, est aussicafie dans I'élimination des polluants (P,
métaux, type de MO (dégradation des acides humigdliesination du paranitrophénol des
eaux)). Ces biofilms sont élaborés a partir d'use @aturelle au sein d'un pilote de
laboratoire, par conséquent, nous supposons gh®fim épiphytigue exposé a un méme
type d’eau doit étre capable d’éliminer le P, leitanx et transformer la MO. D’autant plus
que dans le milieu naturel, en analysant un bioéipiphytique, ce dernier contient du P et les
mémes métaux (Fe, Mn) ce qui laisse supposer qudigent étre éliminés de la colonne
d’eau du fait que ces éléments ne n'ont de cycteosphérique. Par ailleurs, des auteurs ont
montré que le biofilm épiphytique a des capacifgatoires vis-a-vis de la dénitrification et
de l'urée (Bourgues et Hart, 2007 ; Thorén, 200@hirant I'intérét d’un biofilm naturel.

L’eau du lac de Ribou étant de nature eutrophecdexentrations en P sont alors
situées entre 0,08 et 1 md.lpar an, ce qui fait une moyenne annuelle de 0,§4 fn Par
conséquent, le prélévement au niveau de l'usin&iboerait a éliminer 3,14 Tonnes de P/an.
Sachant que chaque année le Bassin Versant liBéfeTbnnes de P (CAC, 1998), ce dernier
s’accumule au cours des années au niveau desswérdes retenues. C’est pourquoi, méme
si les actions pour restaurer le BV doivent étredeites sur son ensemble, nos travaux ont
été ciblés, dans un premier temps, au niveau d@atemn TR car elle apparait comme étant la

plus eutrophe des stations du lac de Ribou. En, eff¢te derniere apparait plus marquée par

211



CHAPITRE VI: DISCUSSION

le P et la MO (COT, COD) comme I'a révélé 'ACPd#ie 32). De plus, nous rappelons que
cette zone constitue un point d’entrée de la poluk émanant » du bassin versant du Trézon
avec un flux hydrigue moyen de 10,8 Mem. Cette station TR constitue une zone
aménageable car le niveau d’'eau est bas et vatie 80 cm et 2 m de profondeur. Cette
derniére est riche en végétations rivulaires, meseévidence par les inventaires floristiques.
La contribution des macrophytes et des végétaua dene rivulaire présente un intérét a la
restauration de la qualité de I'eau (Korner et Vaan 1998 ; Korner et coll, 2003 ; Pulford et
Watson, 2003 ; Verveake et Luyssaert, 2003 ; Sgaded et coll, 2007). De plus, des auteurs
ont montré que les especes végétales rivulairesmeoh arundinacea, Salix sp, Juncus
effusussont potentiellement intéressantes dans le caglrééduration du P et de la MO
(Picard et coll, 2005 ; Perttu et Kowalik, 1997teiBmannn et coll, 2003) certainement
assistée par les biofilms. Néanmoins, dans le caermotre étude, il est nécessaire de tenir
compte de plusieurs facteurs pour sélectionnerntesrophytes les plus favorables aux
conditions du milieu. L'installation spontanée qiéses autochtones qui disposent d’'une
dynamique de population relativement stable, réwple le végétal présente une bonne
adaptation au milieu. L'espéece doit montrer desaca@s épuratoires importantes vis-a-vis du
P. Enfin la présence de cette espéce doit persigteours du temps et ne doit pas avoir un
caractére envahissant afin de ne pas bouleveésgrslysteme. Parmi les especes autochtones
répertoriées, quatre candidats s’averent intéressan
- La Baldingére ou Faux roseau Phalaris arundinacag est tres efficace pour
I'épuration du P (Picardt coll,2005) et de la MO (Ouellet-plamondencoll, 2004).
Ces résultats sont néanmoins obtenus au sein deométnes et concernent le
phosphore assimilable. Par conséquent, ils doigeet nuancés dans les conditions
naturelles. Néanmoins, cette espéce posséde desnds qui lui permettent d’'étre
présente toute I'année sur le site et résiste diarpollution et a de grandes variations
d’eau (de 0 a 1 m de profondeur). Tous ces parasmaiontrent que cette espece peut
étre potentiellement intéressante a utilisesitu.
- LesSaules(Salix sp.)sont aussi de « bons candidats potentiels» ddimaib@tion du
P (Perttu et Kowalik, 1997) qui pourrait étre gl dans le cadre de la restauration du
milieu.
- Les Petites lentilles d’eau(Lemna minor)jouent un réle épuratoire important dans
I'élimination des phosphates (Obek et Hasar, 2008pendant, dans le cadre de notre

étude, il n'est pas envisageable d'utiliser cesroptytes pour I'épuration du milieu
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car en 2007, les lentilles d’eau ne se sont paslogpées. Ces dernieres semblent étre
sensibles aux conditions environnementales et led@éplacements sont peu
contrdlables dans le milieu naturel.

- Les Joncs épars(Juncus effusus)sont des especes intéressantes car elles ne se
décomposent pas rapidement au sein du milieu etepegontribuer a limiter les flux

de P au sein des zones humides.

Le potentiel épuratoire de ces différentes espdaes les conditions décrites par les
auteurs permet d’envisager leur efficacité au skin zones humides aménagées de type
« lagunage a macrophytes » (Moeelcoll, 1994b ; Pietrasanta et Bondon, 1994). Cependant,
des expérimentations situ s’averent essentielles pour évaluer leurs caaéparatoires vis-
a-vis des eaux du lac de Ribou, tout en sachantagpeésence de végétaux dans les bassins
de lagunage permet d'améliorer I'élimination destriments (Morel et coll 1994b ;
Pietrasanta et Bondon, 1994).

Les végétaux associés aux biofilms devraient awoirdle a joué dans I'élimination
simultanée du P (Picard et coll, 2005) et de la NBondergaard et Jeppesen, 2007 ;
Steinmann et coll, 2005) avec lintervention dufimo épiphytique qui jouerait un réle
important dans I'élimination de certains pollua(B®urgues et Hart, 2007) comme il a été
mis en évidence dans le cadre de notre étude. ¥ancbke, les végétaux sont capables
d’accumuler de la MO présentes dans les eaux colesngesticides. L’élimination des MO
dans les eaux peut se faire par l'assimilation aeau de la plante ou bien par
adsorption/assimilation/biodégradation par les il suivi de leurs transformations avec
certainement une phase de minéralisation de cefielM probléeme des végétaux est que ces
derniers se décomposent et par conséquent relargeecta MO, mais selon les espéces
végeétales, le relarguage peut étre plus ou moipsrtant (Kao et coll, 2003). Lors de cette
décomposition, le biofilm peut aussi étre retro@v@ouveau dans I'eau d’ou la nécessite

d’extraire ces plantes.

Pour traiter la MO, le biofilm s’avére étre une udmn appropriée. De plus, les
végétaux sont également de bons supports a biofitngme I'on montré d’autres auteurs
aussi bien au niveau de I'épiphyte (Bourgues et,l2807) que du benthique (Gagnon et coll,

2007). Les résultats prometteurs que nous avorenobt(chapitre Il et IV) confirment le
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travail de ces auteurs. De ce fait, nous avonsiétpblis particulierement I'impact des
biofilms sur la MO contenue dans les eaux de sarfat milieu controlé. Des études en
laboratoire se sont avérées indispensables et amirénque les biofilms jouent un réle dans la
transformation de la MO que nous avons suivi paditainution de la fluorescence des
fluorophores A et C (Figure 60) correspondant awbstnces humiques avec une
augmentation des fluorophores T et B qui correspond I'activité biologique (Senesi et coll,
1991, Parlanti et coll, 2000) surtout visible apies fractionnement des eaux car ils
apparaissent au niveau des fractions HPI (Figute§® 63, 64). La pyrolyse CG-SM est trés
utilisée pour l'analyse de la MO par I'étude desissproduits de dégradation de pyrolyse
(Bruchet et coll, 1990 ; Zularisam et coll, 200bemeusy, 2007 ; Vancampenhout et coll,
2009). A chaque sous-produit est attribué une rgigcomme par exemple les dérivés de
benzénes, toluene, xylene qui sont issus de compadgaromatiques : les acides humiques.
D’autres, comme le furfural, le cylopenten-l-onarespondent a des sous-produits de
polysaccharides (Pontie et coll, 2007) seulemenbuees dans les fractions HPO dans notre
étude. Ces derniers peuvent étre apportés damslespar la décomposition des plantes par
les microorganismes (Leenheer et Croué, 2003)ptesessus microbiologiques ont lieu dans
les eaux de surface (Bruchet, 1985) et se pounsutlens le bioréacteur a 28-30°C comme
nous l'avons constaté. En observant les fractidPid, Tdes sous-produits caractéristiques sont
retrouvés comme le 5-méthylfurancarboxaldéhyde,cide hexadecanoique, le 9-
octadecenamide et le bis-(2-ethylhexyl)phtalate. déenier est un marqueur anthropique
(Aparicio et coll, 2007). Aprés traitement par lefthm, des sous-produits non déterminés
apparaissent a des temps de rétention de 9,15mi&28min (Tableau 19 et Figure 67)
montrant qu’il y a bien eu une activité biologigue les fractions TPHR avec une diminution
nette des proportions de 5 methylfurancarboxaldehyde 40% a 29 %) et dac
hexadecanoique (de 42% a 22%) (Tableau 19 et FigtyeCette technique a permis de
montrer une transformation de la MO dans les eatxralles par les biofilms, aussi bien dans
les fractions HPO que dans les fractions TPH (compan avant et aprés traitement au sein
du bioréacteur, Figures 66, 67) avec l'apparitienfhgments caractéristiques de l'activité
biologique qui sont attribués aux biofilms comme Aébutanone qui apparait dans les
fractions HPO (Demeusy, 2007) et disparition duéthylphénol révélant ainsi la dégradation
des acides fulviques/humiques caractéristiquea fradétion HPO (Leenheer, 1981).

