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Introduction générale

Le littoral est parmi les zones géographiques les plus fréquemment impactées par des activités humaines. Avec
prés de 40% de population mondiale vivant & moins des 100 km du rivage (KUMMU et al., 2016), ces zones
sont soumises & des pressions démographiques ainsi qu’aux pressions issues des différentes activités associées
a ces populations, qu’elles soient industrielles, urbaines et agricoles (KENNISH, 2002). La zone littorale com-
prend une multitude d’écosysteémes, dont les estuaires. Ces derniers sont des écosystemes particulierement
uniques et complexes. Ce sont des écotones, soit, des zones de transition entre deux écosystémes (ici le
marin et le dulcicole). Ces écotones sont décrits comme productif et diversifié (VAN DER MAAREL, 1990) ils
forment un gradient écosystémique entre deux écosystemes jouxtant. Ils sont donc alimentés et influencés
a la fois par les apports marins d’une part et ceux provenant du continent d’autre part. Ils sont donc par-
ticulierement variables et complexes. Les estuaires forment ainsi, une mosaique d’habitats et de niches
écologiques qui se jouxtent et s’assemblent dans un continuum interactif. Les estuaires représentent des
zones clefs d’un point de vue écologique, mais aussi pour les sociétés humaines. Ils rendent de nombreux ser-
vices écosystémiques (COSTANZA et al., 2014), soit les bénéfices que les écosystémes naturels fournissent,
directement ou indirectement, aux populations humaines (COSTANZA et al., 1997). Ces services écosysté-
miques peuvent étre de multiples natures, comme la production de ressources alimentaires, la régulation du
climat ou la pollinisation, mais aussi étre moins tangibles, comme les services écosystemiques récréatifs ou
culturels (MARTIN et al., 2020). En cela, les estuaires sont, entre autres, des couloirs migratoires et des
zones de refuges et nurseries pour de nombreuses espéces a valeur économique et alimentaires (CABRAL
et al., 2007 ; BULTEL et al., 2014 ; MORRICE et al., 2020 ; GUERREIRO et al., 2021), ce sont aussi des zones

importantes d’activités et de loisirs (COSTANZA et al., 2014 ; MARTIN et al., 2020).

Or, comme la zone littorale en général, ils sont sujets a de nombreuses pressions anthropiques influencant
et perturbant ces écosystémes sensibles. Les influences anthropiques sur les écosystémes peuvent prendre
de multiple formes (physique, chimique, biologique), parmi elles, la contamination et la perturbation
chimique fait 'objet d’une attention particuliere. En effet, dans la seconde moitié du XX™¢ siecle, diffé-
rentes catastrophes environnementales (I’Amoco Cadiz en 1978, I’accident SEVESO en 1976, etc.) ont éveillé
les consciences sur la dangerosité que pouvaient représenter la présence de contaminant dans les écosystémes

pour l'environnement et la santé humaine. Progressivement, une réglementation a été mise en place dans
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le but de limiter et réguler la présence de contaminants dans les écosystemes. Les diverses réglementations
ont ciblé progressivement un nombre croissant de contaminants au fur et & mesure des progres analytiques
dans I’évaluation de leur toxicité et écotoxicité, de I'essor de la chimie de synthese proposant de nouvelles
molécules. La mesure et 1’étude de I’'impact de la présence de contaminants reste une des pro-
blématiques clef pour la gestion et la protection des écosystémes. Afin de mesurer I'impact des
contaminants sur les écosystémes, il est essentiel de disposer d’outils permettant de rendre compte des effets
environnementaux des contaminants sur le compartiment biotique. Différents organismes peuvent étre pris
en compte pour une étude d’impact. Dans le cadre de ce travail de these, nous nous sommes focalisés sur le
compartiment microbien. Ce compartiment joue un role prépondérant dans 1’équilibre des écosystemes
(AzaM et al., 1983 ; FENCHEL, 2008). Les microorganismes sont de véritables ingénieurs d’écosystémes, essen-
tiels & la minéralisation de la matiére organique ainsi qu’aux cycles biogéochimiques (carbone, azote,
phosphore, etc.). Ainsi, de nombreuses fonctions clefs des écosystémes reposent sur ce compartiment. Leur
sensibilité aux contaminants, leur temps de génération et leur versatilité métabolique face aux parameétres
environnementaux, sont les propriétés des microorganismes montrant qu’ils représentent des marqueurs
potentiels de la contamination (AGER et al., 2010; SUN et al., 2012; XU et al., 2014; AYLAGAS et al.,
2017).

Néanmoins, 'utilisation des microorganismes pour évaluer ’état de santé des écosystémes et de l'impact
des micropolluants, nécessite d’étudier la composition et la dynamique des communautés microbiennes,
notamment en milieu estuarien qui sont des écosystémes dynamiques.

Ce projet de these s’inscrit dans le cadre du projet de recherche MICROPOLIT initié en 2016, conduit par
IPUPPA (Université de Pau et des Pays de I’Adour) et porté par un consortium scientifique pluridisciplinaire.
Il est financé par des fonds européens FEDER. Ce programme de recherche se focalise sur I’état et ’évolution
de la qualité du milieu littoral Sud Aquitain. MICROPOLIT a pour objectif principal I'identification des
micropolluants chimiques présents dans les environnements aquatiques, ainsi que leur dynamique, transfert
et devenir dans le littoral basque, notamment au niveau de 'estuaire de I’Adour sur lequel se focalise les
travaux de cette these.

L’estuaire de I’Adour est situé dans le bassin hydrographique Garonne-Adour dans le sud-ouest de la
France, il prend sa source dans les Pyrénées et se déverse dans 'océan Atlantique au cceur du golfe de
Gascogne. Dans sa partie la plus avale, 'estuaire de I’Adour est entouré de la zone urbaine de Bayonne-
Biarritz-Anglet. Trois villes comptabilisant au total une centaine de milliers d’habitants et énormément
d’activités : tourisme, péche, industries, commerce portuaire, etc. A I'inverse, le bassin-versant de 1’Adour

est moins marqué par cette présence urbaine, mais I’exploitation agricole y est prononcée ainsi que 1’élevage.

Les objectifs de ce mémoire de thése sont de i) caractériser et quantifier le profil (niveau et occurrence) de
contamination dans ’estuaire de I’Adour et la variation saisonniére, ii) décrire la composition,
la structuration et la variabilité saisonniére des communautés microbiennes de 1’estuaire de

I’Adour, et finalement iii) estimer I’impact potentiel de la présence de micropolluant sur les

24



Introduction générale

communautés microbiennes. Les profils de contaminants et la diversité microbienne ont été établis sur

les matrices aqueuses (total, libre, voir particulaire) et sédimentaires.

Afin d’étre le plus exhaustif possible sur le profil de contamination, de nombreux micropolluants ont été
ciblés, ils appartiennent aux différentes catégories, telles que les métaux, les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), les résidus pharmaceutiques, les pesticides, les muscs, etc. De plus, la matiere
organique a été caractérisée afin d’obtenir une meilleure compréhension du fonctionnement de l'estuaire de
IPAdour. A ce jour, trés peu d’études ont été réalisées sur un panel aussi large de micropolluants et leur
couplage avec la dynamique des communautés microbiennes.

Ce manuscrit s‘articule autour de cinq chapitres, dont un présenté sous forme de publication rédigée en

anglais. Le premier chapitre est une synthese bibliographique, il expose succinctement :

e Les estuaires et ’écologie estuarienne;

e La description plus spécifique de ’estuaire de I’Adour;

e La définition, puis, plus spécifiquement la dynamique des micropolluants en milieu estuarien. Cette
section restera focalisée sur les micropolluants pris en compte dans ces travaux de these;

e Le role clef des microorganismes dans les environnements et l’avenement de ’écologie microbienne
(et des techniques de séquencage a haut débit), et plus spécifiquement des microorganismes dans les
milieux aquatiques;

e Enfin, différents aspects et notions importantes pour la compréhension de l'interaction des micropol-

luants sur les communautés microbiennes.

Le second chapitre comprend la description des sites de prélevements, des méthodes d’échantillonnage et
I’ensemble des méthodes analytiques utilisées.

Le troisiéme chapitre présente les résultats obtenus pour la caractérisation du profil de contamination
de Vestuaire de ’Adour et l'interprétation de la variabilité de ces profils de contamination en fonction des
matrices (aqueuse et sédimentaire), en prenant en compte les variations saisonniéres. Un succinct retour est
réalisé sur la complexité de couplage de données de grand dimensionnement la nécessité de synthétiser, voir
agglomérer, les données ou informations.

Le quatriéme chapitre se focalise sur la structuration et le dynamisme spatio-temporel des communautés
microbiennes dans les matrices sédimentaires.

Le cinquiéme chapitre décrit les communautés microbiennes sur les matrices aqueuses, avec une distinction
entre les microorganismes libres de la colonne d’eau et ceux associés aux particules.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale résumant les principaux résultats obtenus et proposant

des perspectives d’études.
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Liste des abréviations

ACE : Abundance-based Coverage Estimators

ACP : Analyse en Composantes Principales

ADN : Acide désoxyribonucléique

AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien

ANME : Archées anaérobies méthanotrophes (Anaerobic methanotrophic Archaea)
ANOSIM : Analyse des similitudes (Analysis of Similarities)

APEO : Alkylphénols éthoxylés

ARN : Acide ribonucléique

ASV : Variant de séquence d’amplicon (Amplicon Sequence Variant)

BIX : Indice d’activité biologique (Biological Index)

BSA : Sérum d’Albumine Bovine

CAH : Classification ascendante hiérarchique

CCA : Analyse Canonique des Correspondance (Canonical Correspondence Analysis)
CDOM : Matiére organique dissoute chromophorique (Chromophoric Dissolved Organic Matter)
Chla : Chlorophylle a

comammox : Oxydation compléte de 'ammonium (complete ammonia oxidation)
DCE : Directive Cadre sur 'Eau

DIN : Azote inorganique dissous (Dissolved Inorganic Nitrogen)

DOC : Carbone organique dissous (Dissolved Organic Carbon)

DON : Azote organique dissous (Dissolved Organic Nitrogen)

DOP : Phosphore organique dissous (Dissolved Organic Phosphorus)

EEM : Matrice d’excitation-émission de fluorescence (Ezxcitation and Emission fluorescence - Matriz)
EH : Equivalent habitants

ETM : Eléments traces métalliques

FIA : Analyse par injection en flux continu (Flow Injection Analysis)

FL : Microorganismes libres dans le colonne d’eau (Free-living microorganisms)

GC : Chromatographie en phase gazeuse (Gas Chromatography)
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Liste des abréviations

HAP : Hydrocarbures aromatiques polycycliques

HIX : Indice d’humification (Humication Index)

IC : Carbone inorganique (Inorganic Carbon)

ICP : Inductively Coupled Plasma

IHg : Mercure inorganique

IRMS : Spectrométrie de masse & rapport isotopique (Isotope-Ratio Mass Spectrometry)
LD : Limite de détection

LQ : Limite de quantification en francais

LOQ : Limite de quantification en anglais (Limit of quantification)

MENAP : Molecular Ecology Network Analysis Pipeline

MES : Matiere en suspension

MO : Matiere organique

MIT : (Metal Inorganic Transport)

MMHg : Monométhylmercure

MS : Spectrometre de masse (Masse Spectrometer)

NA : Non disponible (Not Available)

NGS : Séquence de nouvelle génération (Next Generation Sequencing)

NMDS : Positionnement multidimensionnel non métrique (Non-metric Multidimensional Scaling)
NQE : Norme de qualité environnementale

NQE-MA : Norme de Qualité Environnementale - concentration Moyenne Annuelle
NQE-CMA : Norme de Qualité Environnementale - Concentration Maximale Admissible
OSPAR : Convention Oslo Paris (Oslo Paris Convention)

OTU : Unité taxonomique opérationnelle (Operational Taxonomic Units)

PA : Microorganismes attachés aux particules (Particule attached microorganisms)

pb : Paire de bases

PCB : Polychlorobiphényles

PCR : Amplification en chaine par polymérase (Polymerase Chain Reaction)
PERMANOVA : Analyse multivariée des variances par permutation (Permutational analysis of variance)
PES : Polyethersulfones

POC : Carbone organique particulaire (Particulate Organic Carbon)

POM : Matiere organique particulaire (Particulate Organic Matter)

PON : Azote organique particulaire (Particulate Organic Nitrogen)

POP : Phosphore organique particulaire (Particulate Organic Phosphorus)

POP : Polluants Organiques Persistents

psu : Unité de salinité pratique

PTYV : Programmable Temperature Vaporization
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Liste des abréviations

REACH : Enregistrement, évaluation et autorisation des produits chimiques

ROS : Espéces réactives de 'oxygene (Reactive oxygen species)

RPG : Registre parcellaire graphique

rpm : Rotation par minute

RUTP : Rejets Urbains par Temps de Pluie

RMT : Théorie des matrices aléatoires (Random Matriz Theory)

SNR : ratio signal sur bruit (signal-to-noise ratio)

SPE : Extraction sur phase solide (Solide phase extraction)

STEU : Station de traitements des eaux usées

SUVA : Absorbance spécifique aux rayonnements ultraviolets (Specific Ultraviolet Absorbance)
TAQ (polymérase) : ADN polymérases thermostables nommées d’aprés Thermophilus aquaticus
TC : Carbone total (Total Carbon)

UE : Union européenne (European Union)
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Chapitre 1

Synthese bibliographique

1.1 Les écosystemes estuariens

1.1.1 Hydrologie & géographie
1.1.1.1 Définition des estuaires

L’une des premieres définitions claires et reconnues des estuaires fut apportée par Pritchard en 1967
(PRITCHARD, 1967). Il y décrit les estuaires comme « constitué par une masse d’eau confinée ayant une
connexion libre avec la mer ouverte et a l'intérieur duquel ’eau de mer est diluée d’une fagon mesurable
avec de I'’eau douce issue du drainage du bassin versant ». Cette définition fut remodelée au fil des années
et a de multiples reprises, en partie, car elle s’adaptait relativement mal & la description des estuaires situés
dans 'hémisphere Sud.

Lesquels par des régimes hydrologiques et météorologiques plus contrastés que dans les zones tempérées ne
pouvaient étre pris en compte par cette définition. Une définition plus élargie et plus nuancée fut proposée
par POTTER et al. (2010), ils y décrivent un estuaire comme une masse d’eau semi-fermée présentant
une connexion permanente ou périodique avec le milieu océanique et qui regoit au moins
périodiquement des apports d’eau douce d’un ou plusieurs fleuves (POTTER et al., 2010). La
salinité des eaux estuariennes est typiquement inférieure a celle du milieu marin et varie périodiquement et
spatialement le long de I'estuaire. Au travers d’une simple définition et de son évolution transparaissent les
notions d’hétérogénéité (spatiale comme temporelle) et de complexité, hautement caractéristiques de ces
écosystemes. Cette complexité inhérente aux estuaires s’est tres vite caractérisée par un besoin de découper,
classifier et schématiser ces systémes afin d’en comprendre leur fonctionnement, leur structuration et de

favoriser leur protection (ELLIOTT & MCLUSKY, 2002).

31



Chapitre 1. Synthése bibliographique

Face a cette nécessité de classifier, on se retrouve face a la difficulté de définir un continuum. De nom-
breux auteurs se sont succédés proposant différentes classification (DAVIES & MOSEs, 1964; HAYES,
1979; PERILLO, 1995; HUME et al., 2007; VALLE-LEVINSON, 2010; MIKHAILOV & GORIN, 2012). Ces
derniéres peuvent reposer sur différents parameétres, elles peuvent étre réalisée d’un point de vue physique

(géomorphologie, apports d’eau douce ou ’évaporation) ou encore chimique (flux de nutriment ou salinité).

1.1.1.2 Structuration géographique et temporelle des estuaires

Une classification repose sur des définitions et limites franches. Or les écosystemes naturels sont rarement
compatibles avec ces concepts fixés. Les estuaires n’ont pas de réelles frontieres, ils correspondent plutot a des
continuums dynamiques. On se propose ici de faire un retour sur une partie des différentes classifications
établies pour décrire les estuaires. Chacune d’entre elles reflete la difficulté de description des estuaires et

met en lumiere différents parameétres primordiaux dans 1’étude de ces écosystemes.

1.1.1.2.1 Classification géomorphologique des estuaires

L’appellation « estuaire » est générique, elle prend en compte différents géomorphotypes (PRITCHARD,
1952 ; PERILLO, 1995 ; MIKHAILOV & GORIN, 2012). Une des premiéres classifications proposée pour les es-
tuaires le fut de nouveau par Donald Pritchard (PRITCHARD, 1952). Celle-ci ne s’intéresse qu’a la description
purement géomorphologique des estuaires et reste relativement large (PERILLO, 1995; HUME et al., 2007;
MIKHAILOV & GORIN, 2012). Il y dissocie 3 catégories : les estuaires de plaines cotieres, les estuaires a barre

littorales (nommés aussi estuaires semi-fermés) et les fjords.

Les estuaires de plaines cétiéres ont été formés durant la derniére période glaciaire (Pléistocéne), avec
la fonte des glaces et 1’élévation du niveau de la mer, 'eau de mer envahit les vallées des rivieres de basses
altitudes. C’est 'un des types d’estuaire les plus fréquents. L’estuaire de la Seine, la baie du Delaware ou

Pestuaire de 1’Adour sont des exemples classiques (Figure 1.1A).

Les estuaires a « barre sédimentaires » nommés bar-built en anglais ont été semi-cloisonnés par la
formation d’une barre sableuse le long de la ligne de cote réduisant les échanges entre l'estuaire et le milieu
marin. Ces estuaires tendent a s’enliser et leur profondeur est relativement faible. Par leur cloisonnement et
leur profondeur, ils sont souvent confondus avec les lagons. La Laguna Madre (USA) et la Ria d’Aveiro en

sont deux représentants (Figure 1.1B).

Les fjords sont d’anciennes vallées glaciaires fagonnées par le mouvement des glaciers puis envahies par les
eaux de mer. On les retrouve principalement aux abords des poles, comme en Norvege, Islande et Alaska
mais aussi en Antarctique, Chili ou Nouvelle Zélande. Ces vallées sont caractérisées par les versants hauts et
escarpés et par une bathymétrie importante comme le Sognefjord (Norvége, profondeur de 1 308 m) (Figure

1.1C).
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1.1. Les écosystémes estuariens

Pritchard lui-méme revu rapidement ces catégories et en ajouta une quatrieme, les estuaires tectoniques
(PRITCHARD, 1960) (Figure 1.1D). Ces derniers sont formés a la suite de séismes ou de fractures de la crotite
terrestres dans les régions adjacentes au milieu océanique, creusant un bassin qui s’il est rempli par une
masse d’eau océanique peut conduire a la formation d’un estuaire. C’est le cas notamment de la baie de San

Franscisco (USA) ou la baie de Guaymas au Mexique.

Cette classification fut & de nombreuses occasions revue et étendue (HUME et al., 2007), parmi I’ensemble des
catégories créées, on peut citer les rias (aussi nommés abers) (Figure 1.1E) qui présentent un débit fluvial
trés réduit, ce sont des vallées réellement noyées par les marées ou les fjards (Figure 1.1F) qui se distingue

des fjords par un relief plus faible.

60 km
0 10 20 30 40 50 km
A X AN A

ESTUAIRE DE PLAINES ESTUAIRES A BARRES FIORDS
COTIERES SEDIMENTAIRES Sognefjord (Norvége)
Baie de la Delaware (USA) Ria de Aveiro (Portugal) ognejjora (Norvege

10 15km

ESTUAIRES TECTONIQUES RIAS (OU ABERS) FJARDS
Baie de Guyamas (Mexique) Ria d’Etel (France) Braviken (Suéde)

FIGURE 1.1 — Classification géomorphologique des estuaires.
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1.1.1.2.2 Classification d’aprés ’ampleur de la marée

Cette premiere classification géomorphologique s’avere relativement complexe, de plus, elle ne permet pas une
distinction fine entre deux estuaires qui peuvent présenter une géomorphologique identique mais correspondre
a des écosystemes tres différents. Un second parametre employé pour classifier les estuaires est 'ampleur
moyenne du marnage, soit 'amplitude de 1’écart entre le point le plus haut et le plus bas lors d’un épisode

de marée. On distingue ainsi 3 catégories (DAVIES & MOSES, 1964) détaillées dans le tableau 1.1.

TABLEAU 1.1 — Classification des estuaires selon leur marnage.

Marnage (m)

D’aprés Davies (1964)

Microtidal 0-2
Mésotidal 2-4
Macrotidal >4
D’apreés Hayes (1979)
Microtidal 0-1
Faiblement mésotidal 1-2
Hautement mésotidal 2-3,5
Faiblement macrotidal 3,5-5
Macrotidal > 5

La classification par Davies reste la plus simple et la plus fréquemment rencontrée. On peut néanmoins noter
que (HAYES, 1979) étendit cette classification & 5 catégories (Tableau 1.1), trés similaires aux premiéres mais
introduisant les modeéles estuariens intermédiaire faiblement mésotidaux (1-2 m), hautement mésotidaux (2-
3,5 m) et faiblement macrotidaux (3,5-5 m) et en redéfinissant les limites des modeles microtidaux (< 1 m)

et macrotidaux (> 5 m).

1.1.1.2.3 Structuration verticale des estuaires

La rencontre d’eaux fluviales et marines engendre la formation de gradients de salinité a la fois longitudinaux
et verticaux. Les parameétres de ce gradient sont hautement variables d’un estuaire a ’autre c’est pourquoi
une classification découla des différents modes de mélange entre les eaux douces et salées. On distinguera

ainsi 4 modes majoritaires (VALLE-LEVINSON, 2010) (Figure 1.2) :

(a) partiellement mélangés, cette structuration s’installe lorsque le débit fluvial est plus faible que les
intrusions marines, néanmoins leurs deux courants sont assez importants pour provoquer une zone de
turbulences a leur interface et mélanger les deux masses d’eau atténuant la stratification verticale.

(b) bien mélangés, les courants marins sont bien supérieurs aux apports fluviaux, I’ensemble dans la
colonne d’eau est alors bien mélangée et ne varie pas sur sa profondeur. Cependant, elle peut varier
le long de 'estuaire, diminuant vers ’amont. La salinité variera alors en fonction de la saison et du

débit amont.
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1.1. Les écosystémes estuariens

(c) les estuaires a coin salé, cette modalité s’installe lorsque le débit fluvial est plus important que la
marée. L’eau douce légere s’écoulant en surface de ’eau saline dense, un gradient de salinité s’installe
le long de la colonne d’eau. Comme dans le cas des estuaires partiellement mélangés, des turbulences
vont provoquer un léger mélange a 'interface mais sans perturber la stratification. Les masses d’eau
marines s’avancent sur le fond de I'estuaire vers 'amont jusqu’au point nodal ou le courant marin de

fond est arrété. A ce point, le flux d’eau douce ne peut plus étre compensé.

(d) et les estuaires fortement stratifiés, cette structuration rappelle celle des estuaires partiellement
mélangés, cependant dans cette modalité, les débits fluviaux sont plus importants que l'intrusion
marine. Le débit fluvial étant plus marqué le courant de surface sera plus fort entrant une stratification

plus marquée.

océan océan

(a)! -\«\J\czm !+ - «\ &
riviere riviere
marées \ - - g marées - - «

Estuaires partiellement

Estuaires bienmélangés

mélangés
océan océan
(c) <$mmm (d) <
riviere
) P riviere
marées — marées
Estuaires stratifiés a coin
salé Estuaires stratifiés

FIGURE 1.2 — Classification des estuaires basées sur la structuration verticale de la salinité modifiée d’apres
VALLE-LEVINSON (2010).

1.1.1.2.4 Sectorisation des estuaires : inférieur, moyen et supérieur

Un estuaire représente un gradient entre deux biomes, aucune limite franche n’existe entre I'estuaire et le
milieu marin ou dulcicole. En amont, deux critéres sont fréquemment utilisés pour définir des limites aux

estuaires :

e la limite d’intrusion marine soit la limite a laquelle la salinité des eaux est supérieure a celles de
milieu dulcicole

e et la limite de marée dynamique soit la distance maximale de pénétration de I'onde de la marée.
En aval, c’est la limite de présence d’eaux saumatres qui permet de délimiter I'estuaire, cette limite

traduisant directement & la limite maximale de I'influence des eaux douces.
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On définit classiquement 3 grands secteurs : I’haut estuaire, ’estuaire moyen et le bas estuaire (Figure

1.3) (D1ONNE, 1963 ; PERILLO, 1995).

Ces secteurs sont basés sur les limites précédemment mentionnées ainsi que le systeme de Venise pour la
classification des eaux saumétres (« The Venice System for the Classification of Marine Waters According to
Salinity », 1958). La zone s’étendant entre la limite d’intrusion saline et de marée dynamique correspond au
haut estuaire, aussi appelé estuaire fluvial. Avec une salinité moyenne inférieure & 0,5 psu (unité de salinité
pratique), elle est qualifiée de limnétique. L’estuaire moyen correspond lui & la zone de mélange entre le milieu
fluvial et marin. Ce secteur s’étend de la limite d’intrusion saline a une limite basse définie par une salinité
avoisinant les 18 psu, soit la limite entre les zones mésohaline et polyhaline. S’ensuit le bas estuaire, nommé
régulierement estuaire marin, qui correspond a la partie la plus proximale de 'estuaire. La dominance marine

y est majoritaire, il est caractérisé par une salinité supérieure a 18 psu et s’étend jusqu’a ’embouchure de

I'estuaire.

T Estuaire Estuaire .
iy bas ou Estuaire moyen haut ou Milieu
. i .
marin . % ) dulcicole
marin fluviale

Limite variable en fonction de la saison
) —
Mayée Apport
d’eau douce
DOMINANCE . DOMINANCE
p ZONE DE MELANGE

OCEANIQUE FLUVIALE

Bouche Limite Limite de
de d’intrusion marée

l'estuaire saline dynamique

FIGURE 1.3 — Sectoriation idéale des estuaires d’apres Perillo (1995).

I1 est possible de subdiviser ces secteurs en portions plus fines, ce qui fut d’ailleurs proposé par (MCLUSKY,
1993) qui se basa de nouveau sur le systéme de Venise (« The Venice System for the Classification of Marine
Waters According to Salinity », 1958) (Figure 1.3). Ainsi, l'estuaire moyen sera scindé en 2 parties a la
salinité de 5 psu. Ces divisions sont nommeées « upper » et « inner » correspondant respectivement aux
milieux oligohalin et mésohalin. Quant au bas estuaire, il sera lui aussi subdivisé en 2 parties, le « middle
» et « lower », séparés cette fois par une salinité de 25 psu. Ici, 'auteur a directement subdivisé le milieu
polyhalin en deux. La position des limites citées ici va par définition variée énormément en fonction du
rythme des marées, du régime fluvial et donc de la saison, elles ne sont d’ailleurs jamais fixées. Comme on

vient de voir, définir les estuaires ou bien les classifier, bien qu’évidente en apparence, s’avere une tache bien
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plus complexe. Cela met clairement en évidence la complexité inhérente a ces écosystemes, ce qui en fait des

zones d’études de grand intérét.

1.1.2 Ecologie estuarienne

1.1.2.1 Généralités

Les estuaires sont des environnements complexes et uniques, d’un point vu physico-chimique comme biolo-
gique. Ce sont des zones de transition entre deux écosystémes (marin et dulcicole) aussi appelés en écologie,
des écotones. Ces écotones sont décrits comme caractérisés par leurs importantes productivité et biodi-
versité (VAN DER MAAREL, 1990).

Les estuaires, et écotones en général, bénéficient d’apports nutritifs provenant des écosystémes jouxtant.
Dans le cas des estuaires, les riviéres seront sources d’azote (N) principalement sous la forme de nitrates
(NOy7), un élément & la fois fréquemment limitant en milieu marin (MOORE et al., 2013) et inversement oc-
casionnellement responsable de I’eutrophisation des écosystémes en milieu dulcicole et/ou estuarien (KELLY
et al., 2021). L’azote, entrant dans le composition des protéines et des acides nucléiques, est précisément
limitant en milieu marin pour le phytoplancton, or ce groupe est situé a la base de réseaux trophiques en
milieu marin, sa limitation présente ainsi des répercussions sur I’ensemble du systéme. Le milieu dulcicole
peut encore étre source d’autres éléments comme le phosphore (P), surtout si une activité agricole s’installe
a Pamont. A l'inverse, le milieu marin est une source de silice (Si), magnésium (Mg) ou potassium (K).
Les bénéfices apportés pour les écosystémes environnants ne sont pas uniquement sous la forme de sub-
stance chimique. Leur action prend de multiples facettes, qui peuvent étre de nature biologique ou encore

hydrologique.

La production primaire estuarienne est fréquemment renforcée par 'apport nutritif amont mais aussi par la
remise en suspension d’éléments nutritifs sous ’action des courants de marée. Ces apports sont eux aussi
sous le joug d’une importante variabilité temporelle. Ils peuvent varier & I’échelle de la journée (p. ex. avec

le coefficient de marée), du mois, de I’année voir plus encore (SHARP et al., 1986 ; ASMALA et al., 2016).

Par la présence simultanée d’espéces issues des deux écosystémes adjacents et d’especes endémiques a 'es-
tuaire, on observe théoriquement une richesse biologique spécifique importante en milieu estuarien. Ce
sont également des couloirs migratoires pour de nombreuses especes appartenant par exemple au pela-
gos (BULTEL et al., 2014; MORRICE et al., 2020) ou encore au benthos (NICHOLS & THOMPSON, 1985;
EGGLESTON et al., 2015). Les estuaires tiennent aussi lieu de nourricerie et de refuge (CABRAL et al.,

2007 ; ROBINS et al., 2016 ; GUERREIRO et al., 2021).

La valeur écologique de ces écosystémes réside aussi dans la diversité d’habitats et de niches écologiques
qu’ils abritent. Les estuaires forment en réalité des sous-unités d’habitat qui se jouxtent et s’assemblent dans

une mosaique interactive. Les variabilités des parametres physico-chimiques et biologiques en liens étroits
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avec les écosystéemes maritime et dulcicole vont fagonner cette mosaique estuarienne. Ainsi un estuaire est

un continuum d’assemblages qui rendront chaque estuaire unique.

1.1.2.2 Le « Paradoxe Estuarien » : ‘Estuarine Quality Paradox’

Comme lillustre la difficulté de classification des estuaires déja abordée, nous sommes confrontés ici a des
écosystemes hautement hétérogenes dans le temps et dans I'espace. Ils sont d’ailleurs fréquemment qualifiés
de « naturellement stressés ». De surcroit comme de nombreuses zones littorales, ce sont des écosystémes
fortement impactés par les activités anthropiques. M. Elliott et V. Quintino introduisirent la notion de
paradoxe estuarien (Estuarine Quality Paradox), correspondant & la difficulté d’identifié la part de
la variabilité naturelle di aux caractéristiques estuariennes de celle induit par les activités anthropiques
(ELLIOoTT & QUINTINO, 2007; DAUVIN, 2007). DAUVIN & RUELLET (2009) démontrérent qu’en prenant
uniquement 4 parametres environnementaux qui régissent fréquemment les estuaires, nous pouvions aboutir
180 conditions environnementales distinctes. Lorsqu’ils y ajoutérent 4 autres parametres “anthropiques”; ils

ont abouti & un nombre total de 27 000 conditions (Figure 1.4).