Pour évaluer la capacité d'un biofilm a dépolluere ueau naturelle, un polluant

modeéle a été testé avec un temps de demi-vie s 8tacorrespondant a un sous-produit du
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méthylparathion (pesticides) : le paranitrophé@i&i et coll, 2007 ; Tapsoba et coll, 2009).
Une étude préliminaire en bioréacteur a montrélgumofilm a permis son élimination dans
les eaux de surface dopées avec 50 mg/L de ce s@m@es résultats ont montré I'efficacité
des biofilms a épurer les eaux naturelles. Uneeagtude a montré que les biofilms
photosynthétiques pouvaient éliminer les microoesti produites par les cyanobactéries
(Babica et coll, 2005) toxiques pour 'lhomme (Le2@07). Par ailleurs, d’autres études ont
aussi montre l'efficacité des réacteurs a biofieméliminer les pesticides (Paul et Queinnec,
2008). Les résultats obtenus en laboratoire sompkict des biofilms au niveau des eaux
naturelles, laissent supposer que ces derniers amilieu naturel, joueraient un réle

important dans la transformation de la MO contettargs les eaux de surface.

Pour I'étude du P, nous avons aussi montré quéléstent est présent au sein d'un
biofilm épiphytique. Par conséquent, si ce derpirretenu par le biofilm et qu’il n’y a pas
de cycle atmosphérique du P (Rodier, 2000), il @ie&tre éliminé des eaux de surface,
comme nous I'avons montré au sein d’'un bioréacteareffet, les concentrations de P dans
les biofilms étudiés en laboratoire et agés deolisjvarient dé,31 (AV) a 1,00 pg/cm2
(TR2) (Figure 82). Le biofilm est élaboré & un délsi 11 L.mif". D’autres auteurs, en 2004,
Jobgeret coll ont montré que 'aménagement de supports inecgpasés de polypropyléne
dans un lac eutrophisé était envisageable poumiextte P (100 mg/maprés 4 mois
d'immersion soitl0 pg/cm3. Aussi bien dans les biofilms issus directemees @aux
anthropisées que dans les biofilms élaborés endadie, le P est incorporé dans les deux
cas. L'implantation de supports végétaux ou aufpmastiques, polypropylénes) dans le
milieu naturel constituerait une surface poterdiepour I'élimination du P par son
incorporation dans les biofilms. Les données oldsrsur du terrain révelent qu’au sein du
BV, le rejet du P a été estimél8,7 Tonnes(Coyne et Bélier, 1994). En conséquence, pour
étre efficace, notre modéle doit évaluer des sasfagfficientes de biofilms atteignant les
6,03.16 (AV) a 1,87.13 (TR2) m2 en tenant compte des zones de rejets a I'échelle d
'ensemble du BV. L’'aménagement de zones tampouoga@id étre situé en sortie des 5 STEP
du BV et/ou de zones de rejets industriels.

La station TR est plutét de nature mésotrophe desdlux moyens en P transitant par
cette station, évalués 8,5 Tonnes/an. Le diamétre moyen d'une tige dePhalaris
arundinaceaest évalué a,01lm avec une hauteur moyenne atteignant 1¢25m En

supposant que ce végétal soit totalement immergass&imilé a un cylindre, sa surface
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potentielle qui peut étre colonisée par le biofdet estimé 8,0387 m2 (zr : périmétre) par
tige dePhalaris Pour retenir tout ce P, il faudrait une surfaee3¢5.1¢ m2 entiérement
colonisé so0i0.10 tiges dePhalaris La station TR a une superficie d’environ 000 m2
et I'aire d’une tige « vue de dessus » correspofB%.10° m2. Par conséquent, le nombre
total de tiges permettant de retenir 3,5 T/an détamt de9,04.18 ce qui représente une
superficie (vue de dessus) supérieure a 10 0O /8. 10m?). L'objectif étant de limiter les
transferts de P sur le BV et aussi de I'extrairg, aurait alors un probléme d’espace pour
'aménagement au niveau de la station TR et celsenait pas suffisant. L'aménagement de
cette zone ne suffit pas pour retenir tout le R'alenée en tenant compte que de la surface
potentielle pouvant étre colonisée par les biofilDe plus, il y a aussi le P contenu dans les
sédiments qui n'a pas été estimé mais nous suppagon sa teneur dans les sédiments est
trés importante puisque les probléemes d’eutropbisaint débuté il y a environ une vingtaine
d’année (Aquascop, 1998). La plante joue aussdlmimportant dans I'assimilation du P qui
n'a pas été estimé durant notre étude (Picardlet28®5 ; Steinmann et coll, 2003) mais qui
peut contribuer a son élimination ainsi que le ibiofdu systeme racinaire. Ce dernier
représente une surface non négligeable pour laattomdu biofilm (Gagnon et coll, 2007).
D’une maniére générale, cette approche nécessiteni@dvement des supports pour
éliminer définitivement le P dont le cycle atmogpipge est inexistant. Cependant, la
formation naturelle de biofilm serait intéressaptaur limiter en amont les flux de P par
rétention sur support a I'échelle du BV en aménagehes zones humides existantes ou bien
en créant de nouvelles zones humides dans lessudde supports végétaux et/ou inertes

pourraient étre utilisés pour mener des étudesigien macrocosmes équipes.

Des éléments chimiques comme le Mn, le Fe, I'AKigle Zn, le K, le Ca (Figure 51
a 56) n'ont pas de cycles atmosphériques. Il fautcdsouligner I'importance des biofilms
dans la rétention de ces éléments chimiques quiengent étre éliminés des eaux que par
incorporation dans les biofilms (Hiernaux, 2005 iydda et coll, 2007 ; Quintelas et coll,
2009). Nous avons montré que les éléments comrivtn)de fer, I'Al, le Si sont les mieux
incorporés dans les biofiims. En effet, le Mn esitdi incorporé au niveau des premiéres
couches de formation des biofilms (Figure 51 etdi&st peu dépendant de I'épaisseur dans
nos conditions opératoires contrairement au fex BAl et au Si (Figure 95). Ces éléments
sont surtout présents sous formes d’oxydes (Hiern2@05 ; Miyata et coll, 2007). Comme

pour le P, l'inconvénient est que ces éléments @auétre relargués dans le milieu au
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moment du décrochage des biofilms observés au dieibioréacteur ou bien selon leurs
degrés d’oxydation. Par exemple, le Fer (lll) indgdé, contenu en milieu réducteur, est
relargué par les sédiments pour former du Fergfli) est ensuite retrouvé dans la colonne
d’eau. Ce relargage pourrait aussi avoir lieu an des biofilms épiphytiques en période
estivale et lorsque la concentration d’oxygéneatissest faible. Dans le milieu naturel, le
décrochage du biofilm peut contribuer a une palugponctuelle des eaux. Comme le biofilm
présente un intérét au niveau de I'épuration deg ézhapitre 1V et V), il est alors possible
d’envisager d'utiliser le biofilm élaboré sur supsoplantés (végétaux) dans le milieu naturel
pour limiter les flux de polluants afin d’améliorer qualité des eaux du BV ayant subi des
altérations anthropiques. Dans le cas ou le mifi@lwrel a subi une contamination par des
exces de Fer, de Mn, d’Al et de Zn ainsi que des(Quintelas et coll, 2009), il s’avere que
le biofilm peut épurer ces eaux par incorporaties thétaux qui est variable selon les eaux
(Figure 70). Les éléments chimiqgues comme le CaVide le K sont retrouvés dans les
biofilms (Figure 82) mais leurs concentrations déess eaux ne varient que trées peu mais
augmentent avec I'épaisseur du biofilm (cf stafidR2, Figure 69,79) mieux visible avec
'ACP (Figure 95).

Les résultats obtenus sur les biofilms ont permiséttre en avant une autre approche
du biofilm qui apparait comme un bioindicateur. D@vaux récents rapportés par Lyautey et
coll (2008) et Morin et coll (2008) vont dans lensale notre étude. En effet, les analyses
physico-chimiques et microbiologiques des eauxest lmofilms traités par ACP ont montré
que les stations étudiées au niveau du BV ont &iémliscriminées. Notamment la station ZB
est la plus propice au développement des cyanoiet&n effet, nous avons montré que les
biofilms épiphytiques présents dans cette statiomcentrent environ 20 % de ces
microorganismes des le mois de Mars (début pringdripe plus, des corrélations eaux et
biofilms ont été mises en évidence notamment dire ammoniacal présent dans I'eau et
les cyanobactéries contenues dans les biofilms.ciasobactéries sont capables de libérer
ces ions par assimilation du diazote atmosphérifies études ont aussi montré qu’en
période de blooms de cyanobactéries, leurs prapartdans les biofilms diminuent par
rapport aux diatomées et aux algues. Nous suppaponsges conditions de développement
étant favorables dans les eaux, les cyanobaceuragent tendance a se décrocher du biofilm.
Dans des conditions physico-chimiques non favosbleles seraient retrouvées plus

particulierement dans le biofilm. Le biofilm « camtre » également de nombreuses espéces
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de microorganismes qui sont déja reconnues comar@ ées bioindicateurs (chapitre I,
Tableau 8) dont certaines commnidelosira varians sont représentatives de milieux
organiquement enrichis.

Chaque station ont leurs propres caractéristighesigues et microbiologiques (mis
en évidence au niveau des chapitres lll, IV et B). effet, nous avons observé que les
concentrations des éléments chimiques étaientblasiaselon les biofilms (Hiernaux, 2005 ;
Miyata et coll, 2007). Les proportions des souddpits de pyrolyse CG-SM présents dans
tous les biofilms étaient différentes selon lesxeéudiées. Les biofilms sont constitués de
marqueurs spécifigues composés par les sous-psadieiipyrolyse comme I'acetamidofuran
(paroi bactérienne (Pontie et coll, 2005)), le Shykurancarboxaldéhyde qui est un sous
produit de sucres (Demeusy, 2007). Dans d’aut@dras, d’autres sous-produits comme des
dérivés de benzenes, notamment le benzéne dicdidpoxyqui souligne que ces biofilms
contiennent des acides fulviques oxydés par lesomiganismes (Saiz-Jimenez, 1994). Ces
résultats montrent bien que les biofilms peuvemteair de la matiére organique naturelle
(Carlson et Silverstein, 1994) qui doit favoriséndtallation de certaines communautés
microbiennes ayant un profil métabolique caradifuge d'un biofilm naturel. De plus, des
differences de communautés ont été observées tdohiofilms élaborés en bioréacteur,
selon qu’il s’agisse d’'une eau prélevée en étérohieer au sein d'une méme station d’ou
l'influence saisonniere. Au sein d’un biofilm, |l@mpérature, la lumiere, et la stabilité
hydrodynamique influencent les communautés bactéeie (Lyautey et coll, 2008). Au sein
d’un biofilm épiphytique, les profils métaboliqussnt tres variables selon les stations et les
végétaux d’'une méme espece, laissant supposerntlnence méme des végétaux sur le
biofilm puisque ces derniers exudent de la MO conuaes protéines, des sucres, des
polyméres (Amiaud et Benezri, 2005). Ces résulpaisvent s’expliquer par le fait que les
communautés sont déja adaptées a consommer cdamiibdgs biologs GN2. Il faut noter
également que I'dge d’'un végétal n’est pas conttates le milieu naturel. De plus, ce support
évolue au cours du temps. Par conséquent, lerniafdit étre influencé par I'évolution de la
plante et aussi le temps d’'immersion (Rusznyakoéit 2008). En effet, les communautés
bactériennes présentes sur des tiges agées demftemagplus de 1 an) utilisent plus de
substrats que les jeunes tiges (Rusznyak et @MB)2 Aussi, certaines especes bactériennes
ont plus daffinités a coloniser des supports guautdes, par exemple I'espece de

Pseudomonas fluorescequsi est tres représentée dans le milieu natusddgdhowski, 2004).
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Nous avons mis en évidence lors de cette étudeuterd I'échelle du BV du Ribou,
des spécificités des biofilms, qui sont dépendaets eaux, par conséquent, des stations
étudiées. Cependant, un biofilm sur un végétal peatdifférent au sein d’'une méme station.
Bien que l'on ne puisse pas universaliser les té@sulobtenus, ces derniers restent
encourageants pour affirmer que le biofilm appa@tnme un « biomarqueur » tres
dépendant des eaux et pouvant étre caractéristdgure type de pollution dépendant des
concentrations notamment les métaux (Gold, 2002rirvet coll, 2008). Il apporte alors des
informations sur la qualité des eaux des rivietestenues situées sur le BV.

Notre étude a permis de mettre en avant la pedede « I'outil biofilm naturel » qui
pourrait apporter sa contribution dans I'évaluatide la qualité des eaux. Cependant,
I'approche appliquée au niveau du bassin versahétte poursuivie dans d’autres riviéres et

plan d’eau afin de mieux évaluer son intérét.
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CONCLUSION GENERALE

Tout d’abord, afin de cibler le site d’étude pour aménagement futur, une ACP a
partir d'une banque de données physico-chimiguadiétsur 6 années, a été nécessaire pour
définir la zone la plus anthropisée parmi les 3iata de Ribou : TR, AV et ZB. La station
TR étant la plus fortement marquée par le P etQd& (par conséquent, I'étude de diagnostic
du milieu a commencé sur cette zone. Pour mieuxatmre le milieu naturel, la réalisation
d’'inventaires floristiques a permis d’établir unagihostic et de sélectionner les especes
végétales autochtones ayant des potentialitésesd@ntes a épurer le milieu considéré.
L'utilisation des especes autochtones confére @lusi avantages. En effet, elles sont déja
adaptées localement au milieu et cela permet @euit risque lié a I'introduction d’une flore
allochtone. Cette étude a permis de mettre en ge@2l especes vegetales en Mai et 12 en
Octobre 2006. Parmi elles, il s’est avéré qu’uneertde caractéristique de végétaux appelé
Phalaridaie dont I'espece caractéristique é&talaris arundinaceaa été retrouvé dans le
milieu, traduisant un bouleversement anthropiques hutres principales especes végeétales
repertoriées caractérisantPdalaridaie sontRorippa amphibiaLycopus europaeus, Alisma

plantago-aquatica, Mentha aquatica

Dans un deuxiéme temps, nos travaux se sont $ésalsur I'étude du biofilm
épiphytique, afin de mettre en évidence son rélesda milieu naturel qui était peu connu.
Or, les capacités épuratoires des végétaux soociées a la présence de ces biofilms
composés d’'algues et de bactéries. Lors de natde P approches ont été mises en oeuvre :
les biofilms directement prélevés sur le terraingeux €laborés sur pilote en laboratoire, en
conditions contrblées. L'approche terrain a pertaismise en évidence et I'étude de la
composition des biofilms sur 6 statioms.situ, au niveau de la station TR, des biofilms ont
été mis en évidence sur les 11 végétaux étudBaldris arundinacea, Lycopus europaeus,
Salix sp.)montrant ainsi qu'ils sont capables de se dévelomoe différentes especes
végeétales dont 'abondance relative entre les alges diatomées et les cyanobactéries varie
selon les végétaux, au cours du temps et selastdésens. Les cyanobactéries ne sont jamais
majoritaires dans les biofilms alors qu'elles peuveétre dans les eaux en période de
« blooms ». Par conséquent, il semblerait que ig®mées et les algues aient une affinité

plus importante a se fixer sur un support végeétal.
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Dans le milieu naturel, le temps de colonisatioesh’pas contrdlé pour les biofilms
issus des végétaux. C’est pourquoi, l'utilisati@ensdipports artificiels comme les bambous et
les supports plastiques a permis de suivre I'éiaiud’un biofilm naturel au cours du temps.
Cette approche a permis de mieux controler le tedg<olonisation et de comparer les
biofilms selon les stations, avec d'importantedédénces observées selon les points de
prélevements. En effet, ces résultats ont montig#pges 8 jours de colonisation, les supports
étaient trés colonisés au niveau de la station Si&i¢n la plus eutrophe) par rapport aux
autres stations AV et ZB pour un méme temps d'insmer Par conséquent, le temps de
colonisation des supports dépend alors de la stadgtodiée, et pourrait éventuellement

apparaitre comme un indicateur d’'un niveau trophidiune eau.