STRESS NATURELS
Salinité [ Substrat || Hydrodynamisme [[ Position surI'estran
Elllh;lill_le Argile / Vase Important Intertidal
Polyhaline Sable Modéré Subtidal peu
Mesohaline .
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Oligohaline Mur
Dulcicole
5 4x5=20 3x20=60 3x60=180
conditions conditions conditions conditions
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Suffisant Aucune Bonf“f Bonne
Insuffisant Extraction Modérée Modérée
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2 x 180 = 360 3x360=1080 & x1080=5400 5 x 5400 = 27000

conditions conditions conditions conditions
| Oxygénation | | Activité de draguage | [Contamination chimique| | Nutriments
l ACTIVITES HUMAINES

FIGURE 1.4 — Illustration de la variété de conditions pouvant résulter de stress naturel et anthropique d’apres
DAuvIN & RUELLET (2009).

Toutes ces conditions ne se retrouvent pas forcément en milieu naturel et cette approche reste une évaluation
théorique des potentielles combinaisons de conditions pouvant étre retrouvées en milieu estuarien stressé.
Cette représentation illustre 'hétérogénéité inhérente a cet écosysteme et la difficulté de dissocier la nature

des stress influencant ces écosystémes.
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1.1.2.3 Ecologie estuarienne & le compartiment microbien

En 1934, il fut proposé un modele conceptuel appelé Diagramme de Remane permettant de décrire les
variations du macrobenthos dans les estuaires (REMANE, 1934). Il est basé sur la variation de la richesse
spécifique le long d’un gradient de salinité.

Il y distingue 3 grands compartiments : les especes dulcicoles, marines et estuariennes.

Ce modele fut rapidement employé et modifié afin de décrire et étudier différentes communautés micro-
biennes colonisant des continuums salins (TELESH et al., 2011; WHITFIELD et al., 2012). On y observe
classiquement la décroissance des espeéces dulcicoles avec 'augmentation de la salinité (grossiérement entre 0
et 5 psu) et inversement ’augmentation du nombre d’espéces marines (a partir de 10 & 35 psu). Les especes
estuariennes sembleraient présenter une abondance relativement constante de 3-4 & 30 psu (WHITFIELD et
al., 2012). Néanmoins, la zone allant de 5 & 8 psu correspond théoriquement & 1’écotone estuarien au sens le

plus strict (Figure 1.5).
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FIGURE 1.5 — Variation de la diversité (unité arbitraire) le long d’un gradient de salinité d’aprés VIDAL-DURA
et al., 2018. Les zones colorés représentent les variations du macrobenthos selon le modele de REMANE (1934)
(d’aprées WHITFIELD et al., 2012 et SKARLATO & TELESH, 2017). Les pointillés identiquent les variations des
bactéries planctoniques (HERLEMANN et al., 2011) et des protistes pélagiques (TELESH et al., 2011).

Suite & ’emploi de ce modéle conceptuel (Diagramme de Remane) sur les communautés microbiennes, les
résultats obtenus présenterent un profil assez remarquable puisque les communautés bactériennes pélagiques

sembleraient présenter une abondance constante le long du gradient salin (HERLEMANN et al., 2011 ; VIDAL-
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DURA et al., 2018), sans étre influencées par les variations de salinité. De plus, la zone de salinité 5-8 psu qui
est une zone critique pour la majorité des espéces semble représenter pour les unicellulaires eucaryotiques
une réelle niche écologique (Figure 1.5) (TELESH et al., 2011; TELESH et al., 2013; VIDAL-DURA et al.,
2018).

Au-dela de I'abondance, d’une part certains auteurs observent une biodiversité qui serait le résultat d’un
mélange de communautés microbiennes dulcicoles et marines, la communauté microbienne n’ayant pas le
temps de s’adapter et de developper un assemblage estuarien (en lien avec les faibles temps de résidence
des masses d’eau) (CRUMP et al., 1999 ; TROUSSELLIER et al., 2002).Tandis que d’autres tendent plutét a
démontrer qu’ils sont en présence d’un assemblage estuarien spécifique (GONI-URRIZA et al., 2007).

Ces observations bien que bien qu’assez contradictoires illustrent le fait posseéde un dynamisme et des ca-
ractéristiques abiotiques qui lui sont propres. Ainsi, la mise en place de 'un ou l'autre de ces types de
communautés estuariennes pourrait plus simplement étre fonction de la nature de I’estuaire mais aussi de la

période de ’année.

1.1.2.4 Les services écosystémiques des zones estuariennes

Les zones estuariennes sont d’une importance capitale pour les écosystémes marins cotiers. La forte produc-
tivité de ces zones en fait des écosystemes d’intérét majeur pour I’environnement mais aussi pour 1’économie
mondiale. Les services écosystémiques fournis par les estuaires représenteraient en 2011 plus de 24 900
€.halan! (CosTANZA et al., 2014).

Ces écosystemes joueraient un role clefs dans le cycle des nutriments (N et P surtout), la production de
ressources alimentaires (pour les populations humaines), les loisirs, les activités culturelles et en tant que

zone de refuge (COSTANZA et al., 2014 ; MARTIN et al., 2020).

1.1.3 Des zones littorales urbanisées

Depuis plusieurs siécles, les zones aquatiques exercent une trés forte attractivité sur les populations humaines.
En 2016, il a été estimé de pres de 14 des 20 villes les plus peuplés mondialement se trouvaient dans des zones
littorales ou & proximité et prés de 10 d’entre elles sont situées & proximité des zones estuariennes (UNITED
NATIONS, 2016). Ce schéma est assez cohérent, ces écosystémes représentent des voies de navigation favorable
au commerce et a l'industrie et jouent (et jouerent) un rdle conséquent dans le développement économique
de mégalopoles.

Bien évidemment, I'importante démographie et la présence de mégalopoles le long des zones cotiéres n’est pas
sans effet sur les écosystemes naturels. Une partie non négligeable des littoraux sont effectivement impactés

par les activités humaines (Figure 1.6) (KENNISH, 2002).
Ces impacts peuvent prendre des formes multiples et variées. On peut citer parmi les menaces principales :
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(a)

L’artificialisation du littoral; elle est a 'origine de la disparition d’habitat ou la modification de
I’équilibre physico-chimique des littoraux. Elle est observable, par exemple, lors de la chenalisation

des estuaires ou la perturbation des courants cotiers par la modification du fond (ensablement).

La pollution chimique; des composés chimiques issus de ressources naturelles (métaux, etc) aussi
bien que les produits industriels de syntheése (xénobiotiques : pesticides, PCB, etc.) peuvent se re-
trouver dans les milieux aquatiques. Ils transitent notamment par les zones estuariennes avant de
se retrouver au sein des littoraux. Face a la diversité de composés émis, il est actuellement difficile
d’estimer les effets d’une telle contamination. Néanmoins elle va généralement de pair avec le déclin

de la qualité des eaux et du fonctionnement écologiques des milieux.

Le changement climatique ; pour les zones littorales, on peut s’attendre a deux répercutions ma-
jeures : 'augmentation de la température de l'eau et élévation du niveau de la mer (ROBINS et al.,
2016 ; IPCC, 2019; KHOJASTEH et al., 2021). A cela peut s’ajouter des phénomeénes d’érosion du
littoral ou de salinisation (IPCC, 2019). Dans le cas précis des estuaires, c’est Uintégrité de I’équilibre

hydrodynamique et donc écologique des estuaires qui est menacée (KHOJASTEH et al., 2021).

Bien évidemment, ces menaces s’exacerbent les unes, les autres (IPCC, 2019). Le changement climatique et

la pression anthropique sont inextricablement emboités et n’ont de cesse de s’accentuer mutuellement. Ce

qui rend l'interprétation de leurs conséquences bien plus complexe (IPCC, 2019).

FIGURE 1.6 — Carte mondiale présentant les zones cotiéres (en gras) significativement impactées par les
activités humaines d’apres KENNISH et al., 2002.
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Les estuaires sont des écosysteémes clefs pour l'identification des pressions anthropiques s’exercant sur les
milieux littoraux et cotiers. Ils représentent une des voies d’entrée principale des contaminants dans ces
derniers, tout en étant eux méme des environnements naturellement complexes et sensibles aux perturbations.
Gréce a cette sensibilité et aux pressions importantes auxquelles ils sont sujets, ces écosystemes peuvent servir

de modele dans le diagnostic et le suivi de I'impact des pressions anthropiques sur la santé des écosystémes.

Ce travail de theése emploie comme support d’étude 'estuaire de I’Adour situés au Sud-Ouest de la France.
Nous nous focaliserons majoritairement en terme de pression anthropique sur la pollution chimique et plus

précisément les micropolluants.

1.1.4 L’estuaire de ’Adour, de amont a I’aval, du bassin versant au tissu urbain

1.1.4.1 Hydrologie du bassin versant

Le fleuve Adour, long de 335 km, prend sa source au pic de Midi de Bigorre dans les Pyrénées-Atlantiques
francaises et se jette dans le Golfe de Gascogne (Atlantique) au niveau de la ville d’Anglet. Le bassin versant

de I’Adour s’étend sur prés de 16 880 km? (Figure 1.7).

Les principaux cours d’eau alimentant ce bassin versant sont I’Adour formé de 1'union des 3 branches fon-
datrices, ’Adour De Payolle, I’Adour de Gripp et I’Adour de Lesponnes, s’ensuit 1’Arros (1 283 km?), la
Midouze (3 590 km?), le Luy (1 150 km?), les gaves réunis (Gaves de Pau et d’Oloron) (5 200 km?) et la
Nive (1 030 km?) (Figure 1.7).

L’Adour s’écoule jusqu’a son embouchure & Anglet, s’ouvrant d’'une part et d’autres sur les plages sablon-
neuses des landes et la cote basque.

Ces cours d’eau prennent majoritairement leur source dans Pyrénées-Atlantiques, ainsi, ils sont majoritai-
rement sous un régime pluvio-nival, un régime hydrologique simple alimenté par la fonte des neiges au
printemps et des précipitations en automne et en hiver. Ce type de régime fluvial est caractérisé par des

crues en hiver et surtout printemps et une période d’étiage prononcé en été (d’aotit & septembre).

Le bassin versant de I’Adour présente une activité agricole prononcée (Figure 1.8), elle concerne surtout la
culture du mais, celle des oléagineux comme le colza et le tournesol, et le blé tendre dans le nord-est de la
région hydrographique notamment. Ponctuellement, on retrouve aussi des vignes et des cultures de semence.
L’agriculture possede un effet non négligeable sur les écosystemes aquatiques, par la modification des flux de
matiere ou encore par 'apport de contaminants anthropogénique tels que les pesticides et autres produits
phytosanitaires. La perturbation des flux de matiére peut étre liée & 'apport d’azote et/ou de phosphore,

deux éléments constituant majoritaire des engrais (ELSER, 2012 ; FOWLER et al., 2013).
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Le bassin versant de I’Adour présente d’ailleurs ponctuellement des concentrations importantes en phosphore,
notamment en période de pluies (BRUNET & ASTIN, 1999) via le lessivage des sols. L’ensemble du bassin
hydrographique Garonne-Adour présente une pression importante en pesticides principalement en herbicides
dont le S-Métolachlore, ’TAMPA (produit de dégradation de glyphosate) et 'atrazine déséthyl (produit de

dégradation de latrazine) (INSTITUTION ADOUR, 2015).
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F1GURE 1.7 — Carte de la région hydrographique Adour et de ses cours d’eau majeurs, réalisée sous le logiciel

QGIS.

En amont, on trouve surtout des prairies permanentes et temporaires ainsi que des estives (Figure 1.8).
Bien qu’il ne s’agisse pas directement d’agriculture, ces zones de paturages correspondent essentiellement &

Iélevage d’herbivores (bovins, ovins, caprins) (INSTITUTION ADOUR, 2017).
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L’élevage peut étre des sources d’entrée de contaminants dans les écosystémes aquatiques, notamment les

produits vétérinaires (OBIMAKINDE et al., 2017).
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FI1GURE 1.8 — Carte du registre parcellaire de 2012 de la région hydrographique Adour obtenue a partir de
la base de donnée du Registre Parcellaire Graphique (RPG) et réalisée sous le logiciel QGIS.

1.1.4.2 Descriptif de ’estuaire de I’Adour

L’estuaire de 'Adour est un estuaire de plaines cotiéres fortement urbanisé et trés largement modifié par
I'Homme. Les premiers travaux de chenalisation du fleuve ont été entreprit deés 1562 (sous la décision de
Charles IX) ayant pour but de fixer son embouchure au niveau de la ville de Bayonne (Figure 1.9). Au-

paravant, 'embouchure ne possédait pas une position géographique fixe, elle oscillait entre Bayonne et
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Capbreton, soit sur 25 km. Cette forte chenalisation aboutit actuellement a un fleuve et un estuaire étroit.

Cette topographie joue irrémédiablement sur la dynamique hydrologique de I'estuaire.

L’estuaire est directement formé par 'union deux cours d’eau, I’Adour et la Nive. Leur confluence se situe
en plein cceur de la ville de Bayonne (Figure 1.9). La limite d’intrusion saline de 'estuaire de I’Adour est

située approximativement au niveau de la ville d’Urt sur I’Adour.

Comme présenté plus haut, le régime des eaux de la partie aval de I’Adour est hétérogene. 11 est influencé par
un régime majoritairement pluvial de ’Adour, un régime nivo-pluvial des Gaves réunis et des
marées semi-diurnes, c’est-a-dire, présentant deux pleines mers et deux basses mers par jour. En résulte
un estuaire a coin salé, sous un régime mésotidal marqué par un trés faible temps de résidence des masses
d’eau (DEFONTAINE, 2019). Le débit moyen de l'estuaire de I’Adour est de 'ordre de 300 m?.s! (Banque
HYDRO ). Cependant, ce débit est trés irrégulier pouvant varier de 50-60 m®.s7! & 1’étiage & plus de 2 000

m?.57! en période de crue (liée & la fonte des neiges).
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FIGURE 1.9 — Carte de la zone estuarienne de I’Adour, réalisée sous le logiciel QGIS.

Précisément au cours des 3 derniéres années, le débit moyen était estimé a 291,5 m®.s! (Figure 1.10) en

aval de 'estuaire. On peut observer d’importants épisodes de crues au mois de mai et juin et inversement

1. Banque HYDRO, base de données du Ministere de I’Ecologie, du développement durable et de 1’énergie. Disponible a
ladresse : http://www.hydro.eaufrance.fr. Consulté en septembre 2019.
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d’étiage en aofit et septembre.

Les débits ponctuels de I’Adour sur la période de 2016 a 2018 présentérent une amplitude estimée variant

de 53,61 et 3 174 m3.s! (Figure 1.10).
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FIGURE 1.10 — Débit journalier (A) et débit mensuel moyen (B) de ’Adour par jour de janvier 2016 a
décembre 2018 estimé d’apres les données de la Banque HYDRO (cf. note page 45). Les lignes verticales
continues et pointillées indiquent respectivement la moyenne et amplitude (minimum et maximum) du débit
journalier moyen. Les barres d’erreurs correspondent & ’écart-type & la moyenne mensuelle.

L’estuaire de I’Adour ne présente pas dans sa partie aval de bouchon vaseux (DEFONTAINE et al., 2019). La
chenalisation et la construction de deux digues a I’embouchure permettent de faciliter 'expulsion de I'eau et

des sédiments de l'estuaire de ’Adour (DEFONTAINE et al., 2019).

1.1.4.3 Le tissu urbain de Bayonne-Biarritz-Anglet

Les principaux estuaires francais sont souvent caractérisés par la présence de grandes villes en amont de la

zone estuarienne, comme 'estuaire de la Seine avec la ville de Paris ou du Rhéne avec celle de Lyon. L’estuaire
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de I’Adour, lui, présente une proximité avec les zones urbaines tres réduites sur le réseau hydrographique
amont (Figure 1.11). La particularité de I'estuaire de I’Adour réside de ce tissu-urbain qui s’installe au niveau
de V'estuaire. Le bassin-versant et ’amont de l'estuaire se trouvent relativement préserver d’impact urbain

majeur et direct.
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F1GURE 1.11 — Répartition des zones urbaines sur la région hydrographique de I’Adour, carte réalisée sous
le logiciel QGIS

On peut noter néanmoins la présence de ville de Tarbes, Mont-de-Marsan et Dax le long du fleuve Adour ainsi
que la ville de Pau le long du Gave de Pau. Ces 3 villes situés le long de I’Adour sont constituées de 20 891 a
40 318 habitants en 2016 tandis que la ville de Pau se compose elle de 77 251 habitants, soit une démographie
relativement faible & moyenne & 1’échelle de la France. Ainsi, I'une des particularités de ’estuaire de I’Adour

réside dans la présence d’un tissu urbain dense installé quasi a I'extréme aval de 'estuaire.
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Il est composé principalement par 3 villes, au sud de l'estuaire : Bayonne plus & ’amont de l'estuaire, Biarritz
a laval sur la rive gauche et Anglet a aval sur la rive droite. Le dynamisme urbain et la démographie de
cette zone sont loin d’étre négligeable a I’échelle régionale tout du moins. Ces 3 villes réunissent a elles seules
114 029 habitants en 2016. La population de ces 3 villes est en croissance, avec une augmentration de plus
de 5 000 habitants en 5 ans (de 2011 & 2016) (INSEE?). Deux villes, bien moins importantes en terme de
démographies, vont étre retrouvées au nord de 'estuaire de I’Adour : Tarnos et Boucau. Ces deux villes
réunissent elles, 20 563 habitants en 2016, soit une augmentation d’approximativement 750 habitants en 5

ans (INSEE).

De nombreuses activités s’installent le long de I'estuaire de 1’Adour : la péche, le tourisme, des activités

industries et du commerce au niveau de la zone portuaire.

Les activités de péche s’installant le long de ’estuaire de ’Adour et sur le bassin versant de I’Adour cor-
respondent en quasi-intégralité aux poissons migrateurs installés en France (avec I'unique exception de l'es-
turgeon). Les produits de péche majoritaire sont 'alose, la lamproie marine, la truite de mer, le saumon
atlantique, la bar commun, 'anguille d’Europe et son juvénile, la civelle (MARTY & PICOULET, 2017). En
2017, le saumon et laiguille (juvénile et adulte) ont représentés 85% des captures réalisées (MARTY &
PICOULET, 2017). Rappelons que les estuaires sont des zones de nurseries d’importances majeures pour le
commerce piscicole. A ce titre, la péche de la civelle (juvénile de I’ Anguille) représente & un enjeu économique

majeur pour la région.

e Les « rejets urbains par temps de pluie » (RUTP)

Par temps de pluie, le lessivage des zones urbaines peut entrainer une variété de contaminants a rejoindre
le milieu aquatique. On identifie un apport de HAP (Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques), PCB
(Polychlorobiphényles), ETM (Eléments Traces Métalliques) ou encore un apport d’alkyléphols (ZGHEIB et
al., 2011; MAO et al., 2012; AHRENS et al., 2015). . Les eaux de pluie peuvent directement se déverser dans
les eaux de surface mais elles peuvent aussi transiter par des exutoires pluviaux. Il s’agit de grands réservoirs
permettant temporairement de stocker les pluies dans le but d’éviter les épisodes de crues des cours d’eau.

A titre d’exemple, le long 'estuaire de I’Adour, on en dénombre plus de 450.

e Les site industriels et sols contaminés

Les zones industrielles peuvent étre source de contamination. De nos jours, les zones industrielles potentiel-
lement émettrices sont fréquemment controlées afin d’éviter tout risques de déversement accidentel comme
volontaire de contaminant dans I’environnement. A ce titre, le gouvernement francais a mis en place différents

outils afin d’améliorer le controle et la gestion de ces sites. Parmi eux, nous pouvons citer « GEORISQUES 3

2. INSEE, Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques. Disponible & l’adresse : https://www.insee.fr/fr/
accueil. Consulté le 08 septembre 2019.

3. GEORISQUES (anciennement BASOL), une base de données du Ministeére de la Transition écologique et solidaire. Dis-
ponible a P'adresse : https://www.georisques.gouv.fr/risques/sites-et-sols-pollues/donnees. Consulté en octobre 2021.
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» et les dispositifs de rejets industriels réguliers gérés par les agences de 1’eau. Le premier étant une base de

données gérées par le Ministeére de I’'Ecologie qui recense les sites et sols pollués (ou potentiellement pollués).

Le second est un modele législatif permettant de controler le niveau des rejets industriels non domestiques.

Brievement, toute industrie installée sur le sol frangais se doit de déclarer tout rejet industriel dans le milieu

naturel ou dans un réseau d’assainissement collectif, des seuils de niveau théorique de pollution (NTP) ont

été défini.

Les industries susceptibles de dépasser ces seuils sont sujettes a l'obligation de mettre en place un suivi

régulier de ses rejets. Dans notre zone d’étude, les établissements redevables de rejets industriels et soumis

a controle ainsi que les zones recensées dans les bases de données GEORISQUES sont représentés dans la

figure 1.12.
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La STEU de Tarnos n’est pas visible sur cette représentation.
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Ces sites, potentiellement source de contamination s’agencent le long de 'estuaire et spécifiquement dans
sa partie aval, soit entre la confluence Adour/Nive et ’embouchure. Ces sites industriels référencés bien que
contrdlé peuvent étre des sources d’entrées de contaminants dans ’estuaire ainsi que sur le littoral. 11 est
d’ailleurs clairement indiqué sur le site internet de GEORISQUES #, que « les données ne peuvent cependant
pas étre considérées comme exhaustives » et que « ces informations de l’administration concernant une

pollution suspectée ou avérée ne couvre pas tous les types de pollution ».

o Les stations de traitement des eaux usées (STEU)

Le lessivage et les rejets industriels ne sont pas les seules sources de contamination des milieux aquatiques
en zone urbaine. Les STEU bien que théoriquement traitant les eaux usées sont aussi des sources de conta-
mination majeures. Leurs taux d’abattement, soit le pourcentage d’élimination d’'un composé avant et apres
traitement, varient extrémement en fonction du composé ciblé et du type de traitement employé. Ainsi, sur
une sous-sélection de micropolluants et & I’échelle de 14 régions/pays, ce taux d’abattement variait entre 12,5
a 100% (Luo et al., 2014). Cela est surtout le cas lorsque I'on parle de contaminants organiques. Les mé-
dicaments, parfums, détergents et bien d’autres, que nous employons quotidiennement peuvent se retrouver
dans les milieux aquatiques. Bien que certains traitements tertiaires permettent de réduire I'apport de ces
contaminants (p. ex. traitement aux UV ou ozonation), rares sont les STEU disposant de ces technologies

(Luo et al., 2014 ; ADELEYE et al., 2022).

TABLEAU 1.2 — Détails des STEU présentes le long de la zone estuarienne de I’Adour, de Pamont & ’aval
d’apres les informations fournies pour ’année 2018.

Station Lahonce St-Frédéric Pont de I’Aveugle St-Bernard Tarnos
EH 3034 47 017 119 609 9 889 24 800
(équivalent-
habitant)
Débits moyen 585 8 408 20 285 933 4193
Raccordements 10% de 45% de Bayonne, 50% de Bayonne, 5% de 75% de
communaux* Lahonce 100% de 100% d’Anglet, 20% Bayonne, 25%  Boucau et
Saint-Pierre-d’Irube  d’Arcangues de Boucau 100% de
Tarnos
Etablissement NA Centre hospitalier Alcore brigantine NA Aciérie de
raccordés** de la cote basque, S.A., Dassault I’ Atlantique
S.A. Plastibule, aviation S.A., Maison
Centre hospitalier blanc Berrogain,
de la cote basque Régie abbatoirs
camp de prats Biarritz Anglet

Bayonne, SUEZ RV
Plastiques Atlantique

NA : Not Available (Non disponible)

* . d’aprés Fauré (2018) et le site http ://adour-garonne.eaufrance.fr/ consulté en septembre 2020

** . Etablissements redevables & I’agence de 1’eau Adour Garonne pour les rejets sur au moins une année sur la
période 2008-2015 d’apres Fauré (2018) et le site http ://adour-garonne.eaufrance.fr/ consulté en septembre 2020

4. GEORISQUES (anciennement BASOL), une base de données du Ministére de la Transition écologique et solidaire. Dis-
ponible a P’adresse : https://www.georisques.gouv.fr/risques/sites-et-sols-pollues/donnees. Consulté en octobre 2021.
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Le long de lestuaire de 1’Adour, nous pouvons recenser 5 STEU en service de 'amont a I’aval : Lahonce,
Mouguerre, S'-Frédéric, Pont de I’aveugle, St-Bernard et Tarnos (Figure 1.12 et tableau 1.2). Parmi elles, les
stations du Pont de 1’ Aveugle et de St-Frédéric sont les plus conséquentes, elles enregistraient en moyenne en
2018 des débits d’entrée de I'ordre 20 283 et 8 408 m>.j"! respectivement (MINISTERE DE LA TRANSITION
ECOLOGIQUE ET SOLIDAIRE, 2019). Notons qu’aucune de ces STEU ne dispose d’un systéme de traitement

tertiaire ®.

5. Portail d’information sur ’assainissement communal du Ministére de la Transition écologique et Solidaire. Disponible a
ladresse : http://assainissement.developpement-durable.gouv.fr. Consulté le 20 septembre 2020.
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1.2 Dynamique de la contamination chimique en milieu estuarien

urbanisé

1.2.1 Notion de micropolluant et de pollution émergente

L’action humaine sur les écosystémes via le rejet de substances chimiques est loin d’étre récent, 'utilisation de
pesticides remonte & I’ Antiquité (PANAGIOTAKOPULU et al., 1995), néanmoins I’ére industrielle et 'avénement
de chimie de synthese entrainerent une prolifération de substances variées dans les écosystémes. La présence
de ces substances ne fut bien évidemment pas sans conséquence. Différentes catastrophes environnementales
au XX®™e sigcle sont venus alerter les sociétés sur le danger que peuvent représenter les polluants a la fois sur
I’Homme et son milieu. Jusqu’a la fin du XX®™¢ ces préoccupations, liées aux substances chimiques, restérent
limitées & quelques groupes de contaminants, tels que les HAP (Hydrocarbures aromatiques polycycliques),
les pesticides, certains métaux ou encore les dioxines. En parallele, I’essor de la chimie de syntheése ne cessa

de croitre et le nombre de substances nouvelles produites augmenta exponentiellement.

Grace aux développements des méthodes analytiques, on parvient de mieux en mieux a détecter et identifier
les composés chimiques dans I’environnement. Et la transition XX et XXI®™¢ siécles se caractérisa par une
inquiétude de la communauté scientifique face a une pollution caractérisée certes par des concentrations
bien inférieures a ce que l'on observait par le passé mais surtout au nombre et une diversité croissante de
substances détectés dans tous les milieux (air, sol et eaux) et pouvant présenter une toxicité. Ces composés

sont définis comme des micropolluants.

Ces substances sont d’origines diverses comme activités industrielles, agricoles, sanitaires mais aussi domes-

tiques, comme ’emploi de détergent, la prise de médicaments, 1'utilisation de substances plastiques, etc.

On peut néanmoins s’inquiéter de leur toxicité, comme le démontre les données produites par eurostat® en
2020, 76% des substances chimiques produites en Europe représentent un danger pour la santé et 26% pour
lenvironnement (Table 1.3). De 2010 & 2020, ces substances dangereuses produites semblent approximative-
ment diminuer, passant de 233 a 230 millions de tonnes et de 86 a 80 million de tonnes, pour un danger sur
la santé et sur I’environnement respectivement. Cette réduction de faible ampleur a été d’ailleurs atténuées
depuis 2016/2017, période depuis laquelle on observe une augmentation de la production européenne des

substances dangereuses pour la santé et pour ’environnement.

Ces substances se retrouvent dans les milieux aquatiques principalement via le lessivage des sols par temps
de pluie et surtout par les STEU. Puisque, face a la faible concentration et a la diversité de composés, les

STEU peuvent se révéler dans 'incapacité de traiter ses composés. Dans une étude comparative, Luo et ses

6. eurostat, I’Office statistique de I’Union européenne. Disponible & : https://ec.europa.eu/eurostat/fr/home. Consulté en
septembre 2021.
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TABLEAU 1.3 — Evolution de la produits de substances chimiques (en million de tonnes) dans 1’Union
européenne (27 pays, excluant le Royaume-Uni) selon leur dangerosité de 2008 & 2020.

Dangereux et Danger pour la Danger pour

non-dangereux santé I’environnement

(total)
2008 310 239 (77%) 92 (30%)
2009 268 203 (76%) 76 (28%)
2010 306 233 (76%) 86 (28%)
2011 295 223 (75%) 84 (29%)
2012 292 217 (74%) 80 (27%)
2013 289 217 (75%) 80 (27%)
2014 294 221 (75%) 80 (27%)
2015 292 217 (74%) 78 (26%)
2016 290 213 (73%) 75 (26%)
2017 297 217 (73%) 74 (25%)
2018 299 218 (73%) 76 (25%)
2019 300 222 (74%) 82 (27%)
2020 302 230 (76%) 80 (26%)

collaborateurs ont estimé que les taux de rétention des STEU sur différents pays d’Europe variaient de 12,5

a 100% en fonction du composé (LUO et al., 2014).

Ainsi, nous définissons les micropolluants comme des substances chimiques majoritairement d’origines
anthropiques, susceptibles d’avoir une action toxique a faible dose sur un environnement donné. Ces composés

sont généralement présents a 1’état de trace, de I’ordre du microgramme au nanogramme par litre ou gramme.

Parmi ’'appellation de micropolluants, nous distinguerons deux catégories, les substances dites prioritaires
et les substances émergentes. Cette premiere catégorie fait référence aux composés dont I'impact sur la
santé humaine comme environnementale est historiquement connu, ils ont fréquemment été I’objet d’étude en-
vironnementale et leur utilisation est généralement réglementée. Cette catégorie sera constituée par exemple
des HAP, des PCB (polychlorobiphényles) ou du mercure. De nombreux composés listés dans cette caté-
gorie sont d’ailleurs classés parmi les POP (polluants organiques persistants). L’appellation de substance
émergente fait simultanément référence a des substances nouvellement produites ou celles dont la réelle
commercialisation est relativement récente comme les retardateurs de flamme et de substances dont la dan-
gerosité pour les écosystémes et/ou I'Homme a été longtemps sous-évaluée comme certains pesticides ou les

muscs synthétiques et sont généralement peu ou pas connue.

Dans ce document, une premiére dissociation sera faite entre les substances prioritaires et émergentes. Une
seconde distinction sera employée, elle séparera les contaminants en fonction de leur nature : les éléments
traces métalliques (ETM), les contaminants organiques (prioritaires et émergents) et les contaminants orga-

nométalliques.
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1.2.2 Les éléments traces métalliques (ETM)

Les métaux sont des éléments naturellement présents dans les roches-meéres de la crofite continentale ter-
restre. Ce sont des composés ubiquitaires, non-dégradables et persistants (car non dégradables). L’expression
éléments traces désignent des éléments présents dans la crofite terrestre a de trés faibles proportions (in-
férieur & 1g.kg™!). Les sols présentent naturellement des niveaux de concentration en métaux qui dépendent
du type de sol. On définit ainsi localement un fond pédogéochimique établissant la concentration en métaux
présente sans ’apport anthropique (BAIZE, 1997).