L’'analyse chimique de la surface des biofilms paalgse EDX a aussi montré des
différences de proportions trés nettes entre Eméhts chimiques contenus dans ces derniers.
Les éléments les plus retrouvés dans les biofins Ie Fe, le Mn, le Si, I'Al, le P, le Ca. De
plus, la composition des biofilms apparait strééifc'est-a-dire que le Mn est tres présent dans
les zones ou les bactéries sont présentes surdesigres couches colonisées. Lorsque le
biofilm s’enrichie en algues et diatomées, le Mpapit de maniére moins importante voire
il N"apparait plus. La présence de Si est corrabaréc la présence de diatomées, alors que le

Fer a été mis en évidence a tous les niveaux dinbsotout comme le Ca et le P.

L’étude du milieu naturel ne permet pas d’avoir wmproche quantitative pour
évaluer les potentialités épuratoires des biofigpgphytiques. C’est pourquoi, I'élaboration
de biofilms en laboratoire et en milieu contrélg sm pilote s’est avérée essentielle pour
mieux comprendre I'évolution de ces structures aurs du temps, et leurs impacts sur les
eaux naturelles. Ces travaux ont alors contribugdeameilleure compréhension sur le réle du
biofilm réalisé & partir d'une eau naturelle, &chiélle d’'un bioréacteur. Tout d’abord, les
résultats obtenus ont permis de montrer qu'il wgipas d’abattement du COT et du COD
par le biofilm dans nos conditions opératoires {{@mv13 jours de colonisation avec un débit
d’alimentation de 280 cith). Néanmoins, une augmentation du COT est obsesmésortie
de bioréacteur et dépassant parfois les 1 mg/lép@adamment des concentrations initiales
en MO qui varient entre 6 et 10 mg/L pour les ediatimentations selon les stations de
prélevements. Le COT a atteint des valeurs exaaptitement élevées en sortie de

bioréacteur de I'ordre de 16 mg/L sur la derniempagne (10 mg/L en entrée, station TR2).
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Nous avons pu attribuer cette augmentation auxgadges d’exudats par les microorganismes
et aux décrochages des biofilms. Le COT étant uanpetre global qui ne permet pas de
s’assurer de I'évolution de la MO dans les eauxiéts. C’est la raison pour laquelle la MO

a eté fractionnée sur résine XAD-8 et XAD-4 pouwies les fractions HPO (hydrophobes),
TPH (transphiliques) et HPI (hydrophiles). Sur pasametres, des difféerences sensibles au
niveau des proportions de COD au sein des fractemee les eaux d'alimentation et de
récupération ont été observées. Afin de corroboesrrésultats, des études plus précises par
fluorimétrie 3D ont révélé des transformations deMO visibles par des différences de
densités de fluorescences des fluorophores A esubstances humiques) et aussi des
fluorophores B et T. Le passage dans le bioréaatduit une augmentation des fluorophores
B et T qui sont liées a 'activité biologique ddes fractions RHPI des eaux de stations ZB et
AV. Pour les eaux de la station TR, les fluoropBosent plutét de nature hydrophobe
(augmentation de RHPO). De plus, I'étude desifsastHPO et TPH par pyrolyse CG-SM a
également montré une activité biologique avec atiparde sous-produits de pyrolyse
caractéristiques de cette activité (ex : 2-butahoeiel’apparition de pics plus important de
sous-produits de polysaccharides au sein de la bifdenues dans les eaux aprés passage

dans le pilote (5-méthylfurancarboxaldéhyde).

D’autres parametres ont été déterminés a I'écllellgilote, comme le P et les métaux
car ces éléments étaient présents dans les biafiznsels (sur supports bambous, biofilms
épiphytiques). Parmi les éléments mineurs retrquifls le Fe, le Mn et le Zn sont présents.
Les autres principaux éléments également retrodags les biofilms sont le Na, le Ca, le K,
le Mg, le P et le Si. Connaissant la compositionl’dau et la teneur de ces éléments
chimiques dans les biofilms, un indice d’incorpmata été déterminé dans le but de mettre
en évidence les espéces chimiques qui sont lexrimiearporées comme le Fer, le Mn, le P,
le Si, et I'Al. Ces éléments présents en faiblesceatrations dans les eaux sont mieux
incorporés que les éléments majeurs (Ca, Na, K, MgP est bien intégré car il constitue un
élément essentiel a la vie des microorganismeeptesians les biofilms (bactéries, algues,
cyanobactéries). Le Silicium peut étre présent $oumse de silicates, il est aussi un élément
constitutif des parois des diatomées et ces migesesmes sont largement représentés au
sein des biofilms étudiés. Le Fe, le Mn et 'Al saes métaux intervenant dans les cycles
rédox. Les éléments majeurs comme le Na, le K, let & Mg sont quant a eux faiblement
incorporés dans les biofilms alors que leurs comagans dans I'eau sont beaucoup plus

importantes que pour les métaux. Finalement, léméhts chimiques formant des oxydes
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comme le Fe, le Mn, I'Al et le Si, sont majeurs sléas biofilms. Ces éléments retrouvés dans
ces « matrices de polysaccharides » élaborées lete mont similaires aux biofilms
épiphytiques directement prélevés dans le miligurel L'accés au parametre épaisseur du
biofilm a donné la possibilité de déterminer desomcentrations apparentes » pour les
éléments les plus importants. Selon les biofilras,doncentrations de Al, de Fe, de Si et de P
varient respectivement d’environ de 2,5 & 25 mg/afa 5 & 7,5 mg/cinde 5 a 15 mg/ciret

de 0,5 & 1,5 mg/cinLes concentrations en Mn sont toujours infériedré mg/cr Pour un
temps de colonisation similaire, les biofiims centient les éléments chimiques dans des
proportions différentes selon les eaux. Les comagohs en éléments chimiques varient
également avec I'épaisseur de biofilm. Certainsup@tres ne varient que trés peu selon les
épaisseurs. En revanche, I'Al, le Si et le Mn sanbtrés dépendants de ce parametre. Les
concentrations en Al et Si et en diatomées augmestgnificativement avec I'épaisseur du
biofilm. Quant au Mn, il est surtout présent sug peemiéres couches de colonisation par les
bactéries mis en évidence par cartographie paregle(@DX).

Parallelement, de nombreux dénombrements d’algdes cyanobactéries et de
diatomées ont été effectués dans les eaux etdéfns en pilote. Les résultats obtenus ont
indiqué des différences entre la composition daul’et celle du biofilm. En effet, dans I'eau,
les conditions sont favorables aux développemesdscganobactéries et des algues dont les
proportions augmentent apres passage dans le.fikgecyanobactéries représentent parfois
plus de 50 % des « espéces » dans I'eau alorsegudecnieres ne représentent relativement
gue 20 % environ par rapport aux autres « Taxatentenues dans tous les biofilms, comme

il est rencontré dans le milieu naturel.

Nous avons également étudié le comportement désetites communautés de
microorganismes contenues dans les eaux et legniso& I'aide des biologs GN2. Les
communautés au sein des biofilms consomment (atifyedurtout les acides carboxyliques et
les composés aminés au niveau des biofilms élaluznés le bioréacteur. Le comportement
des communautés est différent selon les biofilnstissde bioréacteurs et les biofilms
épiphytiques. Des différences sont aussi obsere@t® les eaux d’alimentations et de
récupérations. En effet, les communautés consommelativement plus les acides
carboxyliques dans les eaux de récupérations que lda eaux d’entrées. Les carbohydrates
sont globalement et relativement plus utilisés pg8 communautés en entrée qu’en

récupération. Toutefois, cela est dépendant deséadiées.
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L’ensemble de nos travaux a contribué a établiukanément un diagnostic d’'un
milieu aquatique a I'échelle du bassin versantrabatré I'intérét du biofilm dans I'épuration
des eaux pour les perspectives de restauration ileumDe plus, sur 'ensemble de ces
especes Végétales, trois se sont avérées intéesgaour envisager de les utiliser pour
I'épuration :Juncuseffusus, Phalaris arundinacea et Salix djptre étude a montré que ces
especes persistent au cours teimpsitu. L'aménagement de végétaux dans le milieu naturel
conduira certainement a des modifications des &tsbdu site. Néanmoins, en respectant la
phytosociologie et la répartition des végétauxppiact des transformations devrait étre moins
important d’ou l'intérét d'utiliser des espéces aaltones pour I'épuration et de bien

connaitre le milieu.