Naturellement, par ’altération de la roche-mere sous-jacente suite au lessivage des sols, ces métaux vont
transiter vers le milieu aquatique. L’eau joue le role de vecteur de transport, et on retrouve ces éléments
dans les cours d’eau, rivieres, fleuves et océans sous la forme dissoute ou associés aux matiéres en suspension
constituées en majorité d’éléments dits « majeurs » (p.ex. Ca, Mg, Na). Les métaux sont également présents
dans I’atmospheére sous la forme d’aérosols et dans de rares cas, sous la forme de gaz (comme le mercure)
(NRIAGU, 1989). Les cycles biogéochimiques des métaux représentent les flux de substances entre les diffé-
rents réservoirs quantifiables. On peut distinguer les flux dits anthropiques et les flux naturels. Actuellement,
il est clairement établi que pour de nombreux ETM, ces flux sont perturbés par les activités anthropiques
qui vont engendrer une accumulation des composés dans les écosystémes (PAN & WANG, 2012; DIARRA &

PRASAD, 2021).

Ces apports anthropologiques proviennent de sources multiples : agricoles, (p. ex. les métaux entrent dans la
composition de pesticides et de fertilisants), 'industrie (au travers de l'industrie miniére ainsi que de divers
rejets industriels), le réseau automobile (certains métaux étant ou furent des adjuvants & I’essence comme le
plomb), etc. (ALLAN, 1997 ; HE et al., 2005a ; BRADL, 2005 ; ZHANG et al., 2016 ; DIARRA & PRASAD, 2021).
Les métaux présentent des capacités physico-chimiques d’intérét majeur pour de nombreuses industries,

comme leur conductivité électrique et thermique. Ils sont encore fréquemment employés dans nos quotidiens.

Cette fraction « anthropique » des ETM peut ensuite étre introduite dans les différents environnements.
Ces flux touchent particulierement les milieux aquatiques et tout comme les flux naturels d’ETM, ces flux
anthropiques peuvent rejoindre les matrices aquatiques. Les ETM dans les matrices aquatiques peuvent
étre issus de dépdts atmosphériques (émissions industrielles et automobiles), du ruissellement des eaux a la
surface des zones urbaines et agricoles, ou encore les rejets directs d’ETM dans les réseaux d’assainissement
(BUZIER et al., 2006 ; HARMESA et al., 2022). Ainsi, par récupération des eaux pluviales ou par rejets directs,
les ETM transitent fréquemment et massivement par des STEU. Les boues résiduelles des traitements des
STEU renferment une charge importante de ETM, elles peuvent ensuite étre mises en décharge ou épandues
sur des terrains agricoles (HE et al., 2005a). Malgré des controles existants, une partie des ETM présents
dans ces boues peuvent alors de nouveau rejoindre les voies d’acces citées précédemment et se retrouver de

nouveau dans les milieux aquatiques (HE et al., 2005a).
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TABLEAU 1.4 — Description, réglementation et toxicité des métaux ciblés. Les couleurs pour le CE50 per-
mettent de différencier les métaux dont la CE50 est inférieure a 100 ng.L (rouge), comprises entre 100 et
1 000 pg.Lt (orange), entre 1 001 et 100 000 pg.L™! (jaune) et supérieure & 100 000 pg.L! (vert), le tout
d’apres Okamoto et al., 2015.

Nom Abbréviation = Numéro Normes environnementales CE50° (ng.Lh)
atomique
Antimoine Sb 51 - 4 100
Argent Ag 47 - 0,91
Arsenic As 33 - 2 400
Cadmium Cd 48 DCE® & OSPAR cat. AP 3,6
Chrome Cr 24 - 130
Cobalt Co 27 - 710
Cuivre Cu 29 - 13
Etain Sn 50 - 6 200
Mercure Hg 80 DCE® & OSPAR cat. AP 0,65
Molybdéne Mo 42 - 1 500 000
Nickel Ni 28 DCE® 650
Plomb Pb 82 DCE? & OSPAR cat. AP 290
Sélénium Se 34 - 710
Thorium Th 90 - NA
Titane Ti 22 - NA
Uranium U 92 - NA
Vanadium \% 23 - 1 200
Zinc Zn 30 - 720

NA : Not Available (Non disponible)

@ substances listées dans le DCE (Directives Cadre sur I’Eau) (annexe X de la directive 2000/60/CE)

b substances citées dans la catégorie A de la liste des produits chimiques devant faire ’'objet de mesures
prioritaires produite par la convention OSPAR (OSlo PARis convention).

¢ CE50 correspondent a la Concentration efficace médiane. La CE50 est un estimateur de la toxicité aigiie.
Les valeurs ici sont obtenues pour 'espéce Daphnia magna et d’aprés Okamoto et al., 2015.

Une fois dans les systemes aquatiques, les ETM vont se répartir entre les phases dissoutes, particulaires et
les sédiments (HARMESA et al., 2022). Leur répartition, leur devenir et les biodisponibilités sont intimement
liés & la spéciation des ETM (DE PAIvA MAGALHAES et al., 2015 ; OKAMOTO et al., 2015; ACQUAVITA et al.,
2021). Cette derniere correspond & la distribution des différentes formes chimiques possibles pour un élément
donné. Dans la phase dissoute, les ETM peuvent étre libres ou complexés avec des ligands. Néanmoins, une
partie des ETM se trouvera associée aux phases particulaires, soit incluse dans les particules ou adsorbés a
leur surface (TURNER & MILLWARD, 2002 ; HARMESA et al., 2022). La répartition d’un élément métallique
entre ces différentes phases est aussi fonction de conditions physico-chimique du milieu (température, pH,
salinité, etc.). De plus, la composition et la concentration en matiére organique dans le milieu jouent un role
primordial sur la disponibilité, la répartition et aussi la toxicité des ETM (HE et al., 2005a; AMIGO et al.,
2012; ACQUAVITA et al., 2021 ; HARMESA et al., 2022).

Ainsi, les ETM vont tendre & s’accumuler dans la phase particulaire et les sédiments. Les sédiments sont des
réservoirs en ETM (TESSIER & CAMPBELL, 1987 ; ZHANG et al., 2016 ; ACQUAVITA et al., 2021 ; HARMESA et
al., 2022). Cependant, par modification des conditions physico-chimiques et/ou remobilisation des sédiments

sous une action mécanique (courants, organismes benthiques), ces sédiments peuvent se comporter en source
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secondaire ’ETM pour la colonne d’eau (GiBBs, 1977 ; HART, 1982 ; ZHANG et al., 2016).

Rappelons qu’une partie des métaux et métalloides sont des micronutriments nécessaires a la vie, tels que
le cuivre, le zinc, le fer ou le sélénium (RAVEN et al., 1999 ; PINTO et al., 2003 ; HE et al., 2005a). Ils vont
entrer dans la composition de complexes métalliques assurant des fonctions primordiales a la vie comme la
photosynthese (cuivre) ou la respiration (fer). Ils sont essentiels, mais & une certaine dose, généralement faible,
on parle d’ailleurs d’oligoélément (oligo signifiant en grec « faible », « petit »). Au-dessus des concentrations
nécessaires au vivant, ils deviennent toxiques. D’autres éléments a I'inverse sont eux toxiques a tres faible dose,
voir complétement non-essentiel, c’est le cas du cadmium, du plomb ou du mercure (ALLAN, 1997 ; HE et al.,
2005a). La spéciation des métaux ainsi que différent parameétres environnementaux (comme le pH, potentiel
redox, etc.) vont ici aussi influencer la biodisponiblité et la toxicité des métaux (BERNHARD et al., 1986 ; DE
PATVA MAGALHAES et al., 2015 ; OKAMOTO et al., 2015; ACQUAVITA et al., 2021 ; HARMESA et al., 2022). Le
tableau 1.4 nous indique différentes valeurs de CE50, soit la concentration pour laquelle ’élément présente
un effet négatif pour la fraction vivante. Ces données sont réalisées sur un modele d’étude écotoxicologique
(Daphnia magna), ces valeurs peuvent ainsi varier énormément d’un modele & I’autre, mais aussi en fonction
des conditions expérimentales et de la spéciation des ETM. Elles sont donc a prendre avec précautions
d’autant plus qu’elles ne prennent pas en compte d’éventuels effets d’une toxicité sur le long terme (dite
chronique), ni de potentiels effets cocktail (mélange de différents composés). Néanmoins, on peut observer
qu’une majorité des ETM pris en compte lors de cette étude peuvent présenter un certain niveau toxicité
aigiie pour le vivant, de méme ce niveau de toxicité est hautement variable d’un élément a l'autre. D’apres
ces valeurs, une plus grande attention devrait étre apportée aux éléments tels que ’argent, le cadmium,
le cuivre et le mercure. Autrement, certains ETM sont actuellement sous le colit d’une réglementation

environnementale, c’est le cas du cadmium, mercure, nickel et du plomb (Tableau 1.4).

Briévement, la toxicité des ETM repose sur leur capacité de pénétrer les membranes cellulaires (PINTO et al.,
2003). Une fois dans la cellule, ces ETM peuvent directement atteindre a la structure de la cellule (entrainant
la dépolarisation des membranes, I’acidification du cytosol, altérer le fonctionnement de certaines protéines,
etc.) mais aussi induire un stress oxydatif et la production d’especes réactives de Poxygene (ROS, Reactive

oxzygen species) (PINTO et al., 2003 ; DIARRA & PRASAD, 2021).

1.2.3 Les composés organométalliques

Les organométalliques sont comme leur nom l'indique des composés constitués a la fois de métaux et des
groupes carbonatés, liés au moins par une liaison covalente. L’appréciation globale de la concentration d’un
élément métallique (concentration totale) dans lenvironnement est seule bien insuffisante pour qualifier
I'impact des éléments métalliques sur les écosystemes. La spéciation des éléments métalliques est essentielle
pour la réelle prise en compte du danger que représente 1’élément (BERNHARD et al., 1986; ACQUAVITA

et al., 2021). Elle va influencer son cycle biogéochimique, sa capacité de bioaccumulation, sa toxicité et
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son écotoxicité. Une fois complexé a de la matiére organique, un élément métallique peut présenter une
toxicité bien supérieure a celle de 1’état inorganique, c’est le cas du mercure mais aussi de 1’étain. Parfois,
c’est le schéma inverse qui est observé et la forme organométallique présente une toxicité moindre vis-a-vis
de I’élément inorganique, comme pour l'arsenic. Dans le cadre de ces travaux, nous nous focaliserons sur
deux sous-groupes d’organométalliques, les organomercuriels et les organostanniques, deux familles de

composés sources de grandes préoccupations environnementales.

Le mercure est présent dans I’environnement marin et dulcicole préférentiellement sous une forme inorga-
nique bivalente (Hg?T) (CossA et al., 1990). 11 est majoritairement stocké dans les sédiments qui agissent
comme des réservoirs, pouvant, en fonction des conditions physico-chimiques, de la spéciation du mercure
et de la dynamique biologique, remobiliser le mercure dans la colonne d’eau ou encore l'intégrer dans les
réseaux trophiques (ACQUAVITA et al., 2021). Dans des conditions biotiques et abiotiques, le mercure inor-
ganique (Hg?t) peut étre transformé en méthylmercure (CH;Hg™), un composé présentant une toxicité bien
supérieure (STEIN et al., 1996 ; ACQUAVITA et al., 2021). La dangerosité de ce composé est d’ailleurs bien
connue depuis les incidents de la baie de Minamata (Japon) durant lequel le méthylmercure formé dans les
sédiments s’accumula le long de la chaine trophique provoquant le déces d’abord de nombreux chats puis
rapidement, ce furent les habitants de Minamata qui présentérent des troubles neurologiques (altération de
la vue, troubles mentaux, malformations chez les nourrissons, etc.) suite a la consommation de poissons
de la baie (KUDO & MIYAHARA, 1991). La formation du méthylmercure semble étre favorisée en condition
anoxique et en association & la présence de bactéries sulfato-réductrices, deux conditions aisément réunies

dans les sédiments (STOICHEV et al., 2006 ; DURAN et al., 2008).

Les composés organostanniques ou organoétains sont des dérivées organiques de I’étain minéral. Ils sont
majoritairement d’origine anthropique a l'exception des méthylétains. Ils furent employés des 1940 dans la
production de matieres plastiques et lors des 60 années qui suivirent furent utilisé dans de multiples champs
d’application exploitants principalement, les propriétés biocides des composés trisubstitués comme le TBT
(tributylétain) ou le TPhT (triphénylétain). On retrouva ainsi du TBT dans les pesticides, dans les agents
de traitement du bois et surtout dans les peintures antisalissures (« anti-fouling ») employés massivement

dans la protection des revétements de bateau et de structures immergées (ponton, quai, etc.) (HocH, 2001).

Du fait de ’emploi massif du TBT dans les peintures de revétement des navires, il se diffusa aisément dans
les environnements aquatiques. Dés les années 1980, on prit conscience des effets dangereux engendrés par
les TBT sur les productions ostréicoles provoquant la formation d’anomalies de calcification (ALZIEU et al.,
1981). Plus largement, il a été démontré que TBT et le TPhT sont des perturbateurs endocriniens pour les
organismes aquatiques entrainant la masculinisation des femelles (CHIAVARINI et al., 2003) et cela méme a
de tres faibles concentrations. Plus particulierement, le TBT est extrémement toxique, en supplément de
ces effets déja cités, il agirait aussi comme un neurotoxique sur certaines espéces (FERREIRA et al., 2013;

GRACELI et al., 2013). Théoriquement, la demi-vie du TBT dans I’environnement est de 1'ordre de quelques
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jours a quelques semaines dans la colonne d’eau. Cependant, une fois associés aux sédiments surtout en
condition d’anoxie, il serait beaucoup plus persistant et serait stocké pendant plusieurs années (HOCH,
2001). Ces produits de dégradations, le MBT (monobutylétain) et de DBT (dibutylétain), présentent eux

aussi une certaine toxicité (HocH, 2001 ; GRACELI et al., 2013 ; FERREIRA et al., 2013).

A la suite de ces observations, une législation fut instaurée concernant la régulation et la commercialisation
du TBT. La France fut d’ailleurs 'un des pays précurseurs interdisant son utilisation et sa commercialisation
des 1982 mais uniquement pour les navires de moins de 25 m. Elle fut rejointe par la communauté internatio-
nale et surtout 'Union européenne (UE) qui s’accorda autour d’une interdiction d’application de composés
organostanniques sur les navires et appareillages dédiés a étre immergés en partie ou completement en 2003

et leur élimination des navires existant & partir de 2008 7.

1.2.4 Les contaminants organiques

Cette derniére catégorie est I'une des plus remarquables. Elle regroupe un nombre inestimable de composés.
Les contaminants organiques sont étroitement liés a la révolution industrielle et a la chimie de synthese. Les
sociétés humaines pour le besoin divers sont des sources de création, production et émission d’'un nombre
incalculable de composés organiques. Nos quotidiens que ce soit au travers des industries, de 'agriculture,
des produits phytosanitaires ou des besoins domestiques emploient et déversent dans les écosystémes ces
composés organiques.

Parmi I'immensité de micropolluants qui vont constituer cette catégorie, certains sont qualifié de polluant
organique persistent (POP). Cette appellation fait référence & des composés qui présentent une excessive
persistance dans I’environnement. Ils ont des demi-vies trés longues. On peut citer parmi les POP les plus
connus, les HAP, les PCB, les dioxines ou certains pesticides organochlorés. Face au danger que représente
la persistance de ces contaminants, une partie de la communauté mondiale se réunit au sein de 'ONU
Environnement (UNEP : United Nations Environment Programme) afin d’éditer un accord international
(Convention de Stockholm) visant & lister, puis & réduire voire arréter "emploi des POP les plus alarmants.
En 2001, ils créerent ainsi la liste des « 12 vilains » constituée de : ’aldrine, le chlordane, le DDT, la dieldrine,
Pendrine, 'heptachlore, le mirex, le toxaphene, les PCB, I’hexachlorobenzéne, les dioxines (agent orange et
autres) et les furanes. Ces composés doivent bénéficier d’une attention particuliere de la communauté scien-
tifique et des gouvernements dans le but d’éliminer, de restreindre ou de réduire leur production involontaire.
La convention de Stockholm fut signée par 152 pays signataire et entra en vigueur en 2004. Apres différents

amendements, elle référence actuellement 33 composés.

7. Directive 2002/62/CE de la Comission du 9 juillet 2002 portant neuviéme adaptation au progres technique de ’annexe I
de la directive 76/769/CEE du Conseil concernant le rapprochement des dispositions législatives, réglementaires et administra-
tives des Etats membres relatives & la limitation de la mise sur le marché et de I’emploi de certaines substances et préparations
dangereuses (composés organostanniques).
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1.2.4.1 Les HAP, PCB et pesticides organochlorés
1.2.4.1.1 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques : POP prioritaires

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composés organiques constitués d’atomes
de carbone et d’hydrogenes et leur structure est formée d’au moins deux cycles aromatiques (MENZIE et al.,
1992; MOJIRI et al., 2019). La structure et la masse d’'un HAP vont influencer ses propriétés physiques.
Plus le poids moléculaire d’'un HAP est important, plus le composé est lipophile, il en va de méme pour leur
solubilité (NTKOLAOU et al., 2009 ; MOJIRI et al., 2019). Inversement, les HAP dits 1égers (possédant 3 cycles
ou moins) vont étre caractérisés par une pression de vapeur plus importante et ainsi étre plus volatil. Cela

étant, ces composés restent majoritairement trés hydrophobes. Leur log K., le coefficient de partage entre

owW)
I’octanol et I'eau, un indicateur de la distribution d’un composé entre une phase organique et une phase
aqueuse est pour ces composés généralement supérieurs a 3, ce qui caractérise des composés typiquement

lipophiles.

Plusieurs centaines de HAP ont été caractérisés et théoriquement, cette famille de composés pourrait étre
constituée de plusieurs milliers de molécules. Néanmoins, en routine, c’est ’étude et le suivi de 16 d’entre eux
qui est préconisé, selon les recommandations de I’Agence environnementales des Etats-Unis (US EPA)[ us]

(MENZIE et al., 1992; MOJIRI et al., 2019) et celles de la Directive Cadre sur l'eau (Tableau 1.5).

Ces 16 HAP prioritaires sont constitués de 2 a 6 cycles aromatiques, ils représentent un « panel » de HAP assez
fréquemment rencontrés et indicateurs de la diversité de comportements des HAP. Leur masse moléculaire
varie de 128,2 g.mol™! pour le naphtaléne a 276,3 g.mol™* pour le benzo(g,h,i)péryléne et I'indéno(1,2,3-
cd)pyrene, leur log K, est compris entre 3,1 et 6,7 pour réciproquement le naphtaléne et 1'indéno(1,2,3-

cd)pyrene (Tableau 1.5).

Ils sont utilisés comme « indicateurs » de présence des HAP, bien que 'emploi et la limitation de 'analyse
des HAP dans leur globalité & ces 16 composés a été et reste critiqué (ANDERSSON & ACHTEN, 2015).
Selon ces auteurs, cette liste mériterait d’étre réévaluée, notamment au regard de I'utilisation et ’occurence
environnementale d’HAP préoccupants non compris dans cette liste dont des HAP plus lourds, de dérivés
alkylés des HAP ou encore d’HAP hétérocycliques (ANDERSSON & ACHTEN, 2015; DoDDS et al., 2021).
Dans le cadre de cette these, dans le but de conserver une nombre raisonnable de composés appartenance
a différentes catégories de composés, nous nous limiterons néanmoins a 'emploi et ’analyse des 16 HAP

prioritaires.
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TABLEAU 1.5 — Propriétés physico-chimiques des HAP ciblés dans cette étude.

Nom CAS Formule Structure Masse Log Kow Solubilité
brute molaire dans 'eau
(g.mol'!) (mg.L1) &
25°C
Naphtaléne 91-20-3 C;oHg OO 128,2 3,3% 31,7°
Acénaphtyléne  208-96-8 C,,Hg é 152,2 3,9* 3,93°
Acénaphténe 83-32-9 Ci.Hyg . 154,2 3,9* 3,93f
Fluoréne 86-73-7 Ci5Hyg . 166,2 4,22 1,98f
Anthracéne 120-12-7 Ci,Hy, OOO 178,2 4,7° 7,3.102 f
Phénanthréne 85-01-8 C,Hy 178,2 4,6° 1,29f
Fluoranthéne 206-44-0 Ci6Hyg 202,2 5,2P 2,6.10°" f
Pyréne 129-00-0 CyeHyo 202,2 4,9 1,3.101 f
Benzo(a) 56-55-3 CigHyg 228,3 5,9" 5,7.1073 ©
anthracéne OOO‘
Chryséne 218-01-9 CigHyo ‘O 2283 5,8P 2,0.103 £
Benzo(a) 50-32-8 CyoHyg 252,3 6,1° 38103 f
e OO‘OO
Benzo(b+j) 205-99-2 et Cy0Hqy 252,3 B(b)f: 5,8¢  B(b)f:
fluoranthéne 205-82-3 ‘C‘g B(j)f : 6,14 1,5.103 &~
B -
. 2,5.103 &*
Dibenzo(a,h) 53-70-3 CooHyy 278,3 6,5° 2,5.103 B
anthracéne
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TABLEAU 1.5 — Propriétés physico-chimiques des HAP ciblés dans cette étude. (suite)

Nom CAS Formule Structure Masse Log Kow Solubilité
brute molaire dans ’eau
(g.mol™") (mg.L'') &
25°C
Benzo(k) 207-08-9 CyoHys 252,3 6,1° 8,0.10* &”
fluoranthéne ‘O’%
Benzo(g,h,i) 191-24-2 CyoHyy 276,3 6,2° 2,6.104 £

péryléne 690

Indéno(1,2,3- 193-39-5 CyoH,, 276,3 6,7° 1,9.10°* &

cd)pyréne %‘O’O

* : Solubilité calculée ou estimée pour une température non indiquée;

& Hansch et al., 1995 P De Maagd et al., 1998; ¢ Wang et al., 1986 ; d4US EPA, Estimation Program

Interface (EPI) Suite, ver.4.11, nov 2012. Disponible a l'adresse : https ://www.epa.gov/tsca-screening-tools;
©Lee et al., 1992;  fMackay & Shiu, 1977; & Wise et al., 1981; " Means et al., 1980

Les HAP peuvent avoir des origines multiples (MOJIRI et al., 2019) :
(a) pyrolytique, issus de phénomeénes de combustion incompléte de la matiére organique;
(b) pétrogénique, associés a des processus de diagénése

(c) ou diagénétique, issus d’une transformation lente de matiére organique par des organismes vivants.

Au-dela de 3 trois origines, il est important de remarquer que les HAP peuvent étre a la fois issus de procédés
naturels comme des feux de foréts, des éruptions volcaniques ou des processus de biogénese ou anthro-
piques, comme la combustion incomplete des combustibles fossiles ou 'incinération de déchets ménagers
(MOJIRI et al., 2019).

La majorité des HAP issus d’activités anthropiques sont d’origine pyrolytique (L1U et al., 2005 ; LIMA et al.,
2005 ; VANE et al., 2017), principalement suite & la combustion incompléte de combustibles fossiles. Ils sont
émis dans le compartiment atmosphérique, circulent sur des distances conséquentes, dans de multiples di-
rections et se déposent & la surface des sols et eaux (L1U et al., 2005). Ces composés sont particuliérement
ubiquitaires (LIMA et al., 2005). Par un dép6t direct ou le lessivage des sols et des chaussées, ils se retrouvent
aisément dans les milieux aquatiques. A la suite d’accidents liés a ’exploitation et le transport du pétrole,
les HAP pétrogéniques peuvent se retrouver ponctuellement et en abondance dans les écosysteémes sur les
sols, sédiments et dans les eaux. Dans leur majorité, les HAP restent peu volatils, peu solubles dans I’eau,
ils vont ainsi tendre a s’associer par adsorption et absorption a la matiére organique et s’accumuler dans les

fractions particulaires (FERNANDES et al., 1997 ; Luo et al., 2007) puis rejoindre par dépdt le compartiment
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sédimentaire (MAGI et al., 2002). Ces composés chimiques appartiennent aux POP, polluants organiques
persistants, ils sont donc particulierement persistants dans l’environnement surtout dans les sols et sédi-
ments (NIKOLAOU et al., 2009). Ces compartiments agissent comme des réservoirs de HAP qui en fonction

des conditions environnementales peuvent devenir des sources de HAP (VAGGE et al., 2018).

1.2.4.1.2 Les polychlorobiphényles

Les polychlorobiphényles (PCB) sont des composés organochlorés polycycliques chlorés issu de la chlo-
ration du biphényle. Cette famille de composés possede une structure générique du type CioH g 11)Clyy 1,
ol n et m sont compris entre 1 et 10 (Figure 1.13), réunissant au total 209 congénéres potentiels. Pratique-
ment, ce sont pres de 150 congénéres qui peuvent réellement étre synthétisés et 130 se retrouvent dans des

mélanges industriels.

/ _\ \_\/

FIGURE 1.13 — Structure moléculaire des PCB.

In

Ces composés exclusivement d’origine anthropique furent intensément synthétisés et commercialisés entre
les années 1930 et 1970 (DAvIS et al., 2007). Ce sont des molécules de hauts poids moléculaires, avec une
masse moléculaire comprise entre 188 & 439,7 g.mol!. Ils présentérent des propriétés d’intérét industriel
majeur : inertes vis-a-vis des acides et des bases, inflammabilité et des propriétés électriques remarquables. Les
propriétés de chaque congéneére vont varier en fonction de leur degré de chloration. Ils furent commercialisés
sous la forme de mélange complexe pouvant aller jusqu’a 90 congénéres. Ces caractéristiques en font des
composés de choix dans la fabrication de transformateurs électriques, compensateurs, lubrifiants, composants
d’huiles et autres peintures (entre autres) (WILLIAMS & BENOIT, 1979 ; ANDERSSON et al., 2004).

Leur production fut massive, dépassant sur leur période d’exploitation la centaine millions de kilogrammes
dans certains pays. Une partie non négligeable de ces PCB ainsi produits se retrouva légalement, par ’absence

de controle et de régulation, ou illégalement dans les écosystémes naturels (BORJA et al., 2005).

La toxicité des PCB varie en fonction des congéneres, elle augmentera avec le poids moléculaire du composé,
donc avec le nombre d’atomes de chlore. Au sein de la famille des PCB, un sous-groupes d’intérét peut étre
distingué, les PCB de type dioxine (PCB-DL) qui par leur configuration plane peuvent étre rapprochés

aux dioxines. Ils sont caractérisés par une grande toxicité.
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TABLEAU 1.6 — Propriétés physico-chimiques des filtres PCB ciblés dans cette étude.

Congénere CAS Formule Structure PCB PCB- Masse Log Solubilité
brute indica- DL molaire  Kgw dans I'eau
teurs (g.mol!) (mol.L'1)
PCB 18 37680-65-2  C,,H,;Cl, N o - Oui 257,5 5482  51.10°t ¢
Cl
PCB 28 7012-37-5 C,,H,Cly Oui - 257,5 562°% 1,210 ¢
Cl
PCB 31 16606-02-3  C;,H,Cl, o - - 257,5 569° 1410
-0
Cl
PCB 44 41464-39-5  C,,H4Cl, o o o - - 292,0 581 ¢ 8,0.102¢
Cl
PCB 52 35693-99-3  C,,H,Cl, o o Oui - 292,0 6,09 1,710t ¢
Cl Cl
PCB 101 37680-73-2  C,,H;Cl, o o Oui - 326,4 5682  6,8.103 ¢
36
Cl Cl
PCB 118 31508-00-6  C,,H;Cl, N Oui - 326.,4 7,12 1,3.102 f*
Cl Cl
PCB 138 35065-28-2  C,,H,Clq o Oui - 360,9 7442 7,3.103
CICI
Cl Cl Cl
PCB 149 38380-04-0  C,,H,Clq o o - - 360,9 7,28  NA

Q

s

e}
e}
e}
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TABLEAU 1.6 — Propriétés physico-chimiques des filtres PCB ciblés dans cette étude. (suite)

Congénere CAS Formule Structure PCB PCB- Masse Log Solubilité
brute indica- DL molaire Kow dans l'eau
teurs (g.mol ) (mol.L )
PCB 153 35065-27-1  C,,H,Clq o o Oui - 360,9 6,344 8,6.10 ©
o Q O o
d d
PCB 180 35065-29-3  C,,H;Cl, o o Oui - 395,3 7,72¢ 38103
ol W )
d d a
PCB 194 35694-08-7  C,,H;Clg - - 395,3 8,68 ¢ 1,2.10%

Cl Cl Cl
h**
Cl Cl Cl

NA (Not Available) : information non disponible;

* 1 Solubilité calculée ou estimée pour une température de 20°C;  ** : Solubilité calculée ou estimée pour une tem-
pérature de 22°C; 2 Rapaport & Eisenreich, 1984; P Hansch et al., 1995; ©Base de donnée U.S. EPA DSSTox,
disponible & 1’adresse : https ://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/source/ EPA%20DSSTox; 4 Karickhoff et al., 1979;

¢ Dunnivant & Elzerman, 1988;  fMurphy et al., 1987; & Billington et al., 1988; " Opperhulzen et al., 1988

A partir de 1970, leur production et leur présence dans ’environnement commencent respectivement a étre
régulées (CHEVREUIL et al., 1998). Leur dangerosité ne cessa d’alerter aboutissant en 1982, par la sélection
de 7 PCB dits indicateurs a rechercher en priorité par le Bureau Communautaire de Référence de la Com-
mission européenne (INERIS, 2012). Ces 7 PCB représenteraient 80% des PCB totaux, ils sont détaillés
dans le tableau 1.6 (INERIS, 2012). Remarquons que parmi cette sous-sélection, le PCB 118 est le seul &
appartenir a la catégorie des PCB-DL. Ce n’est d’ailleurs pas pour son abondance que ce congénere est suivi
mais pour son importante toxicité. En France, nous avons abouti & une complete interdiction de production
et commercialisation des PCB deés 1987.

Les PCB sont des composés extrémement hydrophobes, leurs log K, sont compris entre 10% et 10°). Ils
s’adsorbent ainsi tres rapidement aux particules en suspension et aux sédiments, en particulier ceux pré-
sentant une teneur importante en matiéres organiques (CHEVREUIL et al., 1987; CHEVREUIL et al., 1998).
De plus, ils sont liposolubles et tendent aisément & s’accumuler dans les organismes vivants (principalement
dans les lipides) et le long des réseaux trophiques par bioamplification (TROWBIDGE & SWACKHAMER, 2001 ;
DAvVIS et al., 2007). De par leur hydrophobicité et leur grande stabilité, les PCB présentent une exception-

nelle persistance environnementale (DAVIS et al., 2007), ils sont naturellement identifiés comme des POP.
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Ils sont retrouvés dans tous les environnements, ’air, le sol, 'eau, les sédiments et les denrées alimentaires

(WiLLiaMs & BENOIT, 1979 ; DAVIS et al., 2007 ; ANDERSSON et al., 2004).

1.2.4.1.3 Les pesticides organochlorés

Les pesticides, aussi nommés produits phytosanitaires, sont des substances employées pour lutter contre
des organismes jugés nuisibles. Ils sont utilisés depuis I’Antiquité, néanmoins, c’est au XX°™° siecle avec
I’essor de la chimie organique et de syntheése que leur production et utilisation connurent une impulsion

remarquable.

Les pesticides sont trés majoritairement employés en agriculture, néanmoins, jusqu'a 10 % du tonnage des
pesticides commercialisés le sont pour I'entretien de jardin publics, privées ou encore des infrastructures
routieres. Derriere 'appellation générique pesticide, on retrouve un nombre important de substances actives,
mais aussi de formulation et productions commerciales. A titre d’exemple, la Commission européenne recense
a la date de juillet 2019, 477 substances actives approuvées. Ces produits sont classiquement regroupés en
fonction de la cible du composé ou bien par famille de composés pour les substances actives. On distingue
ainsi les herbicides, des insecticides, des bactéricides et des fongicides. Au sein de 'UE (28 pays), les ventes
de pesticides atteignirent pres de 330 000 tonnes en 2017, valeurs qui d’ailleurs en augmentation, elle était
de 315 000 tonnes en 2011. Cette vente ainsi que I’emploi de pesticides sont hautement hétérogene d’un pays
a l'autre de 'UE. La France figure parmi les plus grands consommateurs de pesticides d’Europe, aupres de

I'Espagne et 1’Allemagne 8.

Les pesticides sont trés fréquemment appliqués en quantités exagérées (CHEVRE & ERKMAN, 2017), entrai-
nant leur dispersion dans les écosystemes naturels. Par lessivage des sols agricoles, ces composés se retrouvent
aisément dans les milieux aquatiques aussi bien dans les eaux de surface que souterraines et jusque dans les
eaux de consommation (LE COADOU et al., 2017). Or, ces composés sont par essence des substances toxiques
déployées afin d’atteindre a Pintégrité vitales des organismes ciblés (CHEVRE & ERKMAN, 2017). Leurs mé-
canismes d’action ne sont pas forcément spécifiques. Une fois dans ’environnement, ils peuvent directement
impacter directement ou indirectement des organismes non ciblés initialement tels que les microorganismes
(DELORENZO et al., 2001), le phyto- et zooplancton (FLEEGER et al., 2003) ou des organismes a des niveaux

trophiques supérieurs (MAISANO et al., 2016).

Dans le cadre de cette thése, nous nous focalisons sur une liste réduite de substances constituées principale-
ment de composés connus historiquement pour les risques environnementaux ou sanitaires qu’ils représentent.

Ces substances sont détaillées dans le tableau 1.7.

8. eurostat, ’Office statistique de I’Union européenne. Disponible & : https://ec.europa.eu/eurostat/fr/home. Consulté en
septembre 2021.
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TABLEAU 1.7 — Propriétés physico-chimiques des pesticides ciblés dans cette étude.

Nom Abbréviation CAS Formule Structure Commentaire Masse Log Solubilité
brute mo- Kow dans
laire I’eau
(g.mol™!) (mg.L 1)
Aldrine 309-00-2 C,,HgClg N Insecticide 364,9 6,50* 0,20¢
CI\C\/ o 3
Ny
/
¢] cl
Dieldrine 60-57-1 C;,HgClgO N Insecticide 380,9 5,40P 0,254
Cl\c/ o
\ el
° N
/
cl cl
Endrine 72-20-8 C1,HgClgO o Insecticide 380,9 5,19P 0,26°
CI\C/ o
\\C / Cl
4 e
Endrine 7421-93-4 C;,HgClgO N Métabolite 380,9 NA NA
Cl
aldehyde o= f de l'endrine
Cl. (|:
a
Endrine ketone 53494-70-5 C,,H¢Cl;O N o Métabolite 380,9 NA NA
cl i
Cl—] de 'endrine
Cl, (\:
C' c‘|
a-hexachloro- 319-84-6 CgHgClg o Isomere du 290,8 3,8 2,0°
cyclohexane C':©/C' lindane
c” N "a
a-HCH él
p-hexachloro- 319-85-7 CgHgClg o Isomere du 290,8 3,782 0,24°
cyclohexane C'\Q/C' lindane
o g
B-HCH L
d-hexachloro- 319-86-8 CeHgClg N Isomere du 290,8 4,14* 31,4¢
cyclohexane C'\©~-“‘C' lindane
o’ el
0-HCH !
Lindane 58-89-9 CgHgClg o Insecticide 290,8 3,722 7,8°
~-hexachloro- C'Ij:c'
cyclohexane ° ; “
~v-HCH
Endosulfan I 959-98-8 CoHCl;04S o Insecticide 406,9 3,83* 0,53°

a-endosulfan

66




1.2. Dynamique de la contamination chimique en milieu estuarien urbanisé

TABLEAU 1.7 — Propriétés physico-chimiques des pesticides ciblés dans cette étude. (suite)

Nom Abbréviation CAS Formule Structure Commentaire Masse Log Solubilité
brute mo- Kow dans
laire I'eau

(g-mol') (mg.L")
Endosulfan IT 33213-65-9 CyH4Cl;045S Insecticide 406,9 3,62 0,28°

[-endosulfan

Endosulfan 1031-07-8  CyHgCl;O,S N Meétabolite 4229 3,66 NA
sulfate N\ a de
o )
0:/%\0 | I’endosulfan
o
Heptachlore 76-44-8 C,oH;Cl, N Insecticide 373,3 6,10°¢ 5,6.102 f
CI\C/ o
Cl
jmani
Cl /
cl [¢]
Heptachlore 1024-57-3 C,0H;Cl1;0 o Meétabolite 389,3 NA 0,35°
c_/
epoxide < C\ s de
J
0 C/T I’heptachlore
Cl
Meéthoxychlore 72-43-5 C16H15C150, N Insecticide 345,6 5,08 0,10°
Cl Cl

HaC O O CHy
~o o

Dichlorodiphényl- 72-54-8 C14H,,Cly, o o Métabolite 320,0 6,22 2,0.102 ©
dichloroéthane /‘I‘\ du DDT

DDD o O O o

Dichlorodiphényl- 72-55-9 C4HgCly, o o Meétabolite 318,0 6,96° 1,4.102 ¢
dichloroéthylene | du DDT

DDE a O O o

Clofénate 50-29-3 C14HyCly o Insecticide 354,5 6,912 2,6.102 ©
Dichlorodiphényl- T Acaricide

trichloroéthane o O O o

DDT

NA (Not Available) : information non disponible;  ® Hansch et al., 1995; " De Bruijn et al., 1989;
¢ Simpson et al., 1995 4 Mackay & Leinonen, 1975;  ©Weil et al., 1974;  ‘IARC, 1973

Parmi les composés ciblés, 5 d’entre eux (10 si ’on compte leurs métabolites), Paldrine, le dieldrine, 'endrine,

I’heptachlore et le DDT font partie des « 12 vilains » cités précédemment. Le lindane et deux de ses isomeres
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(o et B) ainsi que endosulfan (« et ) furent introduits a la liste des POP de la convention de Stockholm
en 2009. Assez logiquement, ces composés sont actuellement en majorité interdits en France et en Europe.
Le méthoxychlore n’appartient pas a cette liste des 12 ou son extension. Pourtant, ce composé présente une
toxicité remarquable et s’accumule lui aussi le long des réseaux trophiques. Ainsi, il fut lui aussi interdit a
I’emploi en Europe en 2002.

Ces pesticides organochlorés furent progressivement remplacés par des substances moins dangereuses au
moins théoriquement. Néanmoins, par leur persistance, ces substances sont donc encore fréquemment détec-
tées, parfois & distance des zones théoriques d’émissions (VERGARA et al., 2019). Leur suivi est donc encore

de rigueur.

1.2.4.2 Les contaminants organiques émergents

Pour rappel, le terme de micropolluant émergent fait référence a des composés qui ne sont actuellement
pas compris dans les réglementations et fréquemment non pris en compte dans les programmes de surveillance
environnementale. Depuis quelques années, cette micropollution émergente souleve des préoccupations ma-
jeures. En lien avec I'augmentation de la production et utilisation de substances chimiques ainsi qu’une
alarmante augmentation de leur détection dans les écosysteémes par I’amélioration de la surveillance et des
méthodes et outils d’analytiques (GAVRILESCU et al., 2015). Peu d’informations sont actuelles disponibles

sur ces composés, qu’il s’agisse de leurs potentiels effets nocifs ou encore de leur dynamisme environnemental.

1.2.4.2.1 Les filtres UV

Les filtres UV aussi appelés écrans solaires sont des molécules présentant la capacité d’absorber ou de
réfléchir un rayonnement UV. Cette catégorie de molécules regroupe un nombre hétéroclite de composés
pouvant étre de nature organique et/ou inorganique. Les filtres UV les plus couramment employés corres-
pondent & une cinquantaine de molécules, réunis au sein d’une dizaine de familles de composés différentes
(RAMOS et al., 2015). Généralement, ces composés ont en commun d’étre constitués au minimum d’un cycle
aromatique connecté & une chaine latérale présentant un degré variable d’insaturation.

Dans le cadre de cette étude, nous nous intéresserons spécifiquement a 7 composés organiques réunis au sein

de 6 familles (Tableau 1.8).

L’emploi de filtres UV n’a de cesse d’augmenter, il est a mettre en parallele avec 'augmentation de la
communication et la prévention du cancer de la peau, de méme que la pratique intensive et accrue du
bronzage. Les écrans UV peuvent entrer dans le milieu aquatique directement suite aux activités de baignade
ou bien par le biais du réseau des eaux usées (RAMOS et al., 2015). Les stations de traitement des eaux usées
n’ont pas été concues afin d’éliminer ces composés et en fonction du type de traitement, elles peuvent

présenter de relatifs faibles taux d’abattement (TSUI et al., 2014).
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De par leur relative faible solubilité dans l’eau et leur affinité pour matrice organique (important log K, ),
ces composés tendent a s’adsorber rapidement. De ce fait, ils peuvent se bioaccumuler ou se biomagnifier le
long des réseaux trophiques (GAGO-FERRERO et al., 2015).

S’associant préférentiellement avec les particules en suspension puis chutant avec ces derniéres, ils s’accu-

mulent dans les écosystémes, préférentiellement dans le compartiment sédimentaire (RAMOS et al., 2015).

TABLEAU 1.8 — Propriétés physico-chimiques des filtres UV ciblés dans cette étude.

Nom Abbré-  CAS Formule Structure Masse Log Solubilité
viation brute molaire Kqgyw ~ dans l'eau
(g.mol ) (mol.L 1)

Dérivé du benzophénone

B3 131-57-7 C14H.504 o 228,2 3,82 68,6°
T 3
Oxybenzone o
0 oL
H
Dérivé du dibenzoylméthane
BM- 70356-09-1 CyqH,,04 e 310,4 4,52 1,5°
¥\ _CHs
Avobenzone DBM oo O O oty
o o

Dérivé du cryléne

oC 6197-30-4  Cy,H,,NO, 3615  69° NA

Octocryléne O o
O o O/j/\/\CH3
|N| HaC

Dérivé du cinnamate

EHMC  5466-77-3 Cis 290,4 582 4,1.10724"

Hys04 o
Octinoxate /©/\/ko/\[\/\CH3
o CHy

Dérivé du camphor

AMBC  36861-47-9 C,4H,,0

254,4 49% 1,3

Enzacaméne

CH,
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3- 3BC 15087-24-8  C,,H,,0 e o 240,3 5,4 ¢ 6,9.10°1 ©
Benzylidene V4
camphor N\

Dérivé de l'acide p-amino-benzoique

OD- 21245-02-3  C,,H,,NO,

Padimate-O  PABA e CHs
O\)i/\/‘:“@

2774 584  54.10'd

NA (Not Available) : information non disponible ; * ¢ Solubilité calculée ou estimée a 24°C;
** . Solubilité calculée ou estimée & 20°C; 2 Sharifan et al., 20016;  ® Tampucci et al., 2018;

¢ECHA, 2016; < https ://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov consulté le 17 septembre 2019; ¢ EPIWIN version 3.12

1.2.4.2.2 Les muscs synthétiques

Les muscs synthétiques sont des molécules organiques complexes. Elles sont massivement employées dans
I'industrie de la parfumerie en tant qu’additifs dans un nombre conséquent de produits tels que les parfums,
les produits cosmétiques (comme les lotions ou écrans solaires), les lessives et autres détergents. On distingue
4 catégories de muscs synthétiques : (i) les nitro-muscs, qui présentent au minimum un groupement nitrate
attaché & un noyau benzene, (ii) les muscs polycycliques, présentant au minimum deux cycles aromatiques,
(iii) les muscs macrocycliques, formés d’une grande structure cyclique (supérieure a 6 atomes), (iv) et les

alicycliques, qui sont simultanément aliphatiques et cycliques.

Les premiers muscs synthétisés furent des nitro-muscs & la fin du XIX®™ siecle. Par leur fort pouvoir
olfactif, ils permirent de réduire drastiquement le cotit des parfums et furent ainsi employés et consommés
massivement. Ces nitro-muscs présentent un important pouvoir de fixation, mais sont aussi tres persistants.
Ainsi, les industriels ont progressivement réduit I’emploi de nitro-muscs et leur ont préféré d’autres composés
en substitution comme les muscs polycycliques. Actuellement, les nitro-muscs entrent uniquement dans la
composition de certains parfums a des doses excessivement réduites (BESTER, 2009). La production actuelle
est toujours représentée principalement par des muscs polycycliques, dont surtout le galaxolide (HHCB)
et le tonalide (AHTN). Ce sont d’ailleurs les composés les plus fréquemment rencontrés dans les matrices
environnementales (SUMNER et al., 2010; HUANG et al., 2016). Les muscs macrocycliques sont en pleine
expansion, ils présentent un risque environnemental moindre par rapport aux autres familles de muscs.
Néanmoins, leur utilisation reste encore parcimonieuse puisque que leur cotit de production reste supérieur a
celui des polycycliques. Les muscs alicycliques sont encore tres peu connus, leur emploi est bien plus récent
que pour les autres muscs. Cependant, ils semblent pour ’heure étre bien plus biodégradables que les autres

familles de muscs.
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De par la faible utilisation actuelle des muscs macrocyclines et alicycliques, nous ne nous étendrons pas

plus longuement a leur sujet. Ainsi, dans le cadre de ce projet de theése, nous nous focaliserons sur les deux

premiéres catégories précédemment citées (Tableau 1.9).

TABLEAU 1.9 — Propriétés physico-chimiques des muscs synthétiques ciblés dans cette étude.

Nom Abbrévia- CAS Formule Structure Famille de Masse Log Solubilité
tion brute composés mo- Kow  dans
laire l'eau
(g.mol ™) (mol.L1)
Musc MA 83-66-9 C1,H 6N, 05 - Nitro- 268,3 4,0? 0,8*
o "o
ambrette o aromatique
o”
N
o~ o
Musc MM 116-66-5  C,,H,sN,O; Nitro- 2783 44*  4,6.102 °
moskéne aromatique
O+ +.0
N N
Il I
o) o)
Musc MK 81-14-1 C4H 14N, Oy o Nitro- 294,3 4,3b 1,9®
. SN .
cétone aromatique
e
N
I
o 0
Musc MX 81-15-2 C1oH5N504 o o Nitro- 268,3 49>  05°
Nt
xyléne aromatique
o . .0
N N
Il Il
0 o)
Célestolide ADBI 13171-00-1 C;,H,,0 Polycyclique 244,3 6,6° 1,5.102 b
E io
Galaxolide HHCB 1222-05-5 C,,H,,0 Polycyclique 258,4 5,9P 1,8
O
Galaxolide HHCB-L  1222-05-5 Ci5H540,4 Polycyclique 272,4 NA NA
lactone
o)
o
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TABLEAU 1.9 — Propriétés physico-chimiques des muscs synthétiques ciblés dans cette étude. (suite)

Nom Abbrévia- CAS Formule Structure Famille de Masse Log Solubilité
tion brute composés mo- Kow  dans
laire I’eau
(g.mol!) (mol.L'1)
Phantolide AHMI 15323-35-0  C,,H,,0 Polycyclique 244,3 6,7°  2,7.102°P
o)
Tonalide AHTN 1506-02-1 Ci1sHy6O Polycyclique 258,4 5,7° 1,3b
o)
Traseolide ATII 68140-48-7 C,3H,,0 Polycyclique 258,4 8,1P 8,5.102 b
0

NA (Not Available) : information non disponible; 2 Schramm et al., 1996; P Chase et al., 2012

Différents travaux ont démontré la présence ubiquitaire des muscs synthétiques dans l’environnement
(CAVALHEIRO et al., 2013; HUANG et al., 2016; CUNHA et al., 2018; RIMKUS et al., 1999). Ils peuvent
rejoindre les environnements aquatiques par de multiples voies, comme par les STEU suite aux douches que
nous prenons quotidiennement ou lorsque nous nettoyons nos intérieurs. La majorité de ces composés sont
liposolubles, ils vont s’accumuler dans les sédiments ou dans les fractions particulaires ainsi que le long des
réseaux trophiques. Or, ces composés peuvent étre bio-transformés et produire des composés secondaires

encore plus dangereux que la molécule mére (RIMKUS et al., 1999).

En ce qui concerne le risque environnemental, différents nitro-muscs ont d’ores et déja été interdit dans
la composition des produits cosmétiques par I'UE, dont le musc ambrette et le musc moskéne?. Le musc
xyléne est considéré comme une substance dangereuse et son emploi dans le cadre de I'UE est soumis a
réglementation depuis 2011 0. Le galaxolide et le tonalide, les muscs polycycliques les plus employés, sont
sous le projecteur des autorités de veille sanitaire sans que pour ’heure une réelle réglementation ne se soit

mise en place.

9. Article 1 de I'arrété du 6 février 2001 fixant la liste des substances qui ne peuvent entrer dans la composition des produits
cosmétiques. JORF n°46 du 23 février 2001.
10. Reéglement n° 143/2011 du 17/02/2011 de Pannexe XIV du réglement (CE) n° 1907/2006 (réglement REACH). Cette
annexe liste les substances dont 1'utilisation est soumise & autorisation dans 'UE.
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1.2.4.2.3 Les alkylphénols

Cette famille comme bien d’autres déja citées est composée d’une multitude de molécules, exclusivement
d’origine anthropique. Les alkylphénols (AP) sont caractérisés par la présence d’un alkyl associé un groupe-
ment phénol (noyau benzéne et un groupement —OH). Chaque alkylphénol se distingue par la longueur de
sa chaine carbonée, ces éventuelles ramifications ou encore la nature des groupements qui lui sont associées.
On peut cependant distinguer deux groupes majeurs de composés : les octyl- et nonylphénols, composés
d’une chaine carbonée comptant respectivement 8 et 9 carbones. Ces groupes correspondent au regrou-
pement d’isomeéres de formule générale CgH;,.C4H,(OH) pour les octylphénols et CyH,y.C4H,(OH) pour
les nonylphénols. Ces groupes sont caractérisés par un représentant, correspondant aux molécules les plus
commercialisées. Il s’agit du 4-nonylphénol et du 4-tert-octylphénol, 'unique octylphénol commercia-
lisé. Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous focaliserons sur ces groupes majeurs et surtout leurs

représentants (Tableau 1.10).

De maniere générale, les alkylphénols sont produits a large échelle et entrent dans la composition de pro-
duits tres variés comme des agents tensioactifs, des résines, etc. Ils sont aussi utilisés comme intermédiaires
réactionnels, par synthétiser par exemple des alkylphénols éthoxylés (APEO) (YING et al., 2002). Or ces
substances éthoxylés ne sont pas stables dans I’environnement, ils se dégradent rapidement en alkylphé-
nols et ce sont ces composés éthoxylés qui sont a 'origine de la présence d’octyl- et de nonylphénols dans

Penvironnement (MAO et al., 2012).

11 s’agit de molécules peu solubles dans l'eau et leur log Ky est approximativement de 4 (Tableau 1.10).
On est donc plutot en présence de composés lipophiles, avec une affinité plus marquée pour les fractions

particulaires et sédimentaires. Il s’agit de la méme maniére de composés persistants (MAO et al., 2012).

TABLEAU 1.10 — Propriétés physico-chimiques des alkylphénols ciblés dans cette étude.

Nom Abbré-  CAS Formule Structure Masse Log Solubilité
viation brute molaire Kow dans I'eau

(g.mol ™) (mol.L 1)
4-tert- 4tOP 140-66-9 C1,Hy,0 206,33 NA NA
Octylphénol

HO

4-n- 4nOP 1806-26-4 C,Hy,0 206,33 4,12* 12,6°
Octylphénol

HO
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TABLEAU 1.10 — Propriétés physico-chimiques des alkylphénols ciblés dans cette étude. (suite)

Nom Abbré-  CAS Formule Structure Masse Log Solubilité
viation brute molaire Kow dans l'eau

(g.mol ™) (mol.L 1)

Nonylphénol NP 104-40-95 C,5H,,0 220,36 4,48 5,4P
HO
Nonylphénol NPEO1 27986-36-3 C;,H,30;, 264,40 4,17* 3,0P
5 4 OH
monoéthoxylé g
(o]

Nonylphénol ~ NPEO2 27176-93-8  C,H,, 0, 308,46 421*  34P

diéthoxylé

NA (Not Available) : information non disponible;  ® Ahel & Ginger, 1993a; P Ahel & Ginger, 1993b

Autrement, les alkylphénols sont considérés comme des composés toxiques, ce sont notamment des perturba-
teurs endocriniens avérés (YING et al., 2002). De plus, le taux d’abattement de ces composés par les STEU est
relativement faible, il n’existe pas de traitement réellement dédié a ces composés. C’est pourquoi 'INERIS
a démontré en 2006 que dans les eaux traitées, 65% des alkylphénols et/ou leurs métabolites sont encore
présents et donc se retrouve dans I'environnement apres traitement (INERIS, 2006). Rien d’étonnant alors
de voir que les octylphénols comme les nonylphénols sont classés comme Substances Prioritaires par la DCE
(Directive 2013/39/UE 1). Les octylphénols et nonylphénols comme les éthoxylates de nonylphénols et leurs
dérivés sont inscrits sur la liste OSPAR (Oslo Paris Convention, Convention pour la protection du milieu
marin de I’Atlantique du Nord-Est) de composés chimiques devant faire 'objet de mesures prioritaires. Les
concentrations de ces composés dans le milieu marin doivent étre progressivement réduites. Les rejets de

nonylphénols auraient dii étre réduits a zéro pour 'année 2020 (OSPAR CoOMMISSION, 2009).

11. Directive 2013/39/UE du Parlement européen et du Conseil du 12/08/2013 modifiant les directives 2000/60/CE et
2008/105/CE en ce qui concerne les substances prioritaires pour la politique dans le domaine de 1’eau.
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1.2.4.2.4 Les résidus pharmaceutiques

Cette catégorie de contaminants se démarque largement des précédentes déja citées par son étendue. Bien
que les pesticides représentent un groupe d’une grande envergure, il n’est rien face aux résidus pharmaceu-
tiques™. Comme le nom l'indique, les résidus pharmaceutiques sont des composés organiques utilisés dans
les traitements pharmaceutiques a la fois humains et vétérinaires. Les composés pharmaceutiques font
partie des composés émergents dont ’emploi et donc la détection dans I’environnement est en nette crois-
sance depuis quelques dizaines d’années (LUO et al., 2014 ; GAVRILESCU et al., 2015; PETRIE et al., 2016).
Les produits pharmaceutiques sont synthétisés dans le but d’étre biologiquement actif. Ils ciblent des voies
métaboliques qui peuvent étre présentes chez d’autres espéces une fois dans ’environnement. Pour certains
composés comme les antibiotiques ou les hormones, I'impact sur les biotes est évident. Mais plus généra-
lement, la toxicité chronique et les effets secondaires des produits pharmaceutiques et de leurs métabolites

restent assez méconnus (BRAUSCH et al., 2012).

Dans le but d’obtenir une vision générale, de multiples catégories de résidus pharmaceutiques ont été suivi
dans le cadre de ce projet de these (Tableau 1.11). Néanmoins, une sur-représentation des antibiotiques peut

étre notée, de par I'impact conséquent évident de cette sous-catégorie de résidus pharmaceutiques.

Ces composés pharmaceutiques peuvent étre déversés dans ’environnement lors de leur fabrication (émission
généralement non volontaire lors des procédés de fabrication, purification, transport et stockage) ou suite
a l'usage et l'excrétion par les populations humaines ou animales (émission de la molécule mere lorsque le
composé n’est pas entierement dégradé par ’organisme ou bien de métabolites produits lors du transit dans
Porganisme). Pour les résidus vétérinaires, les voies d’entrée dans les écosystémes sont bien moins linéaires.
Ils sont principalement émis dans les sols via les excrétions animales. Par ruissellement ou en enfouisse-
ment, ces résidus vétérinaires peuvent rejoindre respectivement les eaux de surface et les eaux souterraines
(OBIMAKINDE et al., 2017). Dans le cadre de la fabrication ou de l'emploi de produits pharmaceutiques
par les populations humaines, les résidus pharmaceutiques émis transitent principalement par les eaux de
STEU. Le type de composé ainsi que le type de traitement tertiaire dans les STEU sont deux facteurs
importants influencant le taux d’abattement des résidus pharmaceutiques. A ce titre de grandes inégalités
existent, certains composés sont tres bien éliminés présentant des taux d’abattement généraux supérieurs
a 70% comme l'ibuproféne ou la tétracycline (antibiotique). A l'inverse, d’autres résidus sont peu éliminés,
leurs taux d’abattements sont généralement inférieurs & 10%, c’est le cas pour la carbamazépine (antiépilep-
tique) ou le triméthoprime (antibiotique) (GAVRILESCU et al., 2015). Par l'extréme hétérogénéité des taux
d’élimination de ces composés dans les STEU, le suivi et de la régulation des composés pharmaceutiques
dans les milieux aquatiques s’averent étre des enjeux majeurs dans la protection des especes aquatiques et

le maintien de I'intégrité des écosystemes.
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1.2.5 Aspects législatifs et réglementaires

Depuis 'avénement de 1’ére industrielle, le nombre, de méme que le type et la quantité de contaminants
rejetés dans les écosystémes n’ont cessé d’augmenter.

Comme indiqué deés la section 1.2.1, il fallut différentes grandes catastrophes écologiques et sani-
taires avant que les gouvernements et I'opinion publique commencent & prendre conscience du danger que
cela pouvait représenter a la fois sur les écosystemes, mais aussi sur les populations humaines. Parmi ces
catastrophes majeures, on peut citer les événements de la baie de Minamata (Japon) dans les années 50, de
SEVESO (Italie) en juillet 1976 ou encore de Bhopal (Inde) en décembre 1984. Ils correspondent respective-
ment a la présence de méthylmercure dans le compartiment aquatique, la formation d’un nuage de dioxines
et a I’explosion d’une usine de pesticides. Ces accidents permirent d’éveiller les consciences et déboucheérent
sur la création d’une réglementation a différents plans nationaux et internationaux encadrant : le trans-
port et I’élimination de déchets toxiques (Convention de Béale en 1989), l'identification de sites industriels
(Directive européenne dite « De Seveso » ; Directive 82/501/CEE '?), etc. La premiere directive
« De Seveso » (82/501/CEE) est d’ailleurs & l'origine d’une base de données eMARS '3 acronyme pour
Major Accident Reporting System recensant les rapports d’accidents ou d’accidents évités de justesse en

europe depuis 1982. En janvier 2022, eMARS comptabilisait un total de 1 271 rapports.

En Europe, I'un des moments clefs dans la structuration d’une réglementation environnementale fut 1’édition
de la Directive dite Cadre sur I’Eau ou DCE (2000/60/UE) 4. L’annexe X de cette directive est pour
nous primordiale puisqu’elle liste les substances considérées comme prioritaires ou dangereuses prioritaires
et présente leurs modalités de suivi comme les matrices concernées, les méthodes analytiques et normes
environnementales. Pour certains, nous disposons de deux types de normes environnementales : la NQE
(Norme de Qualité Environnementale) et la NQE-MA (Norme de Qualité Environnementale - concentration
Moyenne Annuelle). Ces deux types de normes correspondent & des valeurs seuils (en concentration absolue
pour la NQE et en concentration moyenne annuelle pour la NQE-MA) & ne pas dépasser dans des matrices
environnementales précises comme les sédiments, les eaux (de surface, de transition, marines, souterraines,
etc.) ou le biote. Ce texte de 2000 est fréquemment mis & jour, il le fut notamment par les directives
2008/105/CE'® et 2013/39/UE ', cette derniére représentant le deuxieme cycle de la DCE. La directive
datant de 2013 se démarque par 'insertion d’une nouvelle matrice de surveillance, le biote. Actuellement,

la DCE référence 45 substances ou groupes de substances prioritaires dont 21 sont qualifiées de dangereuses

12. Directive 86/280/CEE du Conseil concernant les valeurs limites et les objectifs de qualité pour les rejets de certaines
substances dangereuses relevant de la liste I de ’annexe de la directive 76/464/CEE.

13. Base de données eMARS. Disponible & Padresse : https://emars.jrc.ec.europa.eu/en/emars/content, consultée en janvier
2022.

14. Directive 2000/60/CE du Parlement européen et du Conseil du 23 octobre 2000 établissant un cadre pour une politique
communautaire dans le domaine de I’eau.

15. Directive 2008/105/CE du Parlement européen et du Conseil du 16 décembre 2008 établissant des normes de qua-
lité environnementale dans le domaine de l’eau, modifiant et abrogeant les directives du Conseil 82/176/CEE, 83/513/CEE,
84/156/CEE, 84/491/CEE, 86/280/CEE et modifiant la directive 2000/60/CE.

16. Directive 2013/39/UE du Parlement européen et du Conseil du 12/08/2013 modifiant les directives 2000/60/CE et
2008/105/CE en ce qui concerne les substances prioritaires pour la politique dans le domaine de 1’eau.
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prioritaires.

Actuellement, les accidents associés aux substances chimiques ne sont plus aussi exceptionnels. Cependant,
le nombre de composés émis sur le marché et donc potentiellement retrouvés dans les écosystémes est en
constante croissance (NAIDU et al., 2021). Ce nombre a été estimé en 2020 & prés de 350 000 composés
ou mélange de composés produits et employés dans le monde (WANG et al., 2020b). Les réglementations
bien qu’essentielles ne permettent pas de protéger des dégats sur 'Homme et les écosystemes inhérents a
I’emploi diffus d’une telle diversité de composés. Leurs effets sont peu ou pas connus, d’autant plus que ’on
ne prend généralement pas en compte ’effet cocktail, soit 'interaction de ces composés entre eux et avec
les environnements (SVINGEN & VINGGAARD, 2016). Il est donc relativement impossible d’estimer l'impact
d’un contaminant aisément, trop de combinaisons existent et trop de variables entrent en compte, sachant
que généralement, avant leur utilisation pas ou peu d’études environnementales sont réalisées. Certaines
réglementations tentent de prévenir de ce danger en incitant & des études plus approfondies sur chaque
composé nouvellement produit avant leur emploi, il s’agit surtout de la directive REACH (enRegistrement,
Evaluation et Autorisation des produits CHimiques) qui est entrée en vigueur en juin 2007. Cette directive
permet de controler les substances chimiques présentes sur le marché européen qu’elles soient importées ou
fabriquées dans I’enceinte de 'UE. Depuis, toute substance qui est fabriquée ou importée a plus d’une tonne
par an devra au préalable étre enregistrée et ainsi tout industriel doit au préalable décrire les risques potentiels
associés a ’emploi de ladite substance. Dans le cas ol ces risques seraient trop importants, I'UE s’autorise le
droit de réguler voire d’interdire I’emploi d’une substance. D’autres législations comme la convention OSPAR
(Convention pour la protection du milieu marin de I’Atlantique du Nord-Est; OSPAR pour Oslo-Paris,
deux conventions qu’elle remplace) vont se démarquer en listant non pas les substances dangereuses avérées,
mais des substances potentiellement préoccupantes. La convention OSPAR réunit actuellement une liste
de 306 composés. Cette différence bien que minime permet de faire entrer un composé suspect bien plus
rapidement dans la convention OSPAR que celle de I'UE.