Le biofilm naturel apparait comme une « architectirtres complexe mais par la-
méme trés riche en informations avec des spéééicitées a chaque station étudiée.
Contrairement aux analyses d’eaux qui sont trocfuatles, les biofilms épiphytiques en tant
que produit des variations d’'une eau qui a évoluéars du temps, pourraient permettre un
meilleur diagnostic d’'un milieu donné et mettreagant le biofilm comme ubioindicateur
au méme titre que les diatomées, mais le biofilmisen indice plus large que I'IBD Tous
ces résultats laissent supposer que le biofilm rafipeomme un marqueur du milieu naturel
que I'on pourrait attribuer a une qualité d’eaup@aant, il faut poursuivre les études de
caractérisation des biofilms sur le terrain et aesslaboratoire pour renforcer les résultats

préliminaires obtenus au cours de ces travauxaniigutdt encourageants.
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PERSPECTIVES

Des solutions d’aménagement des zones tampons gmrvégétaux autochtones
peuvent étre envisagées sur ces zones de rejéthalle du BV pour limiter les apports en P

et MO dans le lac de Ribou.

- Pour cela, I'étude des capacités épuratoires védgetaux sélectionnés lors des
inventaires a partir d'une « station écologiquetyfee lagune »n situ, est essentielle pour
évaluer I'épuration des eaux du BV par les plarifesicus effusus, Phalaris arundinacea,
Salix sp).

- Parallélement, les bioréacteurs a biofilms enodatoire sont de bons outils
demandant peu dinvestissement, pour évaluer lgmoiigs épuratoires vis-a-vis d’un
polluant donné comme un pesticide, les nitrateB, les métaux. Par conséquent, un pesticide
pourrait trés bien étre transformé en composé plusf que la molécule initiale mais
neutralisé efficacement par sa biodégradation @& biofilms naturels. Des études
préliminaires réalisées en laboratoire grace acdwenux bioréacteurs a biofilms ont montré
la faisabilité de cette approche « traitement »r p@wuivre, le paranitrophénol et les nitrates.
Ces travaux sont a poursuivre pour différents bisfi et différents polluants telles les

cyanotoxines.

- L’approche sur le diagnostic doit étre poursuisie I'ensemble du BV du Ribou
avec une étude plus détaillée des especes d'aldeeiatomées et de bactéries présentes dans
les biofilms épiphytiques et sur supports artifieCette approche permettra d’obtenir une
analyse plus fine du milieu et des conséquencdawlfiropisation, mais également sera un
outil d’évaluation efficace pour le suivi de lsstauration éventuelle du milieu. L’étude des
biofilms benthiques reste a étudier avec la mémée¢hodélogie que pour les biofilms
épiphytiques. Ainsi le biofilm comme bio-indicatede la qualité des eaux pourra étre avancé

parmi les IBGN actuellements suivis.

- La poursuite de l'analyse des données physicmichies des eaux par ACP
permettra de limiter le nombre d’analyses a effectet devrait contribuer a mettre en
évidence des corrélations entre plusieurs parametngsico-chimiques suivis sur plusieurs

années et contribuer a la révélation de la redianrde la qualité des eaux de Ribou.
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Annexe 2 — Herbier Electronique

Rorippa amphibia

Nom vernaculaire : Rorippe amphibie
ou Cresson amphibie

Famille : Brassicacées

Taille : de 0,50 2 1,50 m

Feuilles :lancéolées, dentées ou pennatilobées
Fleurs : fleurs de 6 mm, jaune vif

Habitat : Endroits humides, bord des cours d’eau

Lycopus europaeus
Nom vernaculaire : Lycope d’Europe ou Chanvre d’eau
Famille : Labiacées
Taille: de 0,20a1m
Feuilles :lancéolées, profondément dentées lobées

Fleurs : petites (4 mm), ponctuées de pourpre,
en verticilles a l'aisselle des feuilles

Habitat : prés des eaux douces, marécages

Juncus effusus
Nom vernaculaire: Jonc épars
Famille : Juncacées
Taille : de 0,30 a 1 m.
Feuilles : réduites a des gaines brunes a la base des seuill

Fleurs : inflorescence latérale, prés de I'extrémité la,tig
dressée ou étalée, verdatre.

Habitat : prairies marécageuses, au bord des fossés




Mentha aquatica

Nom vernaculaire Menthe aquatique

Famille : Labiacées

Taille : de 30 a 80 cm

Feuilles : ovales, pointues, dentées

Fleurs : lilas ou mauves en capitule terminal arrondi

Habitat : lieux humides, pres des eaux douces

Lemna minor
Nom vernaculaire: Petite lentille d’'eau
Famille : Lemnacées

Taille: de1,5a5 mm

Morphologie : Fronde flottante presque plate des 2 cotg : :‘ P &
avec une racine

Habitat : eau douce

Oenanthe crocata
Nom vernaculaire: Oenanthe safranée, Pensacre
Famille : Ombelliferes
Taille: del1mal1,50m
Feuilles : 3-4 pennées a folioles cunéiformes dentées
Fleurs : blanches, parfois sans bractées

Habitat : prairies trées humides, bord des ruisseaux




Ranunculus peltatus
Nom vernaculaire : Renoncule peltée
Famille : Renonculacées
Taille : atteignant 1,50 m de long

Feuilles : feuilles submergées ramifiées,
feuilles flottantes dentées légerement

Fleurs : 10-20 mm, pétales en formes de poire

Habitat : eaux douces peu profondes, saumatres

Phalaris arundinacea
Nom vernaculaire: Alpiste roseau ou Baldingére
Famille : Poacées
Taille: de 0,50a2m
Feuilles :linéaire, avec une ligule a la base
Fleurs : panicule épillet

Habitat : lieux humides, bord de 'eau




Alisma plantago-aquatica
Nom vernaculaire: Plantain d’eau commun
Famille : Alismacées
Taille : de 0,20 a 1m
Feuilles :lancéolées, arrondies ou en cceur a la bas
Fleurs : en verticilles, 8-10 mm, lilas péale

Habitat : eaux douces

Callitriche sp.
Nom vernaculaire: Callitriche
Famille : Callitrichacées

Taille : de quelques cm a plusieurs dizaines de cm

Feuilles : ovales ou elliptiques, plus étroite et opaquesd
elles sont submergées, opposées, formant sounenmbsette rottante

Fleurs : minuscules, vertes, sans pétales, a l'aisselléetdtes

Habitat : eaux douces dormantes, saumatres, lentes

Lythrum salicaria
Nom vernaculaire : Salicaire commune
Famille : Lythracées
Taille: 0,302 1,50 m

Feuilles : opposées ou verticillées par 3, non dentées|agssi
lancéolées

Fleurs : 10-15 mm, verticillées en épis, a 6 pétales, peuvr

Habitat : endroits humides, pres des riviéres




Salix sp.
Nom vernaculaire: Saule
Famille : Salicacées
Taille : arbres, arbustes ou arbrisseau

Feuilles : généralement alternes, dentées

Fleurs : petites sans pétales, munies d’'une écaille, ercbat
précédant souvent les feuilles ; fledret @ sur des
plantes différentes

Habitat : taillis, bord de I'eau

Iris pseudacorus

Nom vernaculaire: Iris faux-acore, Iris des marais
Famille : Iridacées

Taille : jusqu'a2 m

Feuilles : a nervures médianes

Fleurs : jaunes, 80-100 mm, groupées par 3

Habitat : endroits humides




Persicaria maculosa.
Nom vernaculaire : Persicaire
Famille : Polygonacées
Taille :
Feuilles :ochréa a la base des feuilles, feuilles alternes

Fleurs : petites, vertes, verticillées souvent rougissantes

Habitat : terrains nus, prés, pres de I'eau

Solanum dulcamara
Nom vernaculaire : Douce-amere, Vigne de Judée
Famille : Solanacées
Taille : 2 m de long
Feuilles : ovales, pointues, souvent 2 lobes a la base

Fleurs : en panicule lache, violet clair, pétales réfléchis,
antheres jaunes en colonne trés saillantes

Habitat : haies, terrains vagues humides, bord des eaux sloug




Aulnus glutinosus

Nom vernaculaire : Aulne glutineux
Famille : Bétulacées

Taille : jusqu'a 25 m

Feuilles :arrondies, dentées, obtuses
Fleurs : chatons violacées, pourpres?