Ainsi, on peut observer qu’a l'inverse du siecle précédent, nous possédons actuellement & disposition certains

outils permettant de protéger et de prévenir de 'impact de la contamination chimique sur les écosystemes.
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1.3 Dynamique des communautés microbiennes en milieu estua-

rien

1.3.1 L’écologie microbienne et ses outils moléculaires

1.3.1.1 L’approche culturale

L’approche culturale de la microbiologie, bien qu’essentielle & la compréhension du monde microbien éprouve
de nombreuses limites et contraintes. La principale limite reste son manque de représentativité (LEWIS et al.,
2010 ; OVERMANN et al., 2017). Outre I'aspect long et fastidieux de la caractérisation de cultures pures, tous
les microorganismes ne sont pas cultivables et/ou isolables (AMANN et al., 1995; RAPPE & GIOVANNONI,
2003 ; LEWIS et al., 2010). Les microbiologistes ont remarqué que le nombre de colonies se développant
sur milieu de culture était bien inférieur au nombre de microorganismes comptabilisés par microscopie
(JANNASCH & JONES, 1959), cette observation est connue sous l'appellation « Great plate count anomaly » («
la grande anomalie de comptage sur boite ») (STALEY, 1985). Les communautés microbiennes sont formées
de réseaux complexes d’interactions entre organismes et d’une multitude de micro-niches écologiques. De
nombreux organismes restent dépendants d’autres organismes colonisant le milieu et les conditions optimales
de croissance de chacun d’entre eux peuvent étre excessivement précises. Le nombre de microorganismes
ayant pu étre isolé et caractérisé par culture pure est excessivement faible et estimé & moins de 1% de la
diversité microbienne existante (AMANN et al., 1995; RAPPE & GIOVANNONI, 2003). Cette approche reste

donc intrinsequement réductionniste surtout au regard de I’écologie microbienne.

1.3.1.2 La révolution de la biologie moléculaire

Dans les années 1940, le développement de la biologie moléculaire a représenté alors un grand tournant pour
la microbiologie. Elle a permis de se défaire en partie des contraintes de 'approche culturale sus-citées et de
poser un regard différent les communautés microbiennes.

Deux événements majeurs ont permis le développement de cette discipline : (i) la découverte du support de
I'information génétique et ’élucidation de la structure de ’ADN (acide désoxyribonucléique) entre 1940
et 1960, puis (ii) I’élaboration d’outils permettant de décrire et manipuler de ces molécules du vivant dont
I'un des outils principaux est la PCR (Polymerase Chain Reaction).

Bien plus qu’'un outil technique, la biologie moléculaire est un nouveau champ disciplinaire permettant une
nouvelle approche du vivant. L’un des exemples majeurs des avancées liées a la biologie moléculaire est le ré-
établissement des différents domaines du vivant et la mise en lumiere des archées. Les archées et les bactéries
ont longtemps été regroupées au sein d’un méme groupe (royaume/domaine), les procaryotes. La taxonomie

se basant alors essentiellement sur des critéres morphologiques et biochimiques. C’est avec ’avénement des
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outils moléculaires et précisément de la phylogénie (se basant pour les procaryotes sur I’étude de PARN
ribosomique 16S), que la classification des domaines du vivant fut revisitée. Grice surtout aux travaux
de Carl R. Woese et George E. Fox en 1977, qui supporterent ’hypotheése de trois domaines du vivant bien
distincts séparant au sein des procaryotes les bactéries, des archées puis les eucaryotes (WOESE & Fox, 1977)
(Figure 1.14). Les marqueurs universels (et conservés), dont les ARN ribosomaux (55, 16-18S, 23-28S), se

sont rapidement imposés comme les supports principaux de la phylogénie, et le restent encore aujourd’hui.

Bacteria

Origine Eukaryota

Changement de Archaea

séquences

FI1GURE 1.14 — Arbre phylogénétique simplifié, basé sur les séquences d’ARN ribosomique , représentant les
trois domaines du vivant d’apres PACE (2006).

1.3.1.3 L’avénement de la biologie moléculaire avec le séquencgage

1.3.1.3.1 Le clonage et séquencgage par la technologie Sanger

Un second exemple caractéristique de I'importance de la biologie moléculaire pour les sciences de la biologie
est le développement du séquencage. C’est en 1977 tout comme les travaux de Woese et Fox, que fut
proposée 'une des premiéres techniques de séquengage : le séquengage Sanger (SANGER et al., 1977)
(Figure 1.15). Elaborée par Fred Sanger et Alan R. Coulson, cette méthode reposant & lorigine sur les
procédés de réplication de P’ADN et I'incorporation de bases azotées radioactives a permit pour la premiére
fois de caractériser la composition de la molécule ’ADN et son codage. A noter que la méme année A. Maxam
et W. Gilbert ont eux aussi proposé une méthode de séquencage (MAXAM & GILBERT, 1977), plus complexe

et plus toxique, celle-ci fut peu employée et rapidement délaissée au profit de la « méthode Sanger ».
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1.3.1.3.2 Les NGS (Next-Generation Sequencing)

Cette méthode de séquencage est restée extrémement populaire durant plus de 30 ans. Elle connut son apo-
théose durant les années 80/90 au travers de projets tels que le Projet Génome Humain (Human Genome
Project), émergeant autour de 1985 (Figure 1.15). Des projets pour lesquels, la méthode de séquengage San-
ger connut une importante phase d’automatisation, rendue possible par des développements technologiques
comme le systéme d’électrophorése capillaire ou les robots passeurs d’échantillons (SCHUSTER, 2008). Néan-
moins, & partir des années 2000, le coiit de ’analyse et le faible débit de production (quelques milliers de paires
de bases par jour), ont incité de nombreuses compagnies et groupes de recherche a proposer des méthodes
alternatives (SCHUSTER, 2008) (Figure 1.15). Ainsi, 454 Life Sciences proposa dés 2005, le pyro-séquencage
(MARGULIES et al., 2005). Cette technologie repose sur des PCR en émulsion (METZKER, 2010). Par cette
spécificité, le débit de séquencage put passer de quelques milliers de bp par jour a plusieurs centaines de
milliers de paire de bases (bp) par run. D’autres technologies furent rapidement développées et commercia-
lisées par la suite, telle que la technologie Illumina (anciennement Solexa) ou SOLiD (commercialisé par
Life Technologies), les deux reposant sur des PCR en phase solide. Ces différentes méthodes de séquencage
constituent la deuxiéme génération de séquencage aussi appelée séquencage haut-débit ou NGS (Next
generation sequencing). Ces nouveaux outils ont tous en commun de produire un grand volume de données
en un temps réduit. Ainsi, cette génération permit une réduction drastique des cofits de séquencage, rendant

le séquencage accessible & un grand nombre d’équipes de recherche et permettant sa démocratisation.

454
pyro-
séquencage
o
1970 1980 1990 2000 T 2010 2020
\911 \gq,‘: qu'\
Séquengage I-llaun!a{\ IIIurglna
Sanger roje .
Genome SOLiID
[ J
Y
Deuxieme génération de séquengage
ou NGS

F1GURE 1.15 — Frise chronologique des événements majeurs constituant la révolution des NGS.

Actuellement, nous sommes en plein développement de la troisiéme génération de séquencage, elle est ca-
ractérisée, entre autre, par le développement d’outils permettant le séquencage en temps réel sur molécule
unique, c’est-a-dire Panalyse directe d’un brin d’ADN sans étape d’amplification par PCR (SCHADT et al.,
2010) ou de brins plus long (SHENDURE et al., 2017 ; QUICK et al., 2014). Rappelons, que la PCR présente

intrinsequement un biais lié au taux d’erreur propre a I’ADN polymérase. Cette nouvelle génération pourrait
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permettre, a I’avenir, de se défaire de ce biais majeur.

Chaque génération de séquencgage ne vient pas irrémédiablement supplanter la précédente. La méthode San-
ger est encore fréquemment utilisée par de nombreux laboratoires notamment pour sa fiabilité et par la
longueur des brins ’ADN/ARN séquencés (DE CARIO et al., 2020). Et bien que la troisiéme génération soit
actuellement en cours de développement (NIEDRINGHAUS et al., 2011; SHENDURE et al., 2017), les séquen-
cages se font toujours en grandes majorités sur des appareils appartenant & la deuxiéme génération (KANZI

et al., 2020).

1.3.1.4 La métagénétique, la métagénomique et la génomique fonctionnelle

Les NGS ont permis le développement de la métagénétique, soit ’exploration de génome dans un environ-
nement donné. Elles utilisent le séquengage de marqueurs phylogénétiques (ADNr 16S ou 18S) ou fonctionnels
afin d’identifier les microorganismes ou fonctions présentes et leurs abondances relatives. La métagénétique
a permis ’amélioration de la perception de la diversité microbienne et le contournement du biais d’identi-
fication des approches culturales. Ainsi une multitude de biomes ont été explorés dans différentes matrices,
allant des sols (JANSSEN, 2006), au milieu lacustre (LEFRANC et al., 2005), marin (VENTER et al., 2004), au
microbiote humain intestinal (ECKBURG et al., 2005), & celui de la peau (GRICE & SEGRE, 2011), et bien
d’autres. Brievement, la métagénomique s’intéresse a ’ensemble de PADN présent dans un échantillon
et non plus & un seul gene. Actuellement, c’est une discipline phare de 1’écologie microbienne puisqu’elle
permet de s’interroger a la fois sur la diversité taxonomique et sur les potentielles fonctions présentes dans
un échantillon environnemental. Elle présente cependant quelques biais dont celui d’avoir acces a I'intégralité
des génomes présents dans un échantillon. De plus, elle repose sur un développement bio-informatique, bien

plus complexe que la métagénétique.

Jusqu’ici, les disciplines abordées se rapprochent de la génomique structurelle, soit 1’étude de composition,
lorganisation et la séquence de la molécule d’ADN. Or, au-dela de composition taxonomique d’un échantillon,
on s’intéresse aussi aux capacités fonctionnelles développées par la communauté microbienne composant ledit
échantillon. Ce deuxiéme niveau de questionnement représente une seconde branche de la génomique, appelée,
génomique fonctionnelle. Elle s’intéresse plus particulierement a 1’étude des fonctions et de I'expression
des geénes. Il existe différents niveaux d’analyses fonctionnelles : la transcriptomique (ARN), protéomique

(protéine) ou métabolomique (métabolisme).

Enfin, en dehors de ces méthodes de séquencage, de nombreux outils sont aujourd’hui disponibles afin d’in-
terroger la diversité fonctionnelle propre a un échantillon environnemental. Parmi eux, nous pouvons citer
les qPCR, (ou PCR en temps réel) ou les puces & ADN ou biopuces (microarray). Les puces & ADN per-
mettent d’étudier simultanéement la présence (génome) ou Uexpression (transcriptome) de plusieurs milliers
de génes ciblés. Concrétement, ces puces sont des supports rigides (des lames) sur lesquels sont fixés plusieurs

milliers de sondes correspondant & de courtes séquences d’ADN, chacune spécifique & un gene. L’ADN/ARN
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environnemental extrait dénaturé est déposé sur ces puces et il s’hybridera avec les sondes qui lui sont
complémentaires. Ainsi I’expression ou la composition en genes fonctionnels peut étre comparée entre deux
échantillons donnés. Les biopuces sont employées dans des domaines variés, de 1’écologie microbienne a la

biologie médicale.

1.3.2 Les microorganismes, des acteurs clefs pour les écosystémes aquatiques

Les premiers travaux datant du XVII®™€ siécle ne furent pas suivis d'un engouement particulier par la descrip-
tion des compartiments microbiens. Pendant encore plusieurs siecles, peu d’informations furent accessibles
aux sujets de microorganismes. Le role des microorganismes dans les écosystémes fut longtemps sous-évalué.
Le regard porté sur le compartiment microbien resta focalisé sur les organismes pathogenes pour ’Homme.
Il faut attendre les années 1970 pour réellement concevoir que loin d’étre négligeables, les microorganismes
jouent des roles prépondérants dans de multiples écosystémes (POMEROY, 1974) et plus encore, ils dominent
la biosphére en abondance (biomasse) et en diversité (biodiversité). Cette observation est particuliérement

vraie pour les environnements aquatiques (WHITMAN et al., 1998).

L’ensemble de ces observations aboutit dans les années 1980 & la syntheése du concept de « boucle mi-
crobienne » par AzaM et al. (1983). Ce modele estime qu’au sein des réseaux trophiques pélagiques, une
part importante de la DOM (matiére organique dissoute) produite par les organismes phytoplanctoniques est
consommée par les bactéries hétérotrophes. Ces derniéres sont consommées par des protozoaires, eux-mémes
source d’énergie pour le zooplancton. Ainsi, les bactéries hétérotrophes permettent la réintégration de la

DOM dauns le réseau trophique, d’ou Pappellation de boucle microbienne (Figure 1.16).

Jusqu’alors, les réseaux trophiques étaient vus de maniere assez linéaire, partant de producteurs primaires
jusqu’aux consommateurs (POMEROY, 1974). Ce modele de boucle microbienne vint bousculer cette vision et
évolua en se complexifiant aux fils des années. D’autres acteurs et processus furent introduits a ce modele tels
que la lyse virale (SUTTLE, 2007), les eucaryotes mixotrophes, les procaryotes phototrophes (Synechococcus

et Prochlorococcus) et d’autres (Figure 1.16).

La boucle microbienne permit de mettre en lumiere I'importance des microorganismes dans les processus
de reminéralisation de la matiére organique ainsi que leurs implications dans les cycles biogéochimiques
(carbone, azote, phosphore, etc.). Bien que la boucle microbienne fiit décrite pour la colonne d’eau, elle
peut clairement s’étendre a un large type d’environnements aquatiques. Plus localement, les acteurs et
les réseaux trophiques s’installant ne seront pas identiques. Pourtant, les microorganismes se sont révélés
étre des acteurs essentiels & de nombreux processus clefs des écosystemes. On peut brievement citer leur
role prépondérant dans le cycle du carbone via la boucle microbienne précédemment décrite, mais aussi
la méthanogéneése (KNITTEL & BOETIUS, 2009), dans le cycle de I’azote via nitrification (ERGUDER et al.,

2009), dans celui du soufre via la sulfato-réduction (PRADEL et al., 2013), ainsi que dans la bioremédiation
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via la dégradation de contaminants (AGER et al., 2010), etc. Par la diversité d’organismes et de métabolismes
présents, le compartiment microbien assure un large panel de services écosystémiques, faisant de ce dernier

un des compartiments clés des écosystémes.

Réseaux trophiques

"classiques”
Eucaryotes
Protozoalres mlxotrophes
Eucaryotes
phototrophes
Photohétérophes he ?act;rle:: <«—— DOC
aérobique elerofrophes
Matiére organique
particulaire . Procaryotes
e " phototrophes
Yy
Virus

FIGURE 1.16 — Schéma de la boucle microbienne telles que décrite par AzZAM et al., 1983 (en noir), ainsi que
les additions successives (en bleu) d’aprés FENCHEL (2008).

1.3.3 Les communautés microbiennes en milieu estuarien

1.3.3.1 La diversité microbienne retrouvée en milieu estuarien

Comme décrit précédemment, le vivant se scinde en trois domaines : Bacteria, Archaea et Eukaryota
(WOESE & Fox, 1977). Deux d’entre eux correspondent & des domaines réunissant exclusivement des mi-
croorganismes procaryotes (Bacteria et Archaea). Chacun de ces domaines est scindé en grands groupes
monophylétiques appelés phylums.

Par la suite, dans cette synthése bibliographique, les appelations employées pour phylums procaryotiques
ne prennent pas en compte les différents modifications apportés plus récémment sur la nomenclature (cf. le

suffixe -ota) (OREN et al., 2015; WHITMAN et al., 2018 ; OREN & GARRITY, 2021).
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1.3.3.1.1 Domaine Bacteria

Les bactéries sont scindées en un grand nombre de phylums, actuellement, on en dénombre plus d’une
trentaine méme si cela varie encore fréquemment en fonction des auteurs et de l'avancée des recherches
dans ce domaine. Ici, nous nous focaliserons sur les phylums majoritairement retrouvés dans les écosystémes
aquatiques en général, et les estuaires en particulier. Les deux phylums les plus fréquemment abondants en
milieu estuarien sont les Proteobacteria et les Bacteroidetes, que ce soit pour dans les matrices sédimen-
taires (FORTUNATO & CRUMP, 2015 ; MATCHER et al., 2018 ; VIDAL-DURA et al., 2018) ou la colonne d’eau
(CRUMP et al., 2004 ; KIRCHMAN et al., 2005; AGUIRRE et al., 2017; MATCHER et al., 2018). Pour faciliter
la lisibilité de cette section, les phylums détaillés dans I’énoncé suivant sont représentés schématiquement

dans la figure 1.17.
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FIGURE 1.17 — Schéma des phylums bactériens les plus fréquemment identifiés en milieu estuarien.

e Les Proteobacteria

Les protéobactéries représentent 1’'un des phylums les plus abondants et les plus diversifiés. Elles sont hau-
tement ubiquitaires. Des organismes rattachés a ce phylum sont retrouvés pratiquement dans tous les éco-
systémes. Ce phylum se scinde en 6 classes principales : Les Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-, Epsilon-

et Zetaproteobacteria. Les 4 premiéres classes citées sont les plus conséquentes (Figure 1.17).
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Les Alphaproteobacteria sont retrouvées au sein de niches écologiques et des modes de vie variés allant du
saprophytisme a la symbiose (et bien d’autres) (NEWTON et al., 2011). Les alphaprotéobactéries représentent
fréquemment le groupe le plus abondant décrit en milieu marin (POMMIER et al., 2007; ZINGER et al.,
2011 ; SUNAGAWA et al., 2015). Elles sont surtout représentées par SAR11 aussi nommée nommé Candidatus
Pelagibacter ubique, le genre le plus présent en milieu marin. Néanmoins, les Alphaproteobacteria sont aussi
rencontrées en milieu estuarien et dulcicole (NEWTON & MCLELLAN, 2015). En milieu estuarien, elles sont
fréquemment représentées par la famille des Rhodobacteraceae (FORTUNATO et al., 2013 ; JEFFRIES et al.,

2016 ; AGUIRRE et al., 2017).

Les Gammaproteobacteria vont présenter un profil semblable aux Alphaproteobacteria, caractérisées par
une abondance marquée en milieu marin (avec des genres tels que Marinobacter ou des ordres tels que les
Oceanospirillales) (POMMIER et al., 2007 ; SUNAGAWA et al., 2015) mais aussi par une présence ubiquitaire
(dans les sols (SPAIN et al., 2009), les rivieres (NEWTON et al., 2011), etc.). Néanmoins, dans un écosystéme
estuarien, on s’attendra a observer une augmentation de ’abondance relative de ce phylum avec la salinité
(HERLEMANN et al., 2011).

Notons qu’au sein des gammaprotéobactéries, on peut distinguer 'ordre des Enterobacteriales. Cet ordre
comprend de nombreux organismes pathogenes pour 'Homme ou les animaux, dont que les genres : Esche-
richia, Edwardsiella, Plesiomonas, Yersinia, Salmonella, etc. Cet ordre ainsi que celui des Legionellales est
d’intérét majeur dans le domaine médical. On pourrait s’attendre a observer des organismes rattachés a ces

ordres dans le milieu estuarien & proximité des STEU (IBEKWE et al., 2016).

Les Betaproteobacteria présentent un schéma inverse aux Alphaproteobacteria, elles sont plutdt inféodées
au milieu dulcicole. On peut s’attendre a observer une diminution de I’abondance de ce groupe avec la
salinité (KIRCHMAN et al., 2005; CRUMP et al., 1999 ; HERLEMANN et al., 2011; FORTUNATO et al., 2013;
Liu et al., 2014a). Cette classe a été depuis peu modifiée, les Betaproteobacteria ont été replacées au sein

de Gammaproteobacteria.

Les Deltaproteobacteria sont bien moins fréquemment observées en milieu estuarien. Elles semblent plus
fréquemment identifiées dans les matrices sédimentaires (LIU et al., 2014a; COLIN et al., 2017; GUO et al.,
2018). Ce groupe peut étre trés important pour la dynamique des écosystémes, car il est constitué de diffé-
rents genres bactériens appartenant aux sulfato-réductices anaérobies strictes, donc influencant les cycles du
carbone et du soufre. Les Deltaproteobacteria sont actuellement réunie sous le phylum de Desulfobacterota

(OREN & GARRITY, 2021).

e Les Bacteroidetes

Précédemment nommé Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides ou encore Cytophaga-like bacteria, ce phylum
présente une grande diversité, lui permettant de s’installer et proliférer dans des écosystémes aussi variés

que stressants (POMMIER et al., 2007). Leur grande valence écologique serait en partie due a leur capacité a
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utiliser comme source de carbone la matiere organique de haut poids moléculaire, souvent décrites comme
trés réfractaire et difficilement utilisable (COTTRELL & KIRCHMAN, 2000). Ce phylum est fréquemment et
abondamment retrouvé en milieu estuarien, trés généralement, il domine la communauté (avec les protéo-
bactéries) (CRUMP et al., 2004; KIRCHMAN et al., 2005; FORTUNATO & CRUMP, 2015). Précisément, en
milieu estuarien, les Bacteroidetes sont souvent abondantes dans la zone de turbidité maximale (CRUMP
et al., 1999 ; BOuVvIER & DEL GIORGIO, 2002). Ce phylum est représenté quasi exclusivement par la classe

des Flavobacteriia et plus rarement celle des Sphingobacteriia (FORTUNATO & CRUMP, 2015).

e Les Actinobacteria

Il s’agit d’'un des phylums plus abondant en milieu dulcicole (NEWTON et al., 2011). Assez logiquement,
on observe fréquemment une diminution de ’abondance de ce phylum avec 'augmentation de la salinité
(CRUMP et al., 1999 ; HERLEMANN et al., 2011) ou de maniére plus similaire, le long d’un gradient estuarien
(de Pamont & laval) (KIRCHMAN et al., 2005; FORTUNATO et al., 2013). Ce phylum peut représenter une

part non négligeable de la communauté microbienne estuarienne (KIRCHMAN et al., 2005).

e Les Cyanobacteria

Ce phylum représente généralement une assez faible proportion des communautés microbiennes en milieu
estuarien, dans les sédiments (GUO et al., 2018) ou la colonne d’eau (MATCHER et al., 2018). Parmi les
Cyanobacteria, certains genres sont particulierement connus : Rubidibacter, Prochlorococcus ou encore Sy-
nechococcus. Ce phylum est particulierement important puisqu’il se compose majoritairement d’organismes
photosynthétiques dont une partie des organismes sont aussi fixateurs d’azote (N5 ). Il s’agit donc d’un groupe

de producteurs primaires étroitement liés aux cycles de ’azote et du carbone.

e Les autres phylums

Ici nous n’irons pas plus loin dans le niveau de détail. Il faut cependant garder en mémoire que d’autres
groupes peuvent étre fréquemment observés en milieu estuarien, comme les Verrucomicrobia, les Planc-
tomycetes ou les Firmicutes (CRUMP et al., 1999; ROBERTO et al., 2018) (Figure 1.17). De plus, les
matrices sédimentaires tendent a présenter une diversité microbienne supérieure a celle de la colonne d’eau.
Des phylums tels que les Chloroflexi, les Spirochaetes, les Nitrospirae (constitués de bactéries sulfato-
réductrices ou nitrifiantes), les Acidobacteria, les Gemmatimonadetes y sont plus fréquemment détaillés
sans pour autant étre inféodés au milieu sédimentaire (FENG et al., 2009 ; L1U et al., 2014a; LU et al., 2017;

VIDAL-DURA et al., 2018).
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1.3.3.1.2 Domaine Archaea

Malgré le repositionnement des Archaea parmi 'un des 3 domaines du vivant dés 1977 (WOESE & FoOX,
1977), les Archaea restérent encore longtemps synonymes d’environnement extréme (ROBERTSON et al.,
2005). C’est avec ’avénement du séquengage et ’accumulation de séquences environnementales que 'aspect
cosmopolite de la distribution des archées devint une évidence.

Deés les années 70, le domaine des Archaea fut décomposé en deux lignées : les Furyarchaeota et les Cre-
narchaeota. La taxonomie des Archaea resta ainsi pendant deux décennies. Il faut attendre les années 1990,
pour voir apparaitre une multitude de « nouveaux » phylums tels que les Thaumarchaeota (BROCHIER-
ARMANET et al., 2008), les Nanoarchaeota (HUBER et al., 2002), les Korarchaeota, les Bathyarchaeota
(MENG et al., 2014) et bien d’autres. Via le séquengage, le nombre de phylums archéens proposé ne cesse
d’augmenter depuis, dépassant actuellement la vingtaine de phylums (HUG et al., 2016). L’évolution treés
récente de la taxonomie de ce domaine nous illustre parfaitement la fragilité et le faible nombre d’informa-
tions que nous possédons concernant ce domaine. Ceci est en partie di a la grande complexité d’isolement
et de culture de ces organismes. Néanmoins, ce domaine peut représenter une part importante de diversité
microbienne en milieu estuarien (WEBSTER et al., 2015) ou dans les écosystémes en général (ROBERTSON

et al., 2005).

En milieu estuarien, les communautés archéennes sont globalement composées de 12 phylums (LIU et al.,
2018) mais nettement dominées par les Euryarchaeota, Thaumarchaeota et Bathyarchaeota (LI1U et
al., 2014b ; WEBSTER et al., 2015; WEI et al., 2016 ; L1U et al., 2018). Leurs propositions respectives varient
en fonction de la latitude, de la matrice (eau ou sédiment) et bien évidemment de 1’écosystéme estuarien
ciblé. De la méme maniere que précédemment, les phylums majoritairement observés en milieu estuarien

sont illustrés par la figure 1.18.

Domaine ‘ Phylum
—> Crenarchaeota
W > Euryarchaeota
Archaea 2
J »  Thaumarchaeota
> Bathyarchaeota

— > Nanoarchaeota

FIGURE 1.18 — Schéma des phylums bactériens les plus fréquemment identifiés en milieu estuarien.
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e Les Crenarchaeota

Les Crenarchaeota prennent leur nom des sources hydrothermales, environnement duquel elles furent isolées
pour la premiere fois, Crene signifiant source ou fontaine en grec. Ce phylum est composé d’organismes
thermophiles (ordre des Sulfolobales) ou hyperthermophiles (ordres des Desulfurococcales ou des Thermopro-
teales) ainsi que des thermoacidophiles (ordres des Acidilobales et des Fervidicoccales). Les Crenarchaeota
sont majoritairement des organismes anaérobies, néanmoins, quelques représentants aérobies ont pu étre iden-
tifiés, principalement au sein des Sulfolobales. Les 5 groupes cités ici correspondent aux 5 ordres principaux

constituant les Crenarchaeota.

e Les Furyarchaeota

Le nom d’Furyarchaeota a pour origine étymologique le mot Eurus signifiant un grec “large, divers”. Cette
appellation leur fut attribuée face au constat de la grande diversité écologique et physiologique caractérisant

ce groupe, surtout en comparaison a celle des Crenarchaeota.

Les Furyarchaeota sont extrémement ubiquitaires, on peut les trouver dans une grande diversité d’écosys-
témes, du milieu marin (DELONG, 1992) aux milieux lacustres ou dulcicoles (WEI et al., 2016), dans les sols
(KuDO et al., 1997), les sédiments (WEBSTER et al., 2015), etc. Cette répartition ubiquitaire est d’autant plus
remarquable, que des organismes affiliés a ce groupe, se retrouvent jusque dans des environnements extrémes.
Ainsi, on retrouvera parmi les Furyarchaeota des organismes hyperthermophiles (ordre des Thermococcales),
acidophiles (classe des Thermoplasmata, dont le genre Picrophilus), halophiles (ordre des Halobacteriales)

ou encore thermoacidophiles.

Au-dela d’une large répartition biogéographique, c’est aussi la grande diversité métabolique présente au
sein des Furyarchaeota qui est saisissante. Les Furyarchaeota incluent des organismes méthanogenes, des
sulfato-réducteurs (genre Archaeoglobus) ou des methanotrophes (le groupe des ANME pour anaerobic
methanotrophic Archaea) (KNITTEL & BOETIUS, 2009). La méthanogenése correspond & la production bio-
génique anaérobique stricte du méthane, ce métabolisme est exclusif aux Archaea et principalement aux
Euryarchaeota. 1l est retrouvé chez 5 ordres précisément : les Methanobacteriales, les Methanococcales, les
Methanomicrobiales, les Methanosarcinales et les Methanopyrales, tous appartiennent au phylum des FEu-
ryarchaeota. Au méme titre, les ANME ont été, pour I'’heure, uniquement observées parmi les Euryarchaeota
(KNITTEL & BOETIUS, 2009). Les méthanogénes sont plus fréquemment rencontrées dans les sédiments,
notamment dans le cas des estuaires. Les ordres les plus courants sont les Methanosarcinales et les Metha-

nomicrobiales (WEI et al., 2016).

e Les Thaumarchaeota

Les premiers organismes appartenant & ce phylum furent isolés & partir de sédiments marins (DELONG, 1992 ;

FUHRMAN & McCaLLuM, 1992). Initialement, ils furent affiliés aux Crenarchaeota et identifiés comme des
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Crenarchaeota mésophiles. Il faut attendre pratiquement une vingtaine d’années et I'analyse des séquences
d’ADNr 16S pour que ce groupe soit assimilé & un nouveau phylum, les Thaumarchaeota (BROCHIER-
ARMANET et al., 2008). Bien qu’identifiée initialement comme des organismes mésophiles, une lignée ther-
mophile de Thaumarchaeota fut elle aussi identifiée. Au méme titre, actuellement, ce phylum est observé dans
une grande diversité d’écosystéme. L’intérét principal de ce phylum réside dans la découverte de I’implication
de certains Thaumarchaeota dans des processus de nitrification. Plus précisément, certaines Thaumarchaeota
présentent la capacité de réduire 'ammoniac (NH3) en nitrite (NO,") (ERGUDER et al., 2009), ces orga-
nismes sont regroupés sous 'appellation Ammonia Owxidizing Archaea ou AOA. Cette capacité reste
rare dans le vivant, néanmoins certaines bactéries (nommées Ammonia Owxidizing Archaea ou AOB) la
possedent aussi. Néanmoins, cela n’enléve en rien le role majeur que joue ce phylum archéen dans le cycle

biogéochimique de 'azote.

e Les Bathyarchaeota

De la méme maniere que pour les Thaumarchaeota, le phylum des Bathyarchaeota fut lui aussi pendant
longtemps affilié & un autre phylum. Ce n’est qu'en 2014, qu’il fut proposé que le groupe des MGC (pour
Miscellaneous Crenarchaeotal Group) représente un phylum unique (MENG et al., 2014). Bien que son nom
provienne directement de l'importance supposée de ce phylum dans les fonds marins, il semblerait que
les Bathyarchaeota présentent une large répartition allant des environnements marins aux environnements
terrestres (XIANG et al., 2017). Les Bathyarchaeota semblent néanmoins présenter une abondance conséquente
voir dominer les communautés archéennes dans les mangrovres, tourbes ou les sédiments estuariens (X1ANG

et al., 2017).

e Les Nanoarchaeota

Comme son nom l'indique, ce phylum comporte des organismes de taille trés réduite (de ’ordre de plusieurs
centaines de nanometres de diametre). Les Nanoarchaeota vivent en symbiose avec d’autres Archaea (HUBER
et al., 2002). Ils disposent d’un génome trés réduit, surement le résultat d’une évolution par réduction en
lien avec un mode de vie symbiotique ou parasite. Actuellement, seuls 3 représentants de ce groupe ont été

cultivés (ST. JOHN et al., 2019).

Pour conclure, beaucoup d’ Archaea sont encore connus uniquement par le biais du séquencage de leur génome,
certains phylums ne présentent méme aucun représentant cultivable pour I’heure. Face a cela, il est important
de retenir que nos connaissances concernant les Archaea, bien qu’en développement, sont encore extrémement

réduites.
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1.3.3.2 Facteurs structurant les communautés microbiennes en milieu estuarien

L’interprétation de structuration et de la biogéographie des organismes microbiens est essentielle a ['analyse
des communautés microbiennes. Comme énoncé précédemment 1’écologie microbienne reste une discipline
trés jeune, l'interprétation de structuration et la composition des communautés microbienne ainsi que les

facteurs influengant ces derniéres sont une des priorités de la discipline.

De multiples travaux de recherche ont identifié certaines variables environnementales comme facteurs struc-
turants principaux. Parmi ces derniers, on retrouve majoritairement : la salinité (LOZUPONE & KNIGHT,
2007; AUGUET et al., 2010; XIE et al., 2014; JEANBILLE et al., 2016), la latitude (XIE et al., 2014;
JEANBILLE et al., 2016; Liu et al., 2018), la température (ZHANG et al., 2014; SUNAGAWA et al., 2015;
JEANBILLE et al., 2016 ; XIANG et al., 2017), le type de substrat (sédiments, sols, eau, etc.) (LOZUPONE
& KNIGHT, 2007 ; ZHANG et al., 2014) ou la saison (ZHANG et al., 2014 ; AGUIRRE et al., 2017). A Péchelle
du vivant, ces facteurs correspondent & des parameétres environnementaux responsables de pressions de sé-
lection importantes. La salinité peut perturber ’osmolarité cellulaire et entrainer I’éclatement des cellules;;
la température influence la fluidité et la perméabilité membranaire; la saison influence la disponibilité en
nutriments et la luminosité, ce qui a des répercussions sur les métabolismes (photosynthese, etc.), etc.
Tout comme pour les communautés bactériennes, les facteurs influencant la structuration des communautés
archéennes sont multiples. La latitude et la salinité sont aussi des facteurs structurants pour ces commu-
nautés a I’échelle globale (WEBSTER et al., 2015; Lv et al., 2016 ; Liu et al., 2018) et plus encore a I’échelle
des écosystemes estuariens (XIE et al., 2014).

Plus localement, certains auteurs identifient d’autres parameétres comme structurants pour les communautés
bactériennes comme archéennes. Ces parametres dépendent de la temporalité et de la spatialité de I’étude.
C’est le cas de 'oxygéne (AUGUET et al., 2010), le pH ou la concentration en carbone (TOC, POC ou
DOC) (ERGUDER et al., 2009 ; JEANBILLE et al., 2016 ; XIANG et al., 2017). Ces trois parameétres, ainsi que

la granularité, sont particuliérement importants pour les matrices sédimentaires (JEANBILLE et al., 2016).

Plus précisément en milieu estuarien, d’autres facteurs vont étre particulierement influents sur les commu-
nautés microbiennes comme la quantité et la composition des apports fluviaux ou le temps de résidence
des eaux dans l'estuaire (FORTUNATO et al., 2013). Ces deux parameétres sont d’une importance conséquente
surtout dans le cadre d’estuaires dominés par 'influence fluviale, tels que les estuaires de type nivo-pluviale
(comme 'estuaire de 1’Adour).

Au-dela du carbone, d’autres nutriments tels que 'azote (N,, NH, ", NO,", NO,", etc) et de phosphate
(PO,*) peuvent aussi étre identifiés comme des facteurs structurants. Plus localement, d’autres nutriments
peuvent influencer drastiquement la structure des communautés microbienne, notamment le soufre (H,S,
SO,%, etc.) (GO et al., 2018). Certains métabolismes sont hautement impliqués dans les cycles de la matiere
(organismes dénitrifiants, sulfato-réducteurs, etc.), 'évolution de ces derniers peut directement impacter ces

organismes clefs des écosystemes. Ainsi, les Thaumarchaeota et les AOA présentent une distribution forte-
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ment corrélée aux faibles concentrations en ammoniac ou en nitrite (LIU et al., 2018).

Les contaminants chimiques correspondent au dernier niveau d’échelle, des facteurs pouvant altérer la com-
position et la structure des communautés microbiennes. En milieu naturel, la distinction de ’effet des conta-
minants anthropiques et de celui des variables environnementales sur les communautés microbiennes reste
cependant un défi. La variabilité engendrée par les différents facteurs présentés précédemment engendre
énormément de bruit de fond dans ’analyse des variables explicatives d’une structure d’une communauté.
Alinsi, assez généralement, les parametres anthropiques (dont les micropolluants) ne sont plus responsables,
in fine, que d’une relative faible proportion de la variation observée (JEANBILLE et al., 2016 ; AGUIRRE et al.,
2017). Néanmoins, cela n’enléve en rien au fait qu’ils agissent aussi comme des facteurs structurants et en
fonction de la nature, de la concentration et la diversité de contaminants présents dans un environnement, ils
peuvent s’avérer étre localement des facteurs majeurs (SUN et al., 2012; SUN et al., 2013 ; LiuU et al., 2018).
Une grande majorité des travaux s’intéressant aux effets des contaminants anthropiques sur les communautés
microbiennes sont focalisés sur les métaux (SUN et al., 2012 ; PINTO et al., 2015; MISSON et al., 2016 ; XIE
et al., 2016 ; GUO et al., 2017) ou certains contaminants organiques dont les HAP, les PCB ou les pesticides
(SuN et al., 2012; XIE et al., 2016 ; BEN SALEM et al., 2019). Cependant, les travaux de recherche actuels
s’intéressent & de « nouveaux » types de contaminants comme les PFOA (perfluoro-alkylés) (SUN et al.,
2016) ou alors & des approches multi-contaminants (QUERO et al., 2015 ; MISSON et al., 2016 ; BEN SALEM

et al., 2019).

1.3.3.3 Microorganismes libres dans la colonne d’eau et attachés aux particules

Dans les écosystémes naturels, la majorité des microorganismes ont un mode de vie sessile, c’est-a-dire,
attachés a des supports. C’est notamment le cas pour les organismes colonisant les sols ou l'air. Dans
les milieux aquatiques pélagiques, les microorganismes peuvent arborer différents modes de vie distincts.

Précisément, on peut distinguer 3 catégories (GROSSART, 2010) :

e les microorganismes libres dans la colonne d’eau,
e les microorganismes attachés,

e les microorganismes alternant entre ces deux modes de vie.

Pour les microorganismes attachés, les supports peuvent étre de nature et de dimensions diverses (p. ex.
des particules, des agrégats, des colloides ou encore d’autres organismes pélagiques). Ces supports sont des
niches écologiques d’intérét majeur pour les microorganismes puisqu’ils peuvent représenter une source de
matiére organique (POM) ou un habitat protégé ou les conditions abiotiques varient moins abruptement.
Les microorganismes attachés de fagons temporaires ou permanentes aux particules sont impliqués dans
I’hydrolyse et la dégradation de la matiere organique, ainsi que dans son transfert dans la boucle microbienne

sous forme dissoute (DOM).
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Ces différents habitats, bien que connectés, vont présenter des communautés microbiennes distinctes (CRUMP
et al., 1999; D’AMBROSIO et al., 2014; MOHIT et al., 2014 ; RIECK et al., 2015), et & chacun, différentes
capacités métaboliques pourront étre associées (CRUMP et al., 1998 ; SIMON et al., 2014). Le degré de dis-
tinction entre les communautés microbiennes attachées aux particules ou libres dans la colonne d’eau serait
principalement fonction de la nature, de 'origine, de I'intégrité des particules et du temps de résidence de
ces derniéres (RIEMANN & WINDING, 2001 ; D’ AMBROSIO et al., 2014).

Dans le cas des eaux estuariennes, on s’attend a observer entre les microorganismes libres et ceux attachés
aux particules, deux groupes phylogénétiquement distincts (CRUMP et al., 1999 ; LAPOUSSIERE et al., 2011 ;
SMITH et al., 2013 ; L1 et al., 2018 ; L1u et al., 2020b). Dans ces milieux, le temps de résidence des particules
plus important que dans d’autres (comme les zones cotiéres) favoriserait la formation de deux communautés
bien distinctes (CRUMP et al., 1999 ; SMITH et al., 2013). Néanmoins, dans le cadre de ces travaux de thése,
rappelons que l'estuaire de I’Adour peut présenter de tres faibles temps de résidence des masses d’eau en
fonction des conditions hydrologiques. Plus généralement, la distinction de ces différents modes de vie est
essentielle a Panalyse et la compréhension des communautés microbiennes aquatiques (GROSSART, 2010;
BACHMANN et al., 2018). Cependant, aucun consortium n’a clairement été mis en place dans le but de
généraliser I’étude des communautés microbiennes pélagiques. A titre d’exemple, la limite arbitraire mais
nécessaire que 1’on fixe pour dissocier les microorganismes libres de ceux attachés varie en fonction de I’étude

réalisée (Figure 1.19).

ey i B i ab
10 um
3 um 50 um
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N e — — — — — o— — 3 h
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70 0 30 70 50> MM

a : Luria et al., 2016 ; b : Bachmann et al.,2018 ; ¢ : Crump et al., 1999 ; d : Mohit et al., 2014 ;
e : Henriques et al., 2004 ; f : Rieck et al., 2015 ; g : Riemann et Winding, 2001 ; h : Fuchsman et al., 2011

FIGURE 1.19 — llustration des limites employées dans la littérature scientifique afin de dissocier les microor-
ganimes libres dans la colonne d’eau (en vert) et les microorganismes attachés aux particules (en rouge). Les
lignes en pointillées indiquent qu’aucune limite supérieure a la fraction n’est précisée.

Certains auteurs vont jusqu’a négliger la fraction attachée aux particules et éliminent la majorité des parti-

cules en pré-filtrant leurs échantillons.
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1.4 Interactions entre les contaminants et le compartiment micro-

bien

Le lien existant entre les micro-organismes et les micropolluants a été exploré de maniere inégale au regard
des types de contaminations. Les métaux ont d’abord été une premiere source d’inquiétudes motivant une
recherche intensive et a été suivie par l'intérét social portée aux polluants organiques (comme les HAP,
les pesticides ou encore les POP). Parallélement, le développement des capacités analytiques et I’essor de
I'industrie chimique ont tres largement contribué a 'augmentation du nombre de molécules détectées dans
I’environnement. Une dichotomie s’installe alors entre des contaminations dont les concentrations sont de
moins en moins importantes et une diversité de molécules produites et détectées grandissante. Cette partie
présentera les concepts et notions nécessaires a l'appréhension de l'interaction entre des contaminants et
les microorganismes. Le but ici n’est pas de présenter une liste des types d’interactions pouvant s’installer
entre ces deux compartiments mais plutot de présenter les mécanismes et outils généraux nous permettant

d’observer et de décrire ces interactions.

1.4.1 La pollution : un facteur de stress pour les communautés microbiennes ?

Depuis plusieurs siecles, I’'Homme a profondément modifié les biotopes. A partir du XX®™¢ siecle, ’emploi et
le déversement de substances nocives n’ont cessé d’augmenter. De nombreux écosystémes ont été impactés par
cette pollution. Ces contaminants chimiques sont pour des nombreux organismes une source de stress pouvant
affecter la composition ou la structure des biomes. Rappelons que les estuaires peuvent étre considérés
comme des environnements stressants et cela sans influence anthropique. L’amplitude et la fréquence des
conditions environnementales (salinité, flux de nutriment, oxygeéne, etc.) conférent aux estuaires une treés
haute variabilité intrinseque (ELLIOTT & QUINTINO, 2007). Les micropolluants peuvent alors étre vus comme

un stress supplémentaire pouvant perturber les microorganismes ou plus encore ’équilibre de ’écosysteme.

e Qu’est-ce que le stress ?

Il existe deux notions correspondant & la définition d’un stress (FORBES & CALow, 1997). La premiéere
correspond & la définition d’un stress selon Sibly et Calow (1989), le présentant comme « une condition
environnementale (aussi appelée stresseur) qui lors de sa premiére application altére la fitness ». Rappelons
que la fitness, aussi appelée valeur sélective est 1'un des concepts établis par la théorie de 1’évolution.
Elle correspond a la capacité d’un individu a se reproduire et est la résultante de deux parametres : la
survie et la fécondité. Autrement, d’autres auteurs tels que Bayne (1975), on définit le stress comme « une
altération mesurable d’un état d’équilibre physiologique (ou comportemental, biochimique, etc.) induit par un
changement environnemental et qui rend lindividu (ou la population ou la communauté) plus vulnérable a

de nouwvelles variations environnementales » (WIDDOWS, 1978 ; FORBEs & CaLow, 1997). Ainsi, le terme
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de stress fait donc référence de maniere indissociée au facteur environnemental provoquant une réponse

biologique et la réponse biologique elle-méme (FORBES & CALoOw, 1997).

Actuellement, la notion de stress arbore généralement une dimension négative. Il est essentiellement observé
par le prisme du premier niveau de définition décrit plus haut (soit le facteur environnemental provoquant
une réponse biologique). Alors qu’avant toute chose le stress est une réponse adaptative nécessaire d’un
organisme, d’une population, d’'un communauté ou d’'un écosystéme aa la suite d’un imulus. Cette réponse
adaptative est essentielle au maintien de ’homéostasie, c’est-a-dire la capacité a tolérer ou s’adapter au

niveau biologique & un stress (ELLIOTT & QUINTINO, 2007).

e Comment un stress peut restructurer une communauté microbienne ?

Un stress peut impacter un organisme de différentes facons. Soit directement, le stimulus va venir per-
turber ’homéostasie de I'organisme et affecter directement sa fitness. Soit indirectement en influencant
celles d’autres organismes au sein de la communauté microbienne (SHAW et al., 2020) (ou de I’écosysteme
plus généralement) affectant les interactions comme la compétition (HIBBING et al., 2009), le mutualisme
(FIGUEIREDO & KUMMERLI, 2020) ou la prédation (HUNGATE et al., 2021) au sein de la communauté. Bien
évidemment, I'altération de la fitness d’un organisme au sein de la communauté peut aussi s’avérer profitable
a d’autres. Différents aspects de la réponse des communautés microbiennes & un stress seront aborder plus

en détails dans le Chapitre 1.4.4.

e L’importance du stress chimique

Ainsi, 'ensemble des micropolluants introduits dans les écosystémes peut étre décrit comme un stresseur
potentiel. En fonction de leur nature, spéciation et concentration (I'intensité du stress) ou de leur fré-
quence d’introduction dans I’environnement, ils peuvent étre amenés a altérer la fitness des organismes
et/ou I’équilibre de 1’écosystéme (AGER et al., 2010). Ceci est généralement vrai quelle que soit la nature de
la perturbation anthropique. Nonobstant, dans le cas des micropolluants d’autres interrogations s’imposent.
Premierement, comme indiqué plus haut, la contamination chimique actuelle est caractérisée par les faibles
concentrations en contaminants, par ’aspect chronique de ces contaminations mais aussi par la diversité de
composés xénobiotiques retrouvés les environnements. Or pour ’heure, les effets combinés de différents stress

restent globalement méconnus. D’autre part, Papparition de contaminants émergents (cf. Chapitre 1.2.4.2)

est aussi source d’interrogation.

e Les microorganismes et le stress chimique en milieu estuarien

Comme indiqué précédemment, les écosystémes estuariens sont des environnements hautement stressants.
L’homéostasie dans ce contexte peut étre décrite « comme la capacité de l'estuaire & atteindre/maintenir
un état stable en compensant les changements de l'environnement » (ELLIOTT & QUINTINO, 2007). On
peut s’interroger sur 'impact des contaminants dans ce contexte estuarien. Vont-ils représenter un stress

supplémentaire pour les microorganismes estuariens ou est ce que grace a leur capacité d’homéostasie, ces
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organismes résisteront a ce stress supplémentaire 7

En outre, les microorganismes sont sensibles aux variations environnementales, de par leur temps de géné-
ration, leur position au sein des réseaux trophiques (boucle microbienne) et leur plasticité génotypique. En
cela, ’étude du dynamisme des communautés microbiennes représente un outil précieux dans 1’évaluation
des conséquences des perturbations anthropiques sur 1’état de santé des écosystémes (AGER et al., 2010;
SUN et al., 2012). D’ailleurs, de par la sensibilité de ce compartiment, leur étude approfondie pourrait nous

conférer une meilleure capacité de prédiction des processus écosystémiques (GRAHAM et al., 2016).

1.4.2 Notion de biodisponibilité environnementale

Pour estimer I'impact d’un stress chimique, il est essentiel de garder en mémoire que tout ce qui est
présent n’est pas forcément disponible. La concentration totale d’un contaminant n’est pas a elle
seule une condition suffisante pour conduire un effet toxique sur un organisme ou un écosystéme. Dans les
écosystemes, les mécanismes physiques, chimiques ou biologiques pourront interagir avec les contaminants et
les rendre plus ou moins accessibles ou toxiques. Ainsi, la fraction d’un élément pouvant étre absorbée par
un organisme vivant permet de définir sa biodisponibilité environnementale (RECORD, 2012; OCDE,
2017).

Dans le cadre des métaux et organométaux, la spéciation, c’est-a-dire ’ensemble des formes chimiques et
physiques d’un élément en solution, est I'un des facteurs clefs de I'appréciation de disponibilité d’un élément.
Reprenons 'exemple du mercure déja abordé dans le Chapitre 1.2.3, le mercure présente une toxicité bien
supérieure sous sa forme méthylée (CH;Hg™) qu’inorganique (Hg?"). Pour cause, les organomercuriels tra-
versent plus aisément les membranes biologiques et présentent d’importantes capacités de bioaccumulation
et de bioamplification.

Autrement, au-dela de la toxicité associé a un composé, la spéciation d’'un ETM paramétrera aussi sa migra-
tion ou sa disponibilité (DE PATVA MAGALHAES et al., 2015). Ainsi, l’association d’'un ETM avec des ligands

organiques peut, au moins temporairement le rendre inaccessible et donc non toxique pour le vivant.

De maniere semblable, la biodisponibilité environnementale des contaminants organiques, est fonction
de la matiere organique présente dans le milieu. Celle-ci présente une grande capacité d’adsorption. Selon
leur polarité, les contaminants seront plus ou moins piégés et rendus ainsi indisponibles par voie directe pour
le biote. On estime qu’une fois complexés a la matiere organique, les contaminants se retrouveront sous la
forme de macromolécules complexes qui ne pourront plus traverser les membranes cellulaires, limitant ainsi
leur disponibilité. Bien évidemment la nature de la matiére organique jouera un role prépondérant sur les
modalités du stockage (présence de colloides, importance de la fraction fine). Rappelons, que les complexes
formés entre contaminants avec la matiere organique ne sont pas pérennes. En fonction des conditions

environnementales comme la température, la variation de la composition de la matiere organique ou le pH,
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c’est la situation inverse qui peut avoir lieu, soit la libération de contaminants par les matrices organiques

(DE PAIVA MAGALHAES et al., 2015).

Cet aspect de biodisponibilité a été étendu & d’autres notions dont la bioaccessibilité (INERIS, 2009 ;
OCDE, 2017; PETRUZZELLI et al., 2020). Le terme de bioaccessibilité désigne la fraction d’'un composé
biodisponible qui va réellement interagir avec la surface d’un organisme et va étre potentiellement disponible
pour l'adsorption ou ’absorption par I'organisme (OCDE, 2017). Surtout, dans le cas des microorganismes,
certains auteurs ajoutent a cette notion, une temporalité, ainsi la bioaccessibilité fera référence a la fraction
d’une substance présente dans ’environnement et qui sera disponible, sur le long terme, pour une absorption

par les organismes (SEMPLE et al., 2004 ; INERIS, 2009).

1.4.3 Différent niveaux d’impacts : de la cellule a la communauté

11 existe de nombreuses études s’'intéressant aux impacts d’une perturbation/stress chimique sur les commu-
nautés microbiennes. Ces impacts existent a de multiples niveaux : moléculaire, cellulaire, communautaire
ou écosystémique. Ces différents niveaux d’impact ne sont pas isolés mais emboités (molécule > cellule >

communauté > écosystéme).

Prenons 'exemple de la contamination métallique, certains métaux non essentiels présentent des proprié-
tés physiques ou chimiques (et une spéciation) similaires aux métaux essentiels. Ces métaux peuvent ainsi
pénétrer les cellules par le biais de transporteurs membranaires non spécifiques comme les MIT (Metal In-
organic Transport) intervenant dans I'entrée de nombreux cations (Ni?T, Co?T, Cd%*+, Fe?t, Cu?*, etc.)
(PAULSEN et al., 1998). Ces composés non essentiels peuvent alors perturber la cellule (I’homéostasie mé-
tallique premiérement) et s’avérer toxiques. De nombreux organismes possédent des mécanismes de controle
de 'homéostasie métallique voire de détoxication. Ainsi, la présence d’un composé a 1’échelle moléculaire
entrainera une réponse au niveau cellulaire. Cependant, les mécanismes de controle des métaux ne sont pas
distribués de maniére équivalente au sein des microorganismes (HAO et al., 2021). Certains organismes sont
plus résistants au stress métallique que d’autres (ROOSA et al., 2014 ; JACQUIOD et al., 2018 ; L1 et al., 2020;
HAO et al., 2021). La présence de métaux dans I’environnement agira ainsi comme une pression de sélection
sur les communautés, favorisant les organismes les plus aptes a tolérer ce stress chimique (HAO et al., 2021).
Ainsi, c’est la composition et la structure d’une communauté qui pourra étre altérée. Si la structure des
communautés est impactée, 'équilibre de 1’écosystéme pourra lui aussi étre modifié (en fonction des services
écosystémiques assurés par la communauté et fonction de sa position au sein de I’écosystéme) (ALLISON &

MARTINY, 2008 ; SHADE et al., 2012; GRAHAM et al., 2016).

En conséquence, 'estimation des risques associés a un contaminant est elle aussi réalisée a différentes échelles :
in vivo en laboratoire, en microcosme, en mésocosme ou in situ sur le terrain. Chacun de ces niveaux de

lecture de 'impact d’'un stress chimique présente des avantages et des inconvénients. Les approches de la-
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boratoire vont permettre de travailler en environnement controlés et pourront plus clairement mettre en
évidence une relation entre les contaminants et les microorganismes (sensibilité, capacité métabolique, tolé-
rance ou transformation). Cependant, ces observations sont difficilement exportables aux niveaux supérieurs
(population, communauté, écosystéme). A I'inverse, les approches de terrains bien que plus pertinentes pour
niveaux d’organisation supérieurs peinent a se défaire de la variabilité naturelle des organismes et écosys-
témes (SILVESTRI et al., 2017). Cela étant, cette diversité des approches scientifiques reste essentielle dans la
recherche en écotoxicologie et en écologie. Bien qu’elles présentent d’importantes contraintes, les études sur
le terrain et & des échelles d’organisation supérieures sont actuellement essentielles dans notre compréhension
des effets des contaminants sur les écosystémes. Elles sont a la fois essentielles en écologie, en écotoxicologie

ainsi qu’en gestion et management de I’état de santé des écosystemes.

1.4.4 Types de réponse d’'une communauté microbienne a une perturbation

La pollution est un facteur pouvant, en fonction de la nature, de la concentration et de la biodisponibilité
d’un contaminant & stresser, altérer ou perturber les communautés microbiennes (JOHNSTON & ROBERTS,
2009 ; JAcQUIOD et al., 2018; L1 et al., 2020; HAO et al., 2021). On peut dés lors assez légitimement se
demander comment ces communautés « réagissent » en présence d’une pollution. Pour chaque contaminant,
chaque environnement et chaque communauté, cette réponse peut étre multiple et hautement complexe.
Néanmoins certains concepts (tels que la résistance, la résilience, ou la redondance) permettent de modéliser
différents modes de réponse a la suite d’un stress. Ces concepts seront ici définis et décrits dans le cadre
d’un stress s’appliquant a une communauté microbienne mais ils ne sont pas propres a ce seul compartiment

biologique.

e Résistance, résilience et sensibilité

La résistance peut étre définie comme le dégré de perturbation pour lequel la communauté microbienne
reste inchangée, la résistance peut alors assimilé a une insensibilité a une perturbation. Elle repose dans le
cas des microorganismes sur leur importante tolérance physiologique et surtout leur haut degré de flexibilité
métabolique (ALLISON & MARTINY, 2008; SHADE et al., 2012). La résilience correspond a la vitesse
a laquelle la communauté microbienne retourne & son état initial aprés une perturbation (ALLISON &
MARTINY, 2008 ; PHILIPPOT et al., 2021). Les capacités de résilience d’'une communauté microbienne sont
dépendantes de 'abondance, la dispersion et le taux de croissance des organismes qui la composent (ALLISON

& MARTINY, 2008 ; SHADE et al., 2012).

Cette définition de la résilience est a distinguer de la notion de résilience écologique. Celle-ci correspond
a la mesure de la perturbation nécessaire a faire basculer un systéeme vers des états stables alternatifs
(PHILIPPOT et al., 2021). Cette définition est dépendante des concepts d’équilibre multiple et de « lans-

cape stability » (paysage de stabilité) (SHADE et al., 2012), soit l'existence de multiples états stables pour
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un méme systeme.

Ces deux procédés (résistance et résilience) ne sont pas indépendants, a I'inverse, ils agissent de concert. En
effet, pour une communauté a un instant donné et pour un espace donné, on peut définir la sensibilité.
Celle-ci est la résultante de la combinaison de la capacité d’'une communauté a tolérer une perturbation
(résistance) et de sa capacité a retourner a son état initial apres la perturbation (résilience). Un as-
semblage microbien peut soit étre résistant face a une perturbation et la composition restera inchangée, soit
étre sensible, provoquant une altération de composition microbienne (Figure 1.20). De nouveau, ’assemblage
microbien pourra ensuite, soit étre résilient et retourner a la composition initiale, soit aboutir & une autre
composition microbienne qui peut correspondre d’ailleurs & un état stable alternatif (ALLISON & MARTINY,

2008).

e Redondance fonctionnelle

Les conséquences de cette sensibilité face a une perturbation peuvent étre tres variées. On peut distinguer
deux cas de figure principaux selon si les services écosystémiques assurés par ’assemblage microbien ini-
tial sont ou non maintenus. Dans le premier cas, les conséquences écosystémiques de la perturbation sont
quasi nulles. L’assemblage microbien assurant ses fonctions initiales, I’équilibre de 1’écosysteme est maintenu.
Dans le cas contraire, c’est 'intégralité de ’écosysteme, de ses fonctions et de sa structuration qui pourront
a terme étre perturbés voire perdus. La redondance fonctionnelle peut étre définie pour un environne-
ment donné, comme la capacité de deux ou plusieurs taxons ou génomes d’effectuer un méme processus ou
fonction écosystémique de maniére similaire (ALLISON & MARTINY, 2008; LOUCA et al., 2018). Ainsi, un
assemblage microbien altéré pourrait assurer les mémes fonctions écosystémiques (et dans les mémes propor-
tions) que l’assemblage initial. Bien que ’assemblage microbien ait vu sa composition changée, I’équilibre de

I’écosysteme restera lui identique.

Il est important de noter qu’en théorie, une forte biodiversité permet d’augmenter les capacités d’'une commu-
nauté microbienne a résister, a revenir & son état initial (résilience) ou & maintenir ces services écosystémiques

malgré une variation de la composition aprés une perturbation (ZINGER et al., 2012).

1.4.5 Outils de mesure des perturbations au sein des communautés micro-

biennes

Jusqu’a présent, différents aspects du stress ont été abordés :

o les notions et concepts (stress, résistance, résilience, fitness, biodisponibilité) permettant de définir un
cadre a l'interaction entre les micropolluants et le compartiment microbien.
e les type de réponses des microorganismes a cette pression anthropique.

Cette derniere partie s’intéressera aux outils disponibles a le mesure de ce stress sur les communautés
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FicUrE 1.20 — Illustration de 'impact potentiel d'une perturbation sur la composition d’'une communauté
microbienne et/ou les capacités écosystémiques d’aprés ALLISON & MARTINY (2008).

microbiennes.

1.4.5.1 La diversité

La diversité des organismes colonisant un milieu a longtemps été (et reste) une des questions centrales
de D’écologie. En fonction de sa dimension d’étude, cette diversité a été scindée en 3 niveaux : alpha,
béta et gamma (Figure 1.21). Assez simplement, ces différents niveaux de diversité décrivent différents
niveaux d’interaction biologique (de l'individu au communautaire). La diversité alpha correspond au nombre
d’espéces présentes pour un site ou échantillon donné; la diversité béta détermine la différence de diversité
ou de composition entre deux sites ou échantillons (similarité ou dissimilarité). Enfin, la diversité gamma
correspond & la diversité d’une région, elle est trés similaire a la diversité alpha mais prend en compte une

zone plus large (ZINGER et al., 2012).

Des les prémices de ’écologie, la caractérisation de la diversité réelle d’un écosystéme fut rapidement freinée
par les problemes d’estimation. En effet, prédire une diversité réelle & partir d’un échantillon (diversité)
reste une approche biaisée (WILLIS, 2019), 1’échantillon n’étant pas le reflet exact d’un milieu. Le recours a
des estimateurs appelés indices de biodiversité permet de corriger ce biais d’échantillonnage. Ces indices

permettent de calculer :

¢ la richesse spécifique soit le nombre d’organismes présents dans un site/échantillon ;

e larichesse spécifique estimée (le Chaol, l'indice de Pielou, I’ ACE pour abundance-based coverage
estimators, etc.) soit le nombre corrigé d’organismes présents dans une communauté, prenant en
compte les biais d’échantillonnages (HUGHES et al., 2001) ;

e ’équitabilité, soit la richesse estimée corrigée par les abondances relatives des différents groupes. Ici
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FIGURE 1.21 — Représentation schématique de la diversité alpha (violet, vert ou bleu), béta (pointillé noir)
et gamma (gris) d’aprés ZINGER et al., 2012.

on ne s’intéresse plus simplement au nombre d’espéces/OTU/ASV mais & leurs proportions respectives

dans différents échantillons (Shannon, Simpson, etc.).

La diversité en tant que telle reste un outils épineux, son calcul passe par de nombreux estimateurs qui
présentent chacun des qualités comme des inconvénients (HUGHES et al., 2001). De plus, l'interprétation
de la diversité peut s’avérer bien plus complexe voire piégeant qu’attendu. Néanmoins, la diversité et ses
estimateurs permettent la comparaison de différents échantillons, communautés ou écosystemes. Ainsi, elle

reste un outil précieux dans la mesure de la perturbation de la composition microbienne face & un stress.