Habitat : marécages, eaux douces

Urtica dioica
Nom vernaculaire : Grande ortie
Famille : Aristolochiacées
Taille : 0.30 a 1m

Feuilles :en coeur, dentées, opposées, plus longu
que leur pétiole

Fleurs : vertes a étamines jaunes, en chatons,
4 et Q sur fleurs différentes

Habitat : bois, terrains vagues

Cirsium sp.

Nom vernaculaire :
Famille : Astéracées

Taille :
Feuilles : oblongues ou lancéolées, pennées,
épineuses a bords ondulés

Fleurs : capitule tubuliformes, en pinceau,

pourpres

Habitat : terrains vagues



Rumex crispus
Nom vernaculaire : Patience crépue
Famille : Polygonacées

Taille: 0,30 a 1,50 cm

Feuilles : oblongues a bords fortement ondulés,
pas nettement en cceur a la base

Fleurs : inflorescence dense, valves ovales,
non dentées, généralement

Habitat : bois, terrains vagues, zones marécageuses

Myosotis scorpioides

Nom vernaculaire : Myosotis des marais
Famille : Borraginacées

Taille : 10 a 60 cm, bas a rampant

Feuilles :velues, entiéres, alternes

Fleurs : 4-10 mm, bleu ciel, rarement roses ou blanches,
planes, pétales émarginés

Habitat : endroits trées humides

Carexsp.

Nom vernaculaire : Carex
Famille : Cypéracées
Taille :

Feuilles :

Fleurs : unisexuées

Habitat : tout type
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Annexe 3 : Taux de recouvrement par quadrat des e

8pes vege

18/05/2006 23/05/2006
Nom vernaculaire Genre Espéce 01]02/0Q3|04/0Q5|0Q6|Q7[Q8|0Q9| Q10| Q11 Q12| Q13| Q14 | Q15 Q16| Q17| Q18| Q19 Q20 | Q21 | Q22
Rorippa amphibie Rorippa amphibia olm o |m|m|ofvjmjm| oo jor jun i |l VoIV {1 i |Ip | JIg R
Lycopus d'Europe Lycopus europaeis 4l T1T |+ |+ T i+] & §1 1 +j+ + |+ +
Jonc diffus Juncus effusus I |1 1]+ # 1 E: * |1 s R
Menthe aquatique Mentha aquatica I | + |+ . [T + +
Lentille d'ean Lemna minor 1 + |+ |+ |0 ++] I+ |I n |+ |1 m |(m (I I {OD IV
Qenanthe safranée QOenanthe crocata ni+|of1}{1r4{r 4411 + |+ 1+ it i
Renoncule peltée Ranunculus peliatus I 4 |
Baldingere Phalaris arundinacea | + | 1 | T | T | T Li+1=1 1 |+ I 0¥
Plantain d'eau commun__ | lisma plantago-aq. + + |+ + |+
Rumex Rumex sp + |+ + + |1 I
Callitriche Callitriche sp. % + |1
Espéce 1 (Pousse) IARARSRVAR. vlr | F| IR 1B 1 v
Salicaire commune Lythrum salicaria 1]+ O 0 + | + + +
Myosotis des marias Myosotis scorpivides I & o
Saule Salix triandra. + | + +
Iris faux-acore Iris pseudacorus + |1
Polygonacée Persicaria sp + 1
Douce-amére Solanum dulcamara g
Grande Ortie Urtica divica
Cirse Cirsium sp.
Aulne glutineux Aulnus glutinosus
Carex sp. e
Recouvrement de chaque parcelie miv |v |Iv|v [0 |V |[IV|IV|IV |V v 0 |I v |V IV |I0 [ (IO IV |V

+ 1 présence ; I : recouvrement (r) < 5%

JT1:5%<t<25%; 11:25% <r<50%; IV: 50%<r<75%;,V:75%<r




30/05/2006
Nom vernaculaire Genre Espéce Q23| Q24 | Q25| Q26| Q27| Q28| Q29| Q30 Q31| 032|033 Q34 | Q35| Q36| Q37| Q38| Q39 Q40
Rorippa amphibie Rorippa amphibia w|v (o v |1 |1 & |+ |1 jmpr v |+ jm v IV
Lycopus d'Europe Lycopus europaeus + i+ + + 4 L + + 1 + + |+
Jonc diffus Juncus effusus 1 + + o i
Menthe aquatique Mentha aquatica + T + +
Lentille d'eau Lemna minor + (I |H |+ 1I +* 1
QOenanthe safranée Oenanthe crocata + + o+
Renoncule peltée Ranunculys peltatus + Y ks
Baldingere Phalaris arundinacea + + T 1 4+ 1
Plantain d'eau commun | Alisma plantago-aq. -+
Rumex Rumex sp
Callitriche Callitriche sp.
Espéce 1 (Pousse) v i1 v 1 v v v
Salicaire commune Lythrum salicaria o + &
Myosotis des marias Myosotis scorpioides
Saule Salix triandra o+ + 1
Iris faux-acore Iris pseudacorus 1
Polygonacée Persicaria sp i
Douce-amére Solanum dulcamara + + + + +* +
Grande Ortie Urtica dioica
Cirse Cirsium sp. 1
Aulne glutineux Aulnus glutinosus
Carex sp.
Recouvrement de chague parcelle v v 1 v m (v v A4




30/05/2006 31/05/2006
Nom vernaculaire Genre Espice Q45! Q46| 047/ 048] Q49| Q50| Q51| Q52| Q53| Q54 | Q55| Q56 | Q57| Q58| Q59| Q60 | Q61 Q62 | Q63 Q64 | Q65 | Q66
Rorippa amphibie Rorippa amphibia 11 m (o jur I N 11 1 v n |wv (v o |v | IV [IV m (I jii
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Jong diffus Jutncus effusus + + |v |+ |v |V |+ |BOR|BOR
Menthe aquatique Mentha aquatica + |+ |+ |+ i+ {+ |+ +
Lentille d'ean Lemna minor + 1 + 1 I
Qenanthe safranée Qenanthe crocata + + + 1 + + + |+
Renoncule pelide Ranunculus peltatus |+ 1 + + + 11 11
Baldingére Phalaris arundinacea |+ 1 + |+ |+ 1 WOW + |+ 4 + {BOR |BOR | BORDURE |+ + F
Plantain d'eau commun | Alisma plantago-aq. + + |+ + -
Rumex Rumex sp s +
Callitriche Cailitriche sp.
Espéce 1 (Pousse) v 1 v A4 13 Vv oo |ar I 1T v 1
Salicaire commune Lythrum salicaria o + |1 + I |m |V |V
Myosotis des marias | Myosofis scorpioides + +
Saule Salix triondra + 1+ 1 4 + | + (1 |I + +
Iris faux-acore Iris pseudacorus + BOR | BOR
| Polygonacée Persicaria sp
Douce-amére Solanum dulcamara +
Grande Ortie Urtica dioica
Cirse Cirsium sp. + i
Aulne glutineux Aulnus glutinosus +
Carex sp.
Recouvrement de chague parcelie I olm |v {m|;m |V |l I |V w v v [v |v |V |V |V v |1 |V




31/05/2006
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Jonc diffus Juncus effusus i + |+
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Lentille d'ean Lemna minor + | |1 n |v + IV I 1 + 1 +
Oenanthe safrande Oenanthe crocata + + + |+ |+ + +
Renoncule pelide Ranunculus peltatus + (I IV |1 +
Baldinggre Phalaris arundinacea |+ 1+ |+ 1+ |+ S + |+ |+ + i+ |+ + i #
Plantain d'eau commun | Alisma plantago-aq. + +
Rumex Rumex sp + + +
Callitriche Callitriche sp. + + |+ |1 +
Espéce 1 (Pousse) v ur il + VIV
Salicaire commune Lythrum salicaria + + + + + + + i +
Myosotis des marias Mpyosolis scorpioides
Saule Salix triandra + + |1 + |+ i+ |m (I I + (v v |+ |V |1 o |l v
Iris faux-acore Iris pseudacorus + + |+ + + +
Polygonacée Persicaria sp +
Douce-amere Solanum dulcamara + + +
Grande Ortie Urtica dioica +
+ +
Aulne glutineux Aulnus ghitinosus .k i
Carex sp.
Recouvrement de chaque parcelle g v | |lm v |miv |v |m [ |V jm o |m |V |V i+ vV |V |V | |V




31/05/2006

Nom

vernaculaire | Genre Espéce Q90 | Q91 Q92 | Q93 Q95 | Q96 | Q97 | Q98 Q108 | Q109 | Q110
Rorippa

amphibie Rorippa amphibia + + I +

Lycopus

d'Europe Lycopus europaeus v oo IV IV m (o (I i+ ®

Jonc diffus Juncus effitsus

Menthe

aguatique Mentha aquatica m |+ I {i

Lentille d'eau | Lemna minor 1 + m IV
Oenanthe

safranée Oenanthe crocata + + +
Renoncule

peltée Ranunculus peltatus

Phalaris

Baldinggére arundinacea *

Plantain d'eau

comimuii Alisma plantago-aq. + |+ + o+

Rumex Rumex sp i

Callitriche Callitriche sp. 1 + |+ + + +
Espece 1

(Pousse) v 1 I

Salicaire

comimune Lythrum salicaria * +

Myosotis des

marias Myosotis scorpioides

Saule Salix triandra I v o|m I m (o (o |Iv 1 m
Iris faux-acore | Iris pseudacorus + # s
Polygonacée | Persicaria sp

Douce-amére | Solanum dulcamara + +
-Grande Ortie | Urfica dicica

Cirse Cirsium sp.

Aulne

glutineux Aulnus glutinosus

Carex sp.
Recouvrement de chaque parcelle v |v [v |V v |V Ik |V v |V




01/06/2006
Nom vernaculaire Genre Espéce Q111 Q112 | Q113| Q114 | Q113
Rorippa amphibie Rorippa amphibia m |+
Lycopus d'Europe Lycopus europaeus 1 + & + sk
Jong diffus Juncus effusus & +
Menthe aquatique Mentha aquatica + -
Lentille d'eau Lemna minor
QOenanthe safranée Oenanthe crocata
Renoncule peltée Ranunculus peltatus
Baldingére Phalaris arundinacea |1 & +
Plantain d'eau commun | Alisma plantago-ag. +
Rumex Rumex sp
Callitriche Callitriche sp. + +
Espece 1 (Pousse} 1l
Salicaire commune Lythrum salicaria + +
Myosotis des marias Mpyosotis scorpioides
Saule Salix triandra + + + 1
Iris faux-acore Iris pseudacorus
Polygonacée Persicaria sp
Douce-amere Solanum dulcamara +
Grande Ortie Urtica dioica
Cirse Cirsium sp. +
Aulne ghutineux Aulnus glutinosus
. |Carex sp.
Recouvrement de chague parcelle w1 + + v




Annexe 4 : Avis des Rapporteurs

UNIVERSITE

Jacques Frére

Professeur, Responsable de I’équipe de Microbiologie de I'Eau

UMR CNRS 6008 — Laboratoire de Chimie et Microbiologie de I'Eau
40, av du Recteur Pineau

86022 POITIERS Cedex

10 juin 2009

Rapport sur le mémoire de thése de Monsieur De Nardi

Monsieur Frédéric DE NARDI présente un manuscrit infitulé « Excés de Phosphore et de
Matieres organiques naturelles dans les eaux de retenues : diagnostic et remédes. Cas du lac
de Ribou a Cholet » en vue d’obtenir le grade de Docteur de 1’Université d’ Angers.

Ce manuscrit est présenté pour une nouvelle lecture aux rapporteurs, aprés que des corrections
lui aient été demandées. Ce nouveau document suit globalement le méme plan que la version
précédente, mais 1’ensemble des corrections proposées par les rapporteurs y ont été
introduites.

Les modifications principales portent sur la bibliographie, sur une meilleure discussion dans
certaines parties du texte et sur 1’ajout :
* d’un résumé en frangais,
* d’un court chapitre sur les outils de mesure de 1’épaisseur des biofilms et sur les
méthodes de dénombrement bactérien,
* d’une conclusion mieux étoffée.

La description du document reste donc globalement similaire a celle que j’ai1 proposée dans
mon premuier rapport.

Synthése bibliographique : cette partie du document introduit la notion de qualité des eaux
de surface, puis la problématique associée a la présence du phosphore et la matiére organique
dans les eaux naturelles, puis les macrophytes en tant qu’indicateurs de la qualité des eaux et
comme épurateurs et enfin, les biofilms.

Matériel et méthode : pour la réalisation de cette étude, monsieur De Nardi a du recruter des
méthodes d’analyse touchant la botanique, la physico-chimie, la microbiologie et enfin les
mathématiques pour le traitement des données. Certaines approches expérimentales sont assez
superficiellement présentées.

Premier chapitre de résultats : (“IIl : diagnostic sur le lac Ribou™) Un inventaire floristique
est établi puis les biofilms épyphytiques sont étudiés. Une composition microbienne et
chimique de ces biofilms est présentée. Cette étude montre que certains points du lac sont plus
eutrophisés que d’autres et qu’ils pourraient plus facilement de ce fait favoriser le
développement de biofilms. Des essais de développement de biofilms sur support inertes

Jacques Frére — IBMIG - PBS - UMR CNRS 6008 - 40, av du Recteur Pineau 86022 POITIERS Cedex
@ 05 49 45 40 13 -B 05 49 45 35 03 Mail jacques frere @univ-poitiers fr




(bambou, plastique) ont ensuite été mis en ceuvre. Les biofilms pourraient donc étre des
marqueurs du milieu naturel associés a la qualité de 1’eau.

Deuxiéme chapitre de résultats: (IV : impacts des biofilms sur des eaux naturelles
anthropisées™) Ce chapitre présente ['impact de biofilms établis dans des pilotes de laboratoire
sur les eaux. Les biofilms n’ont pas montré de capacité d épuration dans les conditions mises
en ceuvre. Cependant, la composition des eaux a subi une modification trés probablement
imputable a ces biofilms.

Troisieme chapitre de résultats : (V : ¢largissement de 1'étude a 1'échelle de bassin versant
et du laboratoire™) Ce chapitre présente des résultats globaux sur ’ensemble des stations
analysées sur le lac de Ribou et une synthése au niveau du bassin versant. D autre part, la
capacité épuratoire des biofilms produits en réacteur en laboratoire & partir des eaux du lac est
brievement présentée.

Chapitre de discussion (9 pages) : ce chapitre, nouveau par rapport a la précédente version
du manuscrit, reprend les différents éléments pertinents relevés dans I'étude et en discute
I"intérét.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale, suivie de bréves perspectives.

Ce travail correspond a une approche pluridisciplinaire d un environnement naturel complexe.
I1 a recruté de nombreuses techniques couvrant des champs disciplinaires tres différents. De
plus I'ensemble du manuscrit montre le travail conséquent qui a été réalisé dans cette étude.
On ne peut done que féliciter Monsieur De Nardi pour 1'effort important que représente cette
approche pluridisciplinaire, bien que persistent encore dans le manusecrit certaines lacunes
mineures.

Ce travail a permis la rédaction d’un article scientifique soumis a Warer Research et un autre
a une revue francaise. J'émets donc un avis favorable a la soutenance de thése de Monsieur
Frédéric De Nardi en vue de 1'obtention du grade de Docteur de I'Université d’ Angers.

Professeur Jacques Freére



Rapport de these

Exces de Phosphore et de Matiéres organiques naturelles dans les
eaux de retenues : Diagnostic et remedes.

Manuscrit de thése de Fréderic DE NARDI
— Soutenance prévue le 10 Juillet 2009 a Cholet

Par le Professeur Jacques HAURY — UMR INRA-
AGROCAMPUS OUEST Ecologie et Santé des Ecosystémes

10 Juin 2009

Le sujet est particuliecrement compliqué par la diversité des approches et échelles
qu’il implique. Le titre fait ressortir ambition d’une approche transversale pour
I’établissement d’un diagnostic et 1a proposition de remeédes.

Le document a été remanié en prenant en considération les premiers rapports des
deux rapporteurs. Le présent rapport a été rédigé en reprenant point par point les
remarques antérieures. Il suit donc le méme plan.