1.4.5.2 Diagnostic du fonctionnement des écosystémes

Comme abordé précédemment, un stress peut perturber une communauté microbienne, altérer sa composition
sans que cela ne perturbe I’écosystéme, il s’agit de la redondance fonctionnelle (ALLISON & MARTINY,
2008 ; SHADE et al., 2012). Ainsi, les outils cités précédemment ne seront pas en mesure d’identifier ce
procédé. Pour ce faire, il faut étre en mesure de caractériser les fonctions développées par une communauté
microbienne (FUHRMAN, 2009). Ici, encore différents outils existent, ils explorent & différentes échelles et
selon différentes méthodes les capacités fonctionnelles d’'une communauté microbienne (SRIVASTAVA et al.,
2019). L’un des outils les plus simples est la PCR ou qPCR de génes fonctionnels (p. ex. amoA, dsrB, etc.).
Les génes étudiés informent de la présence ou non d’une fonction. Cette approche reste limitée a 1’étude de

quelques génes voire plusieurs dizaines (RO0sA et al., 2014 ; GUO et al., 2018).

Pratiquement, a ’opposé, on trouvera la metagénomique qui permet d’identifier les voies métaboliques

potentielles présentes dans un ou plusieurs génomes (cf. Chapitre 1.3.1) (SUNAGAWA et al., 2015). Ici, les
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capacités fonctionnelles détectées au sein d’une communauté ne se limiteront plus a la vingtaine de geénes.
Cependant, cette approche nécessite d’importantes ressources financieres et techniques et n’est pour I’heure

pas généralisée.

A Tintermédiaire, on retrouvera les puces a ADN, déja abordés au Chapitre 1.3.1. Comme les PCR et
qPCR, les puces & ADN sont limitées, on ne peut distinguer que les génes fonctionnels programmés sur
les puces. L’avantage de ces puces est qu’elles sont dimensionnées afin de pouvoir détecter des dizaines de

milliers de génes (HE et al., 2007).

On peut voir ici, qu’il n’existe pas réellement d’outil idéal. Chacun présente des avantages et des inconvé-
nients. Mais tous ont le mérite de permettre d’identifier et de tenter d’élucider les capacités fonctionnelles
développées par les microorganismes. Pour ’ensemble de ces méthodes, on est directement dépendants des
nombreuses avancées concernant entre autres la caractérisation des voies métaboliques (ZHAO & L1, 2017;

Fu et al., 2017) ou encore l'identification et/ou la sélection de génes fonctionnels (IMHOFF, 2016).

103






Chapitre 2

Matériel et méthodes

2.1 Site d’étude et stratégie d’échantillonnage

2.1.1 L’estuaire de I’Adour et sites de prélevements

Comme détaillé au sein du Chapitre 1.1.4, I'estuaire de I’Adour est situé dans le sud-est de la France, en
région Nouvelle-Aquitaine. Il est principalement alimenté par deux fleuves : I’Adour et la Nive, tous deux
prenant leur source dans les Pyrénées-Atlantiques. Il s’agit d'un estuaire mésotidal présentant un régime
pluvio-nival. Il se caractérise principalement par un tissu urbain dense (villes de Bayonne, Anglet et

Biarritz principalement) s’installant dans la partie aval de l'estuaire.

Les sites de prélevements ont été définis de maniére & échantillonner ’ensemble de la zone estuarienne
s’étendant de la limite d’intrusion saline (cf. Chapitre 1.1.1.2.4) & ’embouchure. Dans le cadre de l'estuaire
de I"’Adour, cette limite est définie approximativement au niveau de la ville d’Urt sur I’Adour et celle
d’Ustaritz sur la Nive (Figure 2.1).

Au cours de chaque campagne, 14 sites (labellisés de 1 & 10 et de A & D) s’étendant sur I'ensemble de la

zone estuarienne ont été échantillonnés. Ces sites sont regroupés en 3 catégories :

e Les sites « Amont » (Figure 2.2) : situés a ’amont de la zone estuarienne sur la riviere Adour (1 et
2) et la Nive (3 et 4). Ce sont les sites de référence, ils sont considérés comme moins impactés par les
micropolluants domestiques et industriels, car positionnés en amont de la zone urbaine. Ils devraient

étre présentés un signal dulcicole (en fonction du coefficient de marée et du régime fluvial).
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FIGURE 2.1 — Carte de la localisation des sites d’échantillonnage le long de I’estuaire de I’Adour indiquant
les sites de prélevements d’eau (A) et les sites de prélévements de sédiment (B).
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ADOUR

NIVE

FIGURE 2.2 — Photographies des sites de prélevements « Amont ». Les lettres S indiquent que les prélevements
sont de natures sédimentaires, et E qu’il s’agit de prélevements d’eau.

e Les sites « Urbain » (Figure 2.3) : allant des sites 5 a 10.

Situés au cceur de l'estuaire et surtout du tissu urbain dense de Bayonne-Biarritz-Anglet. Ces sites corres-
pondent aux sites vus comme « potentiellement impactés », les prélevements ont été réalisés a proximité
d’effluents urbains et industriels.

Précisément, les sites 6, 8 et 9 correspondent & des prélevements effectués a proximité des stations de trai-
tement des eaux usées (STE) de S'-Frédéric, du Pont de 1’Aveugle et de S*-Bernard, chacune de capacités
différentes (de respectivement 119 609, 47 017 et 9 889 équivalent habitants, EH, en 2018 !) et recevant des
eaux usées de nature différente (cf. Chapitre 1.1.4.3 et le tableau 1.2).

Les sites 7 et 8 sont situés a proximité d’effluents urbains se déversant dans les ruisseaux Maharin et
Aritxague. Ces affluents sont a proximité de la STE Pont de 1’Aveugle.

Le site 5 positionné en contre bas de l’ancienne décharge de Bachefores et le site 10 & proximité d’une

autoroute, en amont de la STE Saint Frédéric.

1. Portail d’information sur ’assainissement communal du Ministére de la Transition écologique et Solidaire. Disponible a
ladresse : http://assainissement.developpement-durable.gouv.fr. Consulté le 20 septembre 2020.
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7

L8 S&E Maharin N I 9S&E ! S"t Bernard : = Pont de I'’Autoroute

FI1GURE 2.3 — Photographies des sites de prélevements « Urbain ». Les lettres S indiquent que les prélevements
sont de natures sédimentaires, et E qu’il s’agit de prélevements d’eau.

e Les sites « Aval » : STA a STD positionnés de la zone de confluence & 'embouche (en noir
dans la figure 2.1). Ce sont les sites situés dans la partie la plus aval de 'estuaire. L’échantillonnage
a été effectué par bateau, les prélevements sont réalisés a subsurface dans le coeur du chenal. Ils
correspondent a un signal microbien théoriquement sous influence de 1’écosystéme marin. De plus, on

peut s’attendre & observer au moins pour certains composés chimiques un effet de dilution.

Il est important de préter attention aux différents types de prélevement réalisés au cours de ce projet de these.
On peut distinguer, des prélévements de sédiments ou prélévements d’eaux (subsurface) effectués depuis les
berges, des préléevements d’eaux (subsurface) effectués depuis un bateau dans le chenal. Pour plus de clarté,

le type de prélevement opéré a chaque station est précisé dans le tableau 2.1.

TABLEAU 2.1 — Détail des matrices prélevées pour chaque site. Les couleurs correspondent aux couleurs
employées dans la figure 2.1, soit la carte de la localisation des sites de préléevements.

Sites 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A B C D
Sédiments X X X X X X X X X X

Eaux

Berges X X X X X X X X

Chenal X X X X

2.1.2 Les campagnes ADOUR

Les campagnes d’échantillonnage sont au nombre de trois. Elles sont nommées “AD” suivit d’un numéro

compris entre 1 et 3. Elles ciblent respectivement trois saisons différentes :
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-1

Débit en m* s

e AD1 : le printemps ciblant les crues et post-crues printanieéres,
e AD2 : I’été ciblant les températures plus hautes et I'étiage,

e AD3 : et ’hiver ciblant les températures plus faibles et des crues éventuelles.
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Période de la campagne AD1 - Printemps
Période de la campagne AD2 - Eté

Période de la campagne AD3 - Hiver
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S
"L\\

Débit estimé sur I'estuaire de I'Adour en aval de la confluence (Nive et Adour)

Débit estimé sur I'estuaire de I'Adour en amont de la confluecne (Adour et Nive)

Débit estimé sur la Nive

FIGURE 2.4 — Débit fluvial estimé (en m3.s!) d’apres les données de la banque HYDRO (cf. note page
43) entre 2016 et 2018 (A) et en zoomant sur les trois périodes d’échantillonnages, AD1 au printemps
(B), AD2 en été (C) et AD3 en hiver (D). En vert, rose et jaune sont respectivement indiqués les périodes
d’échantillonnages des campagnes AD1, AD2 et AD3. Par un trait en gras et en pointillé, sont respectivement

indiqués les valeurs moyennes et minimums/maximums du débit estimé en aval de la confluence (Adour et
Nive).

Les parametres physico-chimiques (tels que la température, la conductivité, la concentration et la saturation

en oxygene dissous, le pH, etc.) ont été mesurés in situ avec une sonde multiparamétrique HANNA Ins-

trumentsc® HI-9829 préalablement calibrée. A posteriori, la salinité fut calculée a partir de la température
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(°C) et la conductivité (mS.cm™!). La salinité et la température de I'eau étaient respectivement comprises
entre 0,1 (AD1, site 3) et 24,2 (AD1, site 9) psu et entre 7,9 (AD3, site 9) et 20,8°C (AD2, site 6) (Annexes,
Figure A2.1A et A2.1B). L’ensemble des échantillons (d’eau et de sédiments) collectés lont été & marée
descendante d’ou une salinité relativement faible dans la majorité des échantillons et avec des coefficients de

marée compris entre 78 (AD1) et 109 (AD3) (Annexes, Figure A2.1C).

2.1.3 Meéthodes de prélevement et traitement des échantillons

Le mode opératoire a été adapté a la nature du prélevement et de 'analyse visée. Chacun des prélevements
nécessite des précautions spécifiques, un matériel et une manipulation adaptée. Il en est de méme pour le

transport et I’éventuel stockage des échantillons.

2.1.3.1 Prélévement et traitement des échantillons sédimentaires

Les sédiments des berges sont prélevés a ’étale de basse mer afin de limiter I'influence des eaux marines. Les
prélevements des échantillons sédimentaires ont été effectués en triplica, chacun séparé au minimum d’un

metre des autres.

Pour la caractérisation des communautés microbiennes, 1 g de sédiments de surface (0 - 1 cm) a été collecté
dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL stériles. Les tubes ont été, des leur collecte, stockés dans un cryovoyageur
et transportés dans les 1 & 4 jours suivants jusqu’au laboratoire (IPREM, Pau) ou ils ont été conservés a

-80°C jusqu’a ’étape d’extraction d’ADN (acide désoxyribonucléique).

Pour 'analyse des micropolluants, 50 g de sédiments ont été collectés dans des sacs plastiques a fermeture
a glissiere neufs. Ils ont été transportés dans des glaciéres pour les maintenir au froid et a ’abri de la
lumiére puis conservés a -20°C. Dans un second temps, les sédiments ont été lyophilisés (VaCo2, Zirbus).
La lyophilisation permet la dessiccation, soit ’élimination de l’eau des sédiments par sublimation. Apres
homogénéisation grossiére, les débris (p. ex. brindilles, cailloux, feuilles) ont été soustraits, puis un aliquot
(1 g) de chaque échantillon a été prélevé et envoyé au laboratoire UMR EPOC (équipe Sédimentologie) &
Bordeaux en vue de 'analyse granulométrique. Le reste de ’échantillon a été complétement broyé a ’aide
d’un broyeur planétaire a billes en agate et stocké -20°C dans un flaconnage en verre jusqu’a ’extraction et

I’analyse des micropolluants.

2.1.3.2 Prélévement et traitement des échantillons d’eau
2.1.3.2.1 Préparation du flaconnage

Pour l'intégralité des analyses prévues dans le cadre de ce projet, par site, c’est approximativement 15 L

d’eau qui furent prélevés a ’étale de basse mer. En fonction de ’accessibilité des sites, les prélevements d’eau
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ont été réalisés dans leurs contenants respectifs ou a ’aide d’une bouteille Niskin® de 10 L. Les prélevements
ont été réalisés en subsurface (0 - 1 m). Le type de contenant et la préparation de ces derniers sont adaptés

a Panalyse réalisée, ces informations sont succinctement présentées au sein du tableau 2.2).

TABLEAU 2.2 — Flaconnage employé pour les prélevements d’eau et de son conditionnement

Analyse Volume Contenant Préparation des contenants
prelevé

Matrice ciblée : EAU

ETM et organométaux 1L Bouteille de 1 L en Deux bains d’acide nitrique suivi d’un
polypropyléne bain d’acide chloridrique

Contaminants organiques 2,5 L Bouteille de 2,5 L a 3 L en Deux ringages a ’acétone suivi d’une
verre ambré pyrolyse

Matrice ciblée : MES

ETM et organométaux 5L Jerrican en polyéthyléne de 5  Un bain d’acide nitrique suivi d’un
L bain d’acide chloridrique
Matrice ciblée : Eau et MES
Analyse microbiologique (3x) 2 L Flacon carré en polyéthylene  Stérilisation via un nettoyage au
de 2L détergent suivi d’une autoclave

Plus précisément, le matériel destiné au prélévement d’eau pour 'analyse des ETM et organométaux est en
polypropylene. Pour le stockage, il peut étre distinctement constitué de polyéthylene pour les ETM et de
Téflon® pour les especes du mercure. L’ensemble de ce flaconnage a été nettoyé, décontaminé et stocké selon
les protocoles de nettoyage et de stockage ultra-propres, déja décrits par MONPERRUS et al. (2005).

Ainsi, le flaconnage a été nettoyé a I'aide de détergent (RBS™) et abondamment rincé. Il a été en suivant
décontaminé via une succession de deux bains d’acide nitrique (HNOj) 10 % (v:v) et d’un bain d’acide
chlorhydrique (HC1) 10 % (v:v). Pour chaque bain, le matériel a subi une étape de sonication de 2h et entre
chaque bain, le matériel a été rincé au moins 3 fois a I'eau déionisée. Apres décontamination, il a été mis
sous une hotte a flux laminaire pour sécher et a été finalement stocké dans des contenants en plastique

(polyéthyléne) jusqu’a utilisation sur site.

Pour les prélevements de particules pour les analyses de ETM, les jerricans de 5L en polyéthylene sont eux

STM

aussi successivement nettoyés au RB , rincés abondamment et décontaminés par une succession de deux

bains ’HNO; et d’un bains d’"HCI, chacun a 5% (v:v) et finalement rincés abondamment a I’eau déionisée.

Le flaconnage dédié aux prélevements et a ’analyse des contaminants organiques est en verre. Au préalable,
l’ensemble du flaconnage a été rincé & deux reprises & l'acétone (Grade technique, 99,5%) puis pyrolysé a
450°C. Les flacons ont été fermés avec du papier d’aluminium pyrolysé jusqu’a utilisation. Les analyses des
contaminants organiques prennent place directement apres le prélevement, ces échantillons ne transiteront

pas par une étape de stockage.
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2.1.3.2.2 Prélévement et traitement en vue de ’analyse des micropolluants

¢ ETM & organométaux

Par site, 1 L d’eau de subsurface est prélevé dans des bouteilles en polypropylene. L’échantillon est conservé
dans des glaciéres a ’abri de la lumiére et au froid jusqu’au laboratoire (IPREM, Anglet). La concentration
en ETM et en organomercuriels dans les particules a été mesuré d’apres la différence des concentrations dans
la fraction totale (non filtrée) et la fraction dissoute (filtrée) (BUZIER et al., 2006). Ainsi, I’échantillon est
scindé en deux, une premiere partie est directement transférée dans un flacon en polyéthyléene de 125 mL
puis acidifiée & 1% d’HNO; (POINT et al., 2007) et un flacon en Téflon® de 250 mL puis acidifiée entre 0,5
- 1% a Tacide acétique (CH;COOH) (en fonction de la charge en particule), pour respectivement 1’analyse
des ETM et celle des especes du mercure. Ces échantillons correspondent a I’analyse de la fraction totale

(Figure 2.5A).

: 4L Métaux MES
1L (Bouteilles (Jerrican)

polypropyléne) = e
< :ﬁ l
FRACTION TOTALE FRACTION DISSOUTE - ] —__J Rampe en PVC & entonnoirs en

N— = ’
‘ \ polyéthersulfone

. o E /((’-) - ¢ 0,45 um PVDF (Durapore) pré-
Répartition dans différents 4 ‘ ‘\ pesés

contenants et acidification

A

Unités du Polyéthersulfone sous vide \

/\ Filtration sur 0,45 pm PVDF (Durapore)
5 . Organométaux : Puis :
% < ::: 200 mL dans une Répartition dans différents contenants et
bouteille en bouteille Téflon acidification
Ivéthyléne d de 250 mL Transfert des filtres dans des
po yizg ;’l‘e e + pétriSildes (Millipore)
} + CH COOH 0,5 -
HNO, 1 % 1 9‘;::;‘[’9";‘;"’1” e — d":ﬁ;alj‘:e’ é:gtg;l'l-e Organométaux : 250
Stockage a particules) e en polyéthyléne de mL. dans une
I'obscurité & 4°C Stockage a f ‘ P 1)/25 n):L bouteille Téflon de I
I'obscurité & 4°C 250 mL Y
+ + Congélation a -20°C
HNO, 1% CH COOH 0,5 %
Stockage a Stockage a
I'obscurité & 4°C I'obscurité & 4°C

FIGURE 2.5 — Schéma du dispositif de filtration et de préparation des échantillons d’eaux (fraction totale et
dissoute) (A) et la matiére en suspensension (MES) (B) pour analyse des ETM.

La seconde partie correspond a la fraction dissoute, ’échantillon est filtré sous vide sur des filtres PVDF
0,45 pm (Durapore). Le filtrat est distribué et acidifié de maniére similaire & la fraction totale dans un flacon
en polyéthyléne de 125 mL acidifié & 1% HNO; et dans un flacon en Téflon® de 250 mL acidifié a 0,5%
d’CH3COOH. Les échantillons sont stockés a lobscurité et & 4°C jusqu’a leur extraction et analyse (Figure

2.54A).
Pour le prélevement de la fraction particulaire, 4 L d’eau de sub-surface sont prélevés par site puis transférés
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au froid et a l'obscurité au laboratoire (IPREM, Anglet). Rapidement, de 200 & 1 700 mL d’échantillons
ont été filtrés sur des rampes en PVC et des entonnoirs en polyéthersulfone et des filtres PVDF 0,45 pm
(Durapore) auparavant décontaminés et pesés. Apres la filtration, les filtres sont stockés dans des PetriSlides
a Pobscurité et -20°C (Figure 2.5B). Avant l'analyse en ICP-MS, ils seront séchés sous une hotte & flux
laminaire, pesés et de nouveau congelés afin d’étre finalement lyophilisés (VaCo2, Zirbus).

Les PetriSlides (Millipore) ainsi que les entonnoirs de filtration et les unités de filtration en polyéthersulfone
ont subi au préalable le méme protocole de décontamination que le flaconnage de prélévement soit deux bains
d’HNO4 10% (v:v) suivit d’un bain d’'HC1 10% (v:v), chaque bain se constituant d’une étape de sonication
durant au minimum 2h. Les filtres ont eux aussi été décontaminés via deux bains d’acide, I'un ’HNO; et le

second HCL, & 2% (v:v) aussi constitués chacun d’une étape de sonication de 2h.
e Contaminants organiques

Pour l'analyse des contaminants organiques, 2 L d’eau sont prélevés par site dans des bouteilles en verre
ambré, les échantillons ont été en suivant acheminés au laboratoire (a l'obscurité et au froid). Le préleverent
est scindé en deux, une premiére fraction a été filtrée (fraction dissoute) sur des filtres d’acétate de cellulose
de 0,45 pm (Millipore) et la seconde a été conservé telle quelle (fraction totale) (Figure 2.6). La concentration
en contaminants organiques dans les particules sera estimée a partir de la différence entre la fraction totale

et la fraction dissoute (BUZIER et al., 2006).

2 L (Bouteille
verre ambré)

FRACTION TOTALE | FRACTION DISSOUTE / \

Répartition dans différents contenants
Unités de filtration en verre sous vide
Filtration sur 0,45 pm acétate de cellulose

(Millipore)
EAF}/ECB / e Puis :
esticides : P . : p—— P
100 ml dans une Alkylphénols : 100 ml dans une Répartition dans différents contenants
) 100 ml dans ; il
bouteille ) bouteille pénicilline
P une bouteille M ;
pénicilline snicilli Muscs :
peniciliine Stockage a 100 ml dans une
Stockage a R I'obscurité & 4°C M bouteille pér™ -
Pobscurité & 4°C Stockage & = Pesticides : Alkylphénols : /
== — | 'obscurité & A 100 ml dans une AKYIPNENO'S ©
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FIGURE 2.6 — Schéma du dispositif de filtration et de préparation des échantillons d’eaux (fraction totale et
dissoute) pour l'analyse des contaminants organiques par site.
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Chaque fraction (dissoute et totale) a été alors scindée en 3 pour réaliser les extractions et analyses distinctes
des HAP, PCB et pesticides, des muscs synthétiques et filtres UV et des alkylphénols. Pour chacune de ces
catégories, on réalise des triplicas d’extraction, 100 mL d’échantillons ont été transférés dans des flacons en
verre contenant 10 g de NaCl (Figure 2.6) d’aprés BLANCO-ZUBIAGUIRRE et al. (2014). Cette préparation
correspond concrétement a la phase d’extraction des contaminants organiques. En effet, I’étape d’extraction
prend place en suivant, sans étape intermédiaire de stockage. Les contaminants organiques se dégradent
rapidement, il est nécessaire de les extraire le plus rapidement possible de la fraction aqueuse et de poursuivre
I’analyse en GC-MS dans les plus brefs délais. Les unités de filtration et le flaconnage ont été au préalable

rincés & trois reprises & 'acétone (Grade technique, 99,5%) et pyrolysés (a 450°C).
e Résidus pharmaceutiques

Par site, 1,5L d’eau de subsurface est prélevés dans des bouteilles d’eau de source au préalable vidées. Les
échantillons ont été filtrés sur des filtres de 0,45 nm en acétate de cellulose (Millipore), 200 mL en triplica

par échantillons ont été stockés dans des bouteilles en plastique d’eau minérale et congelés (-20°C).

2.1.3.2.3 Prélévement et traitement en vue de ’analyse des communautés microbiennes

Par site, 2 L d’eau ont été prélevés en subsurface et en triplica dans des bouteilles plastiques au préalable
nettoyées et stérilisées par autoclave. Les échantillons ont été filtrés suivant un dispositif de filtration en série
a 'aide d’une pompe péristaltique et constitué de 2 seuils de coupure : & 3 pm (filtre membrane - MD de
mix d’ester de cellulose et de 47 mm de diameétre, Millipore) et & 0,22 pm (filtre Sterivex ™ GV, Millipore)
de maillage (Figure 2.7). Les filtres disques ont été auparavant autoclavés et les Sterivex™ étaient garantis

stériles par le fournisseur.

Ce premier filtre en série (d'une porosité de 3 pm) correspond & la fraction de microorganismes associés
aux particules; quant au second (d’une porosité de 0,22 pm), il correspond & la fraction de microorganismes
libres dans la colonne d’eau (cf. Chapitre 1.3).

Sur les conseils de PADILLA et al. (2015), approximativement 1,5 L d’eau ont été filtrés, & I'exception de
quelques sites pour lesquels la présence d’une proportion conséquente de matiére en suspension (particulaire
ou colloidale) a entrainé rapidement un colmatage des filtres, a titre indicatif le volume d’échantillon filtré a
varié entre 220 et 1 820 mL.

T™ ont été scellés avec du parafilm et les filtres membranes de

Une fois la filtration terminée, les Sterivex
3 pm ont été pliés et stockés dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL. Les filtres ont ensuite été stockés et
transportés au sein de cryoconservateurs. Arrivés au laboratoire (IPREM, Pau), les filtres ont été stockés &

-80°C dans l'attente de I'étape d’extraction d’ADN.
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Echantillon

Pompe péristaltique

Filtre disque 3 um
(dans le support)

Filtre Sterivex™ 0,22
um

FIGURE 2.7 — Photographie 1égendée du disposif de filtrations sur 3 et 0,22 nm des échantillons in situ les
prélevement microbiologiques des eaux.
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2.2 Caractérisation des micropolluants dans ’estuaire de I’Adour

2.2.1 Analyses des ETM en ICP-MS

Le dosage des ETM pour I'ensemble des matrices fut réalisé par spectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif (ICP-MS). Cette méthode consiste en la séparation, Iidentification et la quantification
des ETM en fonction de leur ratio masse sur charge. Le protocole de digestion (ou minéralisation) pour les
sédiments, particules et pour la fraction totale (non filtrée) des eaux a été adaptée d’aprés LANCELEUR et al.

(2011).

2.2.1.1 Dosage des ETM dans les sédiments et des particules

Les analyses des ETM dans les sédiments et les particules suivent un protocole identique. De 0,05 a 1 g de
sédiments secs (lyophilisés et broyés) et les filtres lyophilisés sont mis en solution avec 3 mL d’HNO; (69-70%,
BAKER INSTRA-ANALYZED® for trace metal analysis, Fisher Scientific) et 1 mL d’acide chlorhydrique
(33-36%, BAKER ULTREX®, Fisher Scientific) dans des flacons de 15 mL de polypropyléne. Cette solution
est ensuite chauffée durant 4h & 85°C (DigiPREP, SCP Science). Aprés cette étape, 1 mL de peroxyde
d’hydrogene (30-32% Optima™ for ultra trace analysis, Fisher Scientific) est ajouté au goutte-a-goutte.
Cette solution est de nouveau chauffée pendant 2h a 85°C (DigiPREP, SCP Science). Le volume total est
ensuite ajusté a 15 mL avec de 'eau Milli-Q (Millipore). Le minéralisat est ensuite centrifugé et le surnageant
récupéré puis filtré sur des filtres seringues PTFE de 0,22 pm de porosité (Millipore).

Les échantillons sont de nouveau dilués 10 fois avec une solution de HNO5 & 2% (v:v) et 50 pL d’étalon
interne sont ajoutés. L’analyse de la teneur en ETM totaux dans les sédiments est faite sur un ICP-MS
Agilent 7500 series (IPREM, Pau) et en employant simultanément les méthodes de calibration interne et
externe. La calibration externe est réalisée via ’emploi d’une solution multiélémentaire avec reconstitution
de la matrice acide (HNO; a 2%, v:v) dont la gamme s’étendait de 0 & 20 ppb, ainsi qu'une calibration
interne avec le Bismuth (Bi) & 1 ppb (BULSKA & WAGNER, 2016). Les valeurs obtenues sont le résultat
de la moyenne arithmétique de l'injection a 10 reprises de 1’échantillon. Les mesures sont corrigées par la
calibration interne (Bi) et par les blancs d’acides (HNO5 2%, v:v) correspondant aux étapes d’extraction
et d’injection. Les limites de détection (LD) étaient comprises, en fonction des ETM et des campagnes
d’échantillonnages, entre 0,05 et 5 ppb. Le matériau certifié utilisé pour le controle de cette analyse est le

sédiment SRM 1944 (National Institute of Standards & Technology, USA).

Afin de se défaire d’éventuels effets de matrice, notamment des effets de I'influence de la granulométrie dans
le sédiments, les concentrations en métaux seront & certaines reprises normalisées par la concentration en

thorium (Th) (LANCELEUR et al., 2011). La normalisation correspond & la division des concentrations en
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différents métaux par la concentration en Th. L’emploi du Th se justifie ici par son importante insolubilité

et sa connexion avec la granulométrie dans les sédiments (LARROSE et al., 2010).

2.2.1.2 Dosage des ETM totaux dans les eaux

e Extraction des ETM par digestion

Pour rappel, les ETM ont été mesurés dans les particules simultanément a partir d’une filtration sur des
filtres 0,45 pm (voir précédemment) mais aussi par d’apres la différence des concentrations dans la fraction
totale (non filtrée) et la fraction dissoute (filtrée) (BUZIER et al., 2006). Cette premiére étape de digestion
ne concerne que les échantillons d’eau brute correspondant a la fraction totale. 10 mL d’échantillons sont
placés dans des tubes DigiPREP de 50 mL (SCP Science) avec 100 nL. d’une solution d’étalonnage interne
contenant de I'Yttrium (Y), Scandium (Sc) et le Bismuth (Bi) (VANHAECKE et al., 1992) & 100 ppb, ainsi
que 0,2 mL A’HNO; puis 0,1 mL d’HCL.

Les tubes sont placés dans une plaque chauffante DigiPREP (SCP Science) ou ils seront chauffés a 90°C
pendant 3h. Apres refroidissement, les échantillons sont dilués par I'ajout 40 mL d’eau Milli-Q en pesée et

filtrés sur des seringues de 0,45 pm PVDF (Durapore).

e Préparation, instrumentation et injection en ICP-MS

5 mL d’échantillons digérés ou correspondant a la fraction dissoute sont placés dans des tubes ICP, 100 nL de
la solution d’étalonnage & 100 ppb sont ajoutés aux échantillons d’eau dissoute (n’ayant pas subi 1’étape de
digestion). En fonction de la concentration attendue en ETM ou de la salinité, certains échantillons pourront
étre dilués avec 2 & 4 mL I’HNO; 2% (v:v).

Le dosage des ETM a été réalisé sur un ICP-MS Agilent 7500 series (IPREM, Pau). Deux types d’éta-
lonnage ont été employés dans cette analyse : interne (avec 1'Y, Sc et le Bi & 1 ppb) (VANHAECKE et al.,
1992) et externe via une solution multiélémentaire avec reconstitution de la matrice acide (HNO; & 2%, v:v),
la gamme de la calibration externe s’étendait de 0 & 20 ppb (BULSKA & WAGNER, 2016). Les mesures ont été
corrigées par la calibration interne (Y, Bi ou Sc en fonction de I’élément analysé, VANHAECKE et al. (1992)),
ainsi que par les blancs d’acides (HNO; 2%, v:v) correspondant aux étapes d’extraction et d’injection, et des
blancs de filtration (de eau Milli-Q ayant suivie les méme procédés de filtration, extraction et injection).
De nouveau, un échantillon est injecté a dix reprises dans 'ICP-MS et sa valeur finale est moyennée. Les LD
étaient comprises, en fonction des ETM et des campagnes d’échantillonnages, entre 0,005 et 12,5 ppb. Ces
analyses ont été validées via a l’emploi d’eaux certifiées, la TM RAIN-04 une eau de pluie (Environment
Canada), la SLEW-3 une eau estuarienne (National Research Council, Canada) et la SLRS-6, une eau de

riviere (National Research Council, Canada).
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2.2.2 Détermination du mercure

Deux méthodes ont été distinctement employées pour la caractérisation du mercure et/ou des organomercu-
riels dans cette étude. Cette distinction est fonction de la nature des échantillons. Pour les eaux, quelle que
soit la fraction, les organomercuriels ont été mesurés par chromatographie en phase gazeuse (GC) et
spectrométrie de masse a plasma couplé par induction (ICP-MS), ainsi que la méthode de dilution
isotopique, I'analyse a été réalisée conformément & MONPERRUS et al. (2005). Pour les sédiments, c’est le

mercure total qui a été mesuré via un analyseur de mercure (AMA-254, LECO) (COSTLEY et al., 2000).