Le document produit (ensemble de 6 chapitres d’importance inégale) est
intéressant et témoigne a la fois :

- d’une grande quantité de travail,

- d’un essai d’analyses multi-compartiment et multi-échelle correspondant a I’approche
transversale affichée

- de données intéressantes pour les biofilms,

- d’un croisement de méthodes d’approche en laboratoire, croisement qui semble donc
pertinent au vu des résultats obtenus,

- de processus intéressants quant au fonctionnement des relations qualité d’ean/milieux
physiques/biofilms/macrophytes : dénitrification, réduction de la matiére organique,
modification des molécules,

- de I'intérét du croisement d’échelle,

- de perspectives intéressantes quant a I’abattement des pics de pollution.




Ce document est bien amélioré par rapport au document antérieur.

* du point de vue de ’organisation générale du document :

le résumé francais a été fourni, mais il est d’usage de fournir également un résumé en
anglais,

la bibliographie a été complétée (méme s’il manque encore des éléments pour
certaines références) et réutilisée a la fois pour poser les hypothéses et dans un
chapitre séparé correspondant aux standards d’une discussion,

cette discussion est désormais satisfaisante,

la bibliographie est désormais compléte, et plus homogéne,

pour I’hydrobiologie, elle est un peu améliorée.

* du point de vue du fond du document et de la démarche :

I’approche d’écologie végétale est peu pertinente par rapport a la question posée, mais
mieux replacée en perspective,

la problématique générale et les compartiments étudiés, ainsi que ceux qu’on ne prend
pas en considération ont été partiellement replacés dans un cadre (conceptuel) général,
ce qui permettra de formuler les objectifs et hypothéses (cf infra)

les hypothéses ne sont pas précisées ni pour 1’ensemble, ni expérimentation par
expérimentation,

les outils statistiques sont peu utilisés (pratiquement pas d’utilisation explicite de tests
statistiques, alors que I"auteur précise qu’il y a des différences significatives ou non
significatives), mais les compléments demandés ont été apportés,

les changements d’échelle et I’articulation entre les différentes analyses sont précisées,
et mieux mises en perspective par rapport aux questions posées, et certaines échelles
(zones humides, bassin versant, ensemble du lac, station d’étude, macrophytes,
biofilms, phytoplancton) sont un peu mieux replacées les unes par rapport aux autres,
la vraie discussion des résultats par rapport aux hypothéses initiales a été
effectivement établie, méme si elle pourrait encore étre améliorée.

Approche analytique du document

La conclusion et les perspectives qui correspondent encore plutét a un résumé, mais le
fait d’avoir élaboré une discussion plus approfondie aide a sa lecture. Cette rédaction
est liée a un résumé succinct d’une seule page.

La bibliographie : aux 142 références initiales, I’auteur en a rajouté 29 en éliminant un
certain nombre de celles qu’il avait utilisées antérieurement..

L’introduction fait mieux appel a une bibliographie générale, commence a présenter le
milieu d’étude, et les redondances sont amoindries.

Le chapitre T de synthése bibliographique est intéressant, et présente désormais un
cadre conceptuel auquel I'impétrant se référe pour conduire son travail. Il a été enrichi
par de la bibliographie générale en hydrobiologie sur les macrophytes, le plancton,
mais aussi sur le fonctionnement d’un bassin versant (grand oublié de la démarche).
En revanche, la partie biofilms et biochimie est particuliérement fouillée. On peut
regretter que des données sur le lac de Ribou y soient présentées, alors que le
milieu d’étude n’a pas encore fait ’objet d’une présentation formelle. Cette
remarque n’a pas été prise en considération, d’ou I'impression de redite

Le chapitre IT commence par une présentation du lac de Ribou qui perd de sa
pertinence puisque ['auteur 1’a déja plus ou moins déja présenté antérieurement (tout
en éliminant la présentation dés I'infroduction). En revanche, le lac est bien replacé
par rapport au bassin versant, ce qui justifie d’ailleurs la problématique de la these,
mais sans soulever la question des espaces clés de régulation de la pollution. Quelques



éléments complémentaires ont été apportés quant a la bathymétrie de la retenue, au
régime hydrologique et a la variation des débits. La question des sédiments n’est pas
du tout abordée, ce qui est dommageable quant a la réflexion générale. La
méthodologie d’étude des macrophytes (méthode phytosociologique) est inappropriée
pour des études fonctionnelles car elle est beaucoup trop descriptive et ne permet pas
de quantification. I aurait au moins fallu des études minimales de structures de
végétation et d’estimation des recouvrements voire des biomasses. La partie analyses
des biofilms et surtout protocoles de laboratoire, domaine de spécialité du doctorant
semble en revanche particuliérement claire, adaptée et faisant référence a des travaux
récents. Dans le chapitre III, il est toujours bizarre d’y trouver le traitement de
données, et on peut s’étonner que 1’auteur se limite & des analyses en composantes
principales, et ne présente pas de corpus de tests statistiques lui permettant de tester la
signification statistique de ses résultats. Cette partie méthodologie devrait figurer dans
le chapitre précédent.

Le chapitre IIT est le chapitre central qui permet le transfert d’échelle des peuplements
macrophytiques (9 p.) aux biofilms (21 p.) en passant par la chimie des eaux (4 + 1 p).
Le chapitre III donne des résultats trés intéressants, méme s’ils sont entachés, pour
les macrophytes, d’une forte imprécision liée a la méthodologie choisie. Il est a noter
que certains résultats sont discutés de fagon superficielle au fur et a mesure de leur
présentation. Pour la chimie, il aurait été intéressant d’avoir les deux échelles du lac et
du bassin versant, associées aux débits. Par ailleurs, la présentation de la chimie se fait
en deux endroits, au début du chapitre, mais aussi lors de la présentation des résultats
floristiques, ce qui n’est pas trés logique. La présentation des biofilms en terme de
composition floristique et chimique est beaucoup plus fravaillée et informative : elle
témoigne a la fois de la quantité et de la qualité du travail et de ’aptitude du doctorant
a croiser des méthodes et échelles complémentaires. L intérét du couplage « vraies
plantes » / support plastique est trés justement souligné.

Le chapitre IV « Impacts des biofilms sur des eaux naturelles anthropisées » est plus
long (60 p.) et présente différentes études expérimentales réalisées en bio-réacteurs
(19 p.), des résultats de terrain (8 p.) ainsi que des analyses détaillées de la chimie des
biofilms (12 p.) et de leur compositions floristique (18 p.).

L’ancien chapitre V « Discussion et perspectives a 1’échelle de bassin versant et du
laboratoire » est désormais dissocié entre des résultats liés au transfert d’échelle
correspondant au « bilan bassin versant » et une discussion (chapitre VI) mieux
charpentée sur la problématique d’ensemble. Toutefois 1’articulation entre biofilms,
macrophytes et phytoplancton est insuffisante et les analyses réalisées en laboratoire
apparaissent comme trop déconnectées de la question initiale. Les deux études
ponctuelles sont présentées dans le sous-chapitre V2 : diagnostic et remeéde a 1’échelle
du laboratoire : une étude de biodégradation dun produit de dégradation d’un
pesticide (et ou est alors la question des matiéres organiques naturelles du titre) et une
étude de dopage des biofilms par les nitrates sont présentées comme des amorces
d’innovation.

La discussion (chapitre VI) est désormais correcte, integre des éléments
bibliographiques et souligne a la fois la complexité du probléme et le caractére
embryonnaire des préconisations en signalant que si on « piege » le phosphore avec
des supports inertes, il faut les retirer pour épurer, ...

La conclusion générale reprend la démarche et replace I’historique de I’ensemble des
travaux en présentant leur logique et les principaux résultats obtenus. Elle se termine
par des perspectives ou P'auteur insiste sur D’intérét de poursuivre les analyses et
suggere a la fois de limiter les apports amont, de continuer le suivi et le diagnostic.



Au vu de cette approche analytique, il apparait que les problémes de cohérence d’ensemble
mis en évidence antérieurement sont amoindris, avec plus de clarté dans la démarche.

Avis d’ensemble du rapporteur

En conséquence de I’analyse détaillée du document, I’avis du rapporteur est désormais
favorable sans réserve a la soutenance du travail dans sa nouvelle version.

Il souligne le courage de I'impétrant pour reprendre son manuscrit de facon plus
synthétique (méme s’il pourrait encore étre amélioré), ce qui lui permet de mieux mettre en
valeur les résultats, I’originalité du sujet et de la démarche, ainsi que des réponses aux
ambitions affichées dans le titre de la theése.

Par ailleurs, la liste des productions de la thése s’est désormais enrichie d’un article soumis a
Water Research, qui témoigne d’un réel effort de valorisation des travaux.

Professeur Jacques HAURY