2.2.2.1 Détermination des organomercuriels par GC-ICP-MS dans les eaux

Comme indiqué précédemment, la mesure des organomercuriels repose sur le couplage d’une méthode de
séparation (GC) et d’une méthode de détection (ICP-MS). La particularité de cette analyse repose sur
I’emploi de la méthode de dilution isotopique qui permet d’augmenter la précision et la justesse de la mesure
par rapport aux méthodes classiques de calibration (MONPERRUS et al., 2004). Cette méthode consiste a
I’ajout d’'une quantité connue d’un isotope de I’élément étudié dans 1’échantillon. Les concentrations sont

déduites des rapports isotopiques.

e Préparation des échantillons

Les échantillons ont été brievement passés dans un bain & ultrasons (quelques minutes) pour s’assurer que les
analytes ne restent pas fixés sur les parois des contenants de stockage. Apres homogénéisation par agitation
manuelle, 100 mL d’échantillons ont été transférés dans des flacons en verre préalablement nettoyés (voir
détails plus bas). Ensuite, 5 mL d’un tampon d’acétate de sodium, solutions d’isotopes stables de 19°THg et le
201NM[MHg (MONPERRUS et al., 2008). Le pH est ensuite ajusté a 4,9. Apres quelques heures d’équilibration,
250 nL d’isooctane et 80 pL de solution tétraéthylborate (5%) sont ajoutés, ils permettent respectivement
les étapes d’extraction et de dérivation. Les échantillons sont alors agités pendant 20 min & 40 rpm. La phase

organique surnageante sera finalement récupérée et injectée (en triplica) via des microfioles GC.

Ici, comme pour la collecte des échantillons in situ, I'intégralité du matériel employé pour la préparation
des échantillons était au préalable nettoyé selon les protocoles précédemment décrits par MONPERRUS et al.
(2005). Le matériel a été au préalable nettoyé avec du détergent (RBS™) et abondamment rincé. Puis, il a
été décontaminé via deux bains d’acide nitrique (HNO4) 10 % (v:v) et un bain d’acide chlorhydrique (HCI)
10 % (v:v). Pour chaque bain, le matériel a subi une étape de sonication de 2h et entre chaque bain, le
matériel a été rincé au moins 3 fois a ’eau déionisée. En suivant, il était séché sous hotte a flux laminaire et

finalement stocké sous deux sacs en polyéthyléne jusqu’a emploi.
e Instrumentation et injection : GC-ICP-MS
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Ces analyses ont été réalisées sur un chromatographe gazeux (Agilent Technologies) équipé d’une colonne
RXi®-5 ms (de 0,25 mm de diametre) (Restek) couplé & un ICP-MS. Le gaz vecteur est ’hélium, son débit
est de 5 mL.min™!. Le four du GC est chauffé & 80°C pendant 1 min, puis augmente de 30°C.min™! jusqu’a
la température de 180°C, puis augmente de nouveau de 50°C.min!, jusqu’au palier final de 280°C maintenu
pendant 2 min. La température de l'injecteur est de 280°C. Les mesures sont corrigées par la valeur des
blancs de procédure (correspondant a la préparation des échantillons et leur injection) et contrdlées par
celles des blancs de filtration. La calibration ici est interne, elle correspond & I’emploi de la méthode dilution
isotopique. Elle est controlée par 'emploi de standards naturels de 1’élément ciblé (ici le mercure). La LD
varie en fonction des campagnes d’échantillonnage, respectivement entre 0,067 et 0,212 ng.L-1 et 0,002 et

0,009 ng.L-1 pour le °THg et le 2°!MMHg, I'intégralité des valeurs mesurées sont supérieures a la LD.

2.2.2.2 Détermination du mercure total par dans les sédiments

Pour les sédiments, la concentration en mercure total dans les sédiments a été mesurée via un analyseur
de mercure total, 'AMA-254 (LECO). Cette analyse ne nécessite pas de pré-traitement des échantillons
(digestion, extraction, etc.) au préalable. La concentration en mercure total y est déterminée par spectro-
métrie d’absorption atomique (AAS) (COSTLEY et al., 2000).

De 15 a 35 mg de sédiments lyophilisés et broyés sont pesés dans une nacelle de nickel. Cette nacelle est in-
troduite dans I'analyseur ot les échantillons y sont décomposés par chauffe (850°C) et en présence d’oxygene.
Apres décomposition, le mercure sous forme élémentaire (Hg®) est entrainé par un flux d’oxygeéne jusqu’a un
piege d’or ot il est amalgamé. Le mercure est ensuite désorbé par une chauffe rapide (750-850°C) et entrainé
par un flux d’oxygene vers des cellules de détection ou le mercure est mesuré par spectrométrie d’absorption

atomique a 254 nm.

2.2.3 Analyses des contaminants organiques

e Extraction par adsorption sur phase solide pour les matrices eaux

L’étape d’extraction est réalisée distinctement pour les HAP, pesticides et PCB, puis pour les muscs synthé-
tiques et les filtres UV, enfin derniérement pour les alkylphénols et selon la méthode décrite par BLANCO-

ZUBIAGUIRRE et al. (2014) et modifiée par CAVALHEIRO et al. (2015) pour les alkylphénols.

Pour chacune des catégories d’analyses, 100 mL d’échantillons (fraction totale ou dissoute) sont placés dans
des flacons en verre au préalable nettoyés comme indiqué précédemment, une solution de standards internes
est ajoutée aux échantillons. Pour les 3 catégories d’analyses, la composition, concentration et quantité de
standards internes varient, ainsi pour lanalyse des HAP, PCB et pesticides, 10 pL. d’une solution & 10
ppm de naphtaléne d8, acénaphthéne d10, péryléne d12 et atrazine d5 (Sigma Alrich) & 10 ppm, de 10 pL

d’une solution de musc xyléne d15 (LGC Standards) & 10 ppm (CAVALHEIRO et al., 2013) pour les muscs
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synthétiques et 10 pL d’une solution de benzophenone d10 a 10 ppm filtres UV et pour les alkylphénols, de
50 pL. de nonylphénol-d4 (Sigma Alrich) & 1 ppm (CAVALHEIRO et al., 2014).

Ensuite, 5 fragments de microtubes de polyethersulfones (PES) (Membrana GmbH, Germany) long d’ap-
proximativement 1,5 cm sont introduits dans les d’échantillons. Ces microtubes représentent la phase sta-
tionnaire de I'extraction, ils vont permettre la pré-concentration et I’extraction des contaminants organiques
par adsorption a leur surface. Afin de favoriser 'efficacité et 'homogénéité de cette adsorption, le mélange
est mis sous agitation pendant 15h & 990 rpm. Chacune des trois extractions est réalisée en triplica.

Les PES sont finalement récupérés, rincés a ’eau Milli-Q, séchés et transférés dans des Eppendorf 1,5 mL avec

300 nL. d’acétate d’éthyle. Apres 8 min d’ultrasons, la phase liquide est transférée dans un flacon GC-MS.

Ce protocole correspond a l'extraction pour les HAP, pesticides et PCB et pour les muscs synthétiques et les
filtres UV comme décrit par BLANCO-ZUBIAGUIRRE et al. (2014). Pour les alkylphénols, il a été adapté par
CAVALHEIRO et al. (2017) en y incluant notamment une étape de dérivatisation. Ici, les PES sont découpés
en deux et transférés dans 125 pL d’acétate d’éthyle. Apres 8 min d’ultrasons, 50 uL de BSTFA/TMC (99:1)
sont ajoutés, le tout est placé a 1’étuve & 60°C pour 45 min (SHAREEF et al., 2006). Finalement, la phase
liquide est transférée dans un flacon GC-MS et stockée a -20°C avant l'analyse en GC-MS, les paramétres

d’injections et de contrdle seront indiqués plus bas.

e Extraction des contaminants organiques par la méthode QuEChERS pour les matrice

sédimentaires

Pour les sédiments, I’étape d’extraction a été adaptée d’aprés BEN SALEM et al. (2016) pour les HAP, PCB
et pesticides et NECIBI et al. (2016) pour les muscs synthétiques. Briévement, un aliquot de 2 g d’échantillons
ont été pesés dans un flacon en polypropyléne de 50 mL et sont ajoutés 4 mL d’eau Milli-Q (Millipore), 20
pnL de standards internes de naphthaléne d8, acénaphthene d10, pérylene d12, atrazine db, carbamazépine
d10 (Sigma Alrich) et musc xylene d15 (LGC Standards) & 100 ng.g™' chacun. Le tout est homogénéisé
et 10 mL d’une solution d’acétate d’éthyle:toluéne (75:25, v:v) sont introduits. Aprés 1 min de voxtex, un
mélange de sels de tampon citrate est ajouté. La solution de nouveau homogénéisée a la main, vortexée 1
min puis centrifugée a 4000 rpm pendant 5 min. Le surnageant est collecté dans un tube en polypropyléne
de 15 mL contenant un mélange de 1 200 mg de MgSO,, 400 mg de PSA et 400 mg de C18EC (Agilent
Technologies). Aprées avoir été vortex 1 min et centrifugé (4000 rpm pendant 5 min) de nouveau, le surnageant
est transféré dans un tube en verre et évaporé sous air comprimé (TurboVap LV, Biotage) jusqu’a qu’il ne
reste approximativement que 1 mL. Apres une homogénéisation, le contenu est transféré dans un flacon GC-
MS et stocké a -20°C avant I’analyse en GC-MS, les parametres d’injections et de contrdle seront indiqués

plus bas.

e Injection et instrumentation : LVI-PTV-GC-MS
L’analyse des contaminants organiques (dans les sédiments et les matrices eaux) et substances pharmaceu-
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tiques dans les sédiments a été réalisée sur un chromatographe gazeux (GC) 7890A (Agilent Technologies)
équipé d’un injecteur & large volume (LVI) et vaporisateur a température programmable (PTV) et d’une
colonne capillaire HP-5MS UTI (30 m de long, 0,25 mm de diameétre et 0,25 m d’épaisseur du film), couplé
4 un spectromeétre de masse 5975C (MS) triple quadrupéle avec une source d’ionisation par impact
électronique (El) (Agilent Technologies). La chromatographie est réalisée avec I’hélium (He) (Linde) comme

gaz vecteur.

En fonction des contaminants organiques ou de la matrice ciblée par ’analyse, les conditions d’injections et
de séparation des échantillons peuvent varier. Elles ont été résumées dans le tableau 2.3 pour les conditions
d’injections et dans le tableau 2.4 pour la programmation du four du GC.

TABLEAU 2.3 — Conditions d’injections des échantillons pour les analyses des contaminants organiques en
GC-MS.

HAP, PCB & Muscs synthétiques & Alkylphénols
pesticides filtres UV

Matrice Sédiments & Eaux Sédiments & Eaux Eaux

Volume d’injection 20 50 20

(nL)

Débit d’injection 8 360 360

(nL.min1)

Température de 50 50 40

cryofocalisation (°C)

Temps de 2,58 4 3

cryofocalisation (min)

Débit de fuite 100 75 75

(mL.min?t)

Pression (psi) 5 4,35 4,35

Mode splitless : Temps 2,5 1,5 1,5

(min)

Mode splitless : Augmentation de 10°C.s?  Sédiments : 12°C.s7! jusqu’a 300°C

Température (°C)

Référence

jusqu’a 325°C (maintenue
pendant 25 min)

BEN SALEM et al., 2016

Augmentation de 12°C.s™!
jusqu’a 300°C (maintenue
29 min) ; Eau :
Augmentation de 12°C.s™!
jusqu’a 300° (maintenue 5
min) puis augmentation
jusqu’a 330°C (maintenue
5 min)

NECIBI et al., 2016
CAVALHEIRO et al., 2017
modifié d’apres
CAVALHEIRO et al., 2013

maintenu pendant 10 min

CAVALHEIRO et al., 2017
modifié d’apres
CAVALHEIRO et al., 2014

Pour I'eau et les sédiments, deux méthodes d’étalonnage ont été employées : un étalonnage interne et externe.
Dans les sédiments, la gamme s’étendait de 0 & 1000 ng.g™! pour I’ensemble des catégories de contaminants
organiques. Pour les eaux, les gammes d’étalonnage externe s’étendaient de 0 & 500 ng.L 'pour les HAP,

PCB et pesticides et de 0 & 2000 ng.L™! pour les alkylphénols, les muscs synthétiques et les filtres UV.
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TABLEAU 2.4 — Programmation du four du GC en fonction du type d’analyse et des matrices ciblées.

HAP, PCB & Muscs synthétiques & Alkylphénols
pesticides filtres UV

Matrice Sédiments & Eaux Sédiments & FEaux Eaux

Débit du gaz vecteur 1,5 1,3 1,3

(mL.min?)

Programme de
chauffe du GC

Référence

50°C pendant 3 min, puis
augmentation de
25°C.min! jusqu’a 195°C
(maintenu pendant 1,5
min), augmentation de
8°C.min™! jusqu’a 265°C
(maintenu pendant 1 min)
et augmentation de
20°C.min! jusqu’a un
palier final a 310°C
maintenu 5 min

BEN SALEM et al., 2016

60°C pendant 4 min puis
augmentation de
30°C.min! jusqu’a 190°C,
ensuite, augmentation de
5°C.min"! jusqu’a un
palier final a 290°C
maintenu 5 min

NECcIBI et al., 2016
CAVALHEIRO et al., 2017
modifié d’apres

60°C pendant 3 min,
augmentation de
10°C.min™! jusqu’a 170°C,
ensuite, augmentation de
15°C.min™! jusqu’a un
palier final a 300°C
maintenu 5 min

CAVALHEIRO et al., 2017
modifié d’apres
CAVALHEIRO et al., 2014

CAVALHEIRO et al., 2013

Les valeurs obtenues sont le résultat de la moyenne arithmétique de 'injection de 3 réplicats de prélévement
pour les sédiments et de 3 réplicats d’extraction pour les eaux. Les analyses ont été contrblées par une
calibration procédurale pour chaque catégorie (HAP, PCB et pesticides; muscs synthétiques et filtres UV ;
alkylphénols). Les phases d’injections sont controlées par I’'emploi de blancs procéduraux d’acides (HNOg
2%, v:v). Les mesures sont corrigées par la valeur des blancs d’injection (pour les sédiments et I’eau) et de
filtration (pour les matrices eau). Les LD obtenues dans les sédiments étaient comprises entre 0,5 et 20 ng.g™!
pour les HAP, entre 0,1 et 1,5 ng.g™' pour les PCB, entre 0,2 et 90 ng.g™! pour les pesticides, entre 0,01 et 2
ng.g"! pour les muscs synthétiques et entre 0,1 et 8 ng.g™! pour les filtres UV. Les LD obtenues dans les eaux
étaient comprises entre 5 et 50 ng.L™! pour les HAP, entre 5 et 20 ng.L! pour les PCB, entre 5 et 50 ng.L!
pour les pesticides, entre 1 et 5 ng.L ™! pour les muscs synthétiques, entre 5 et 20 ng.L ™! pour les filtres UV

et entre 10 et 50 ng.L ™! pour les alkylphénols.

2.2.4 Analyses des résidus pharmaceutiques en LC-MS/MS

Le dosage des résidus pharmaceutiques fut réalisé par chromatographie liquide (LC) couplée & un spec-
trométre de masse en tandem (MS/MS). Ces analyses ont été réalisées sur des échantillons d’eau cor-
respondant a la phase dissoute ainsi que des échantillons sédimentaires. Au total, ce sont 46 substances

pharmaceutiques qui furent recherchées dans ces deux matrices (Tableau 1.11).

e Extraction et pré-concentration sur phase solide des échantillons sédimentaires
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L’extraction des substances pharmaceutiques dans les sédiments a été réalisée en deux étapes, (a) l'extraction
des substances de la matrice sédimentaire par sonification d’apres un protocole adapté de SIEDLEWICZ et al.
(2016) et (b) extraction et pré-concentration sur phase solide (SPE) d’aprés, ici, un protocole adapté de
GROS et al. (2017). Pour cette premiére étape (a), & 200 mg de sédiments lyophilisés, broyés et homogénéisés
ont été ajoutés 40 pL d’un mélange de standards interne (Sigma Alrich) composé de carbamazépine d10,
d’aténolol d7, de ciprofloxacine d8, de norfloxacine d5, d’ofloxacine d3, de diazepam d5, de nordazépam d5
et d’ibuproféne d3 a 50 mg.L ! dans du méthanol (CH;OH). En suivant, 1 mL de CH;OH, 1 mL de chlorure
d’ammonium (NH,Cl) supersaturé et 200 pL. de Na, EDTA & 0,1 mol.L"! (Sigma Alrich) ont été ajoutés
aux sédiments. La solution a été en suivant vortexée pendant 1 min, puis elle a été soumise une étape de
sonification pendant 8 min et finalement centrifugée & 4500 rpm pendant 5 min. Le surnageant est transféré
dans un nouveau tube de 50 mL (polyproléne) et le niveau est ajusté a 50 mL avec de l'eau Milli-Q.

L’extraction sur phase solide des contaminants organiques a été réalisée sur des cartouches Oasis HLB
(60 mg, 3 cc) (Waters) conditionnées avec 2 fois 3 mL de CH;OH & un débit approximatif de 1 mL.min™.
L’intégralité des 50 mL d’échantillons ont en suivant été chargés sur les cartouches (& 10 mL.min™!). Apres
le passage des échantillons, la cartouche a été rincée avec 5 mL d’eau Milli-Q, puis séchée a température
ambiante pour 15 & 20 min. L’¢lution finale a été réalisée dans 5 mL de CH;OH (& 1 mL.min!). L’éluant
a été ensuite évaporé sous flux d’air comprimé (TurboVap LV, Biotage) et reconstitué dans 1 mL d’une
solution de CH;0H et d’eau Milli-Q (5:95, v:v). La solution a été ensuite vortexée pendant 20 s, transférée

dans un flacon LC/MS et conservée jusqu’a l'injection en LC-MS/MS & -20°C.

e Extraction et pré-concentration sur phase solide pour les échantillons d’eaux

Pour la fraction dissoute des eaux de l’estuaire, les échantillons ont été directement soumis a l’extration
sur SPE (b), de nouveau, d’aprés un protocole adapté de GROS et al. (2017). De nouveau, en amont de
'extraction et & 200 mL d’échantillons, ont été ajoutés 200 pL de Na,EDTA & 0,1 mol.L ! (Sigma Alrich),
10 pL d’un standard interne de PFA MPFAC-C-IS & 2 mg.L'! et 10 pL & 2 mg.L'! d’un mélange d’étalons
internes (Sigma Alrich) de substances pharmaceutiques composé de carbamazépine d10, d’aténolol d7, de
ciprofloxacine d8, de norfloxacine d5, d’ofloxacine d3, de diazepam d5, de nordazépam d5 et d’ibuprofene
d3 & 50 mg.L'! dans du CH;OH. L’étape d’extraction sur SPE réalisées pour les échantillons d’eau est tres
similaire a celle décrite précédemment pour les échantillons.

Briévement, 'extraction a été réalisée de nouveau sur des cartouches Oasis HLB (60 mg, 3 cc) (Waters)
conditionnées ici avec 5 mL de CH;OH puis 5mL d’eau Milli-Q & un débit approximatif de 1 mL.min"!.
Apres passage des échantillons, la cartouche est rincée avec 5 mL d’eau Milli-Q et séchée pendant 15 a 20
min a température ambiante.

L’élution finale a eu lieu dans 8 mL de CH;OH. L’éluant a été en suivant évaporé a sec sous un flux d’air
comprimé (TurboVap LV, Biotage) et reconstitué dans 1 mL d’une solution de CH;OH:eau Milli-Q (25:75,
v:v). Il est finalement scindé en 2 échantillons de 500 pL et stocké dans des flacons GC a -20°C.
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e Injection et instrumentation

Pour l'analyses des résidus pharmaceutiques dans les eaux a été réalisée en LC-MS/MS, d’apres les travaux
de thése de CAPDEVILLE (2011). Ainsi, la premiére étape de séparation a été réalisée par chromatographie
liquide (LC) & l'aide du systéme Acquity UPLC® (Ultra Performance Liquid Chromatography) (Waters)
équipée d’une colonne C18 Acquity UPLC HSS T3 (1,8 pm de taille des particules et 50 mm x 2,1 mm)
(Waters) précédé d’une colonne de garde (1,8 pm de taille des particules et 50 mm x 2,1 mm). Le débit lors
de la chromatographie a été fixé a 0,4 mL par min, la température de la colonne maintenue a 40°C et le

volume d’échantillon injecté était de 5 pL.

Trois injections distinctes ont été réalisées, la premieére en mode d’ionisation positive, une seconde en mode
négatif ciblant la majorité des composés et une troisieme en mode négative de nouveau ciblant uniquement les
hormones (’estrone, 'oestradiol et 1’ éthinylestradiol). Pour I’analyse en mode positif, la phase mobile était
constituée de deux éluants, 'eau Milli-Q avec 0,1% d’acide formique (A) et 'acétonitrile (B). En mode négatif,
la majorité des substances pharmaceutiques ont été séparées via I’emploi d’une phase mobile constituée de
nouveau ’eau Milli-Q avec 0,01% d’acide formique (A) et acétonitrile (B). La troisiéme injection ciblant les
hormones, a été réalisée en mode négatif uniquement, pour la quantification des hormones, la phase mobile

était constituée d’eau Milli-Q (A) et d’acétonitrile (B).

Pour chacune de ces injections, 1’étape de chromatographie est de 10 min, pendant cette étape, la portion
relative de chaque éluant varie. Ainsi, initialement, la phase mobile est constituée de 2% de 1’éluant B et
est maintenue a cette composition pendant 2 min, puis la portion de I’éluant B dans le mélange augmente
linéairement jusqu’a 60% & 4 min et ensuite 100% & 6 min. Cette composition est maintenue pendant 1 min

et avant de retrouvé la composition initiale (2% de 1’éluant B) pour les 3 derniéres minutes.

La LC est couplée & un spectrométre de masse triple quadrupéle Xevo TQ en tandem (MS/MS)

équipé d’une source d’ionisation par électronébulisation (electrospray ionisation, EI) (Waters).

Pour l'eau et les sédiments, deux méthodes d’étalonnage ont été employées : un étalonnage interne et ex-
terne. Pour les sédiments, deux gammes procédurales externes ont été réalisées a partir de deux échantillons
présentant des granulométries différentes (I'un sableux, ’autre limoneux). Brievement, 200g de ces sédiments
auxquels est ajoutée une concentration croissante, entre de 0 & 500 ng.g™!, en résidus pharmaceutiques ont
subi les mémes étapes d’extractions et de pré-concentration que les échantillons. Pour les eaux, la gamme

d’étalonnage était unique, s’étendait de 0 & 2500 ng.L! et a été réalisée a partir d’H,0 ultrapure.

Pour ’ensemble des échantillons, les phases d’injections sont contrdlées par ’emploi de blancs procéduraux
et des blancs de solvant (MeOH:H,O, 5:95, v:v). Pour les phases aqueuses, les mesures ont été corrigées
par les blancs de filtrations, soit 500 mL d’eau MilliQQ subissant les mémes conditions de filtrations et

conditionnement que les échantillons.

124



2.3. Caractérisation de la dynamique de matiére organique

nzpewiyg 0009-44

(9ou00s0I0ON OP UOISSITIIY-UOIYRIIOXS, P 9ILIJRIN : JNFHH) olIjouuLionfjorjoedg

(INO@D) @ouedsaIoNy Op 9o1pUT

a[qisia-A ) uonydiosqe p s1doosorjosdg

(INO@D) enbyeds sdurqIoSqy

(2L6T T8 30 PURPPLIS gGT UOSUWIGOY doda

NZPEUIS 0081-AN 23 Ioproutpsuag) VI Ue (g96T Aoy 23 Aydiniy) oupeurojoydoroads a1119WILIO0)) NOQ
douedsouTINTWIYD Ted UOI0999p 23 onbriATeies uorsnquio)) N.L

nzpenrys T-NNL/T-DOL (DI, ne DI np uonoesnos Ied) enbryA[eied uorysnquio)) 00d

nzpewrys 08T-AN

(6961 ‘oury) saide p oyipowr £8GT ‘Snifesuo,) aLjguworydorjdods o1199UILIO[0))

(S ‘-SH ‘STH) seaqy| seanyng

(9261 ‘101pOY) o119woydorioeds orrjouofoydoN

(c708) soreyng

(2,61 ‘suosied 2y PURPPIIG ‘ GGET ‘Ao[Y 23 UIMIN) oLjewoydo1)oads a1119WILIO[0))

("(HO)1S) 90118

(TLBT “'T& 30 pueppLng fge61 ‘uosuiqoy
23 Ieproutpsuag g9g] ‘Aorry 23 Aydiny soxde p) errjourojoydorpoads modTUTDAT,

(-FON) @reanN

(-°ON) o11N

(6961 ‘Poro1o3]) arrpeuoydoroads oLI1I9TLIO[0))

(L"HN) wnruowrwy

(TL6T “"Te %0 PURPPLIIG {gGET UOSUIqOY
2y Ioproutpsuag g9 ‘Ao(ry 2y Aydinjy seide p) orjgmojorydoryoods woIUYIaT,

(-e"0d) @yeudsoyq

(wrl gp‘p >) eynossip uorpory

uorjejuamInIjsuy

anbryApeur spoyloN

9InNSatl aIjRuIeIeJ

-onbrued1o a1s1yeI B op UOIYesLIDIORIRY B Inod segfojdie Sopo1oul 10 SOINSOUL SOIOWRIR] — G'7 NVATIIV],

125

"Gz TIRd[RY) O] SURP SOQ[TRIOP 919 JUO SAY) 93190 JURILIIIUOD SIISI[LIT SISATRUR SO

"apIoga(] ueyjeuor red onbruiyoo9Sorq ona op jurod Np SOILINIP 939 JUO SO[RIUIWAUUOIIAUS SIILIYEW SO $9IN0% “ LI TOJOUDIIN 20foxd np axped of sue(]

onbrue3io aild1yewn ap enbrureudp e[ op uoljesLPjIRvICR) €°F



Chapitre 2. Matériel et méthodes

(erqruodsip uoy) o[qefreay 10N : VN

syuewMIIsu] A¥) awitidos] 23 000G N/D

USe[] OYIUeIdg IoysI JOULISY T, (enbrdojost j10dder g assewr op orIjoword0ds) SINYI (N“T¢ 10

DET9) aj0ze 15 suoqIed Np 9dojosy

NzZpewIys anbrj£eyed uorpsnquio)) oN?

V-000SINSS 3 TIANL/T-DOL (DJ, ne DI np uorjorIysnos red) anbrjAeied UOIISNUIO)) N0d

VI e (ZL6T e 30 PURIILIG

{7661 ‘uosurqoy 2y Iepleutdsuag saide p) orrgmoydor)dads 19 S1II9WILIO0)) NOd
VId
NZPRHHES 008T-A (2961 “Aorry 23 Aydanpy op sporiou e[ saxde p) srjgwioydorjoeds 19 S1IJ9WILIO[O)) dod
(F00g ‘[ono1gy] 2y jourmy L9671 ‘Uezualor] saide p) srjguojoydorioedg syuowdrdogyd 30 e o[Aydorory)
VN (D009 ® Yjg se1de) oyoas 10 oprwuny 99s9J neod Uo INOUIT,

sqpuawipgs 10 (url gF‘Q <) aare[norjred uorjoedg

UOI)RJUSUITLIISUT anbrAeue apoYIN 9INSOW SIJOUIRIR

(99ms) -onbruedio aIgljewt B] op UOIYRSLIDIORIRD B] INod segfo[dure SOPOTI9UI 19 SPINSOUW SoIjRIRIR] — G'g NVATIV],

126



2.4. Caractérisation des communautés microbiennes par des méthodes de biologie moléculaire

2.4 Caractérisation des communautés microbiennes par des mé-

thodes de biologie moléculaire

2.4.1 Préparation des échantillons

En amont de 'extraction d’ADN, les filtres (de porosité de 3 pm et de 0,22 pum) furent découpés a l'aide
de scalpel stérile et broyés a ’azote liquide a l'aide de mortiers et pillons en agate auparavant nettoyés et

autoclavés (Figure 2.8). Les broyats furent stockés temporaire a -20 °C dans 'attente de lextraction.

FIGURE 2.8 — Illustration des filtres de 3 pm de porosité (A) et des Sterivex™ (B).

2.4.1.1 Extraction de ’ADN génomique total

Dans un but d’homogénéité, I'intégralité des échantillons de sédiment et des filtres ont subi le méme protocole
d’extraction. Les extractions ont été réalisées avec le kit d’extraction DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen), selon
le protocole proposé dans le manuel d’instruction du fabricant. Schématiquement, ce protocole consiste en
une lyse mécanique (Figure 2.9) et chimique, suivis d’une succession d’étapes de filtration et purification
permettant in fine de collecter ’ADN extrait. Au final, ’ADN extrait est récupéré dans 100 L de tampon

d’élution. Les ADN ainsi extraits sont ensuite conservés a -20°C.

2.4.1.2 Dosage d’ADN

Les concentrations en ADN pour tous les échantillons ont été mesurées par fluorimétrie avec un appareil

Qubit 1.0. En fonction de la concentration en ADN extrait, deux kit de quantification furent employés :
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Qubit dsDNA HS Assay kit ou Qubit dsDNA BR Assay kit (Thermo Fisher Scientific). Ces deux kits ne se
distinguent que par les gammes de concentrations ciblées, allant de 10 pg.pL™! & 100 ng.pL™ pour le HS et

de 100 pg.pL! 4 1 000 ng.pL* pour le BR.

F1GURE 2.9 — Illustration de ’étape de lyse mécanique par vibrobroyage.

2.4.1.3 Normalisation des concentrations en ADN

Au-dela du controle de la concentration en ADN extraits, les mesures réalisées avec le Qubit permirent de
normaliser la concentration en ADN entre les échantillons. Les échantillons de sédiments (SED) et ceux
correspondant aux microorganismes associés aux particules (PA) ont été normalisés, c’est-a-dire dilués ma-
nuellement & 1'aide d’eau stérile (Fisher Bioreagents), afin de correspondre a la plus faible concentration,
soit 10 ng d’ADN par pL. Les échantillons correspondant aux microorganismes libres dans la colonne d’eau

(FL), moins concentrés en ADN ont été normalisés & 2 ng.pLt.

2.4.2 Analyse de géne codant de ’ARNr 16S

L’analyse de la séquence de ’ADN 16S est I'un des outils le plus utilisés pour la caractérisation phylogéné-
tique des communautés microbiennes. Ce gene présent sous la forme d’une ou plusieurs copies chez ’ensemble
des procaryotes (bactéries et archées) code pour 'ARNr 16S constituant de la petite sous-unité ribosomale
(KLAPPENBACH et al., 2000).

Les ribosomes sont des organites cellulaires essentiels a la traduction d’ARNm en protéines. Cette fonction
hautement essentielle au vivant explique le haut degré de conservation des séquences impliquées dans la struc-
ture des ribosomes. Long d’approximativement 1 500 nucléotides, ce gene est constitué d’une alternance

de régions conservées et hypervariables (labellisées de V1 a V9) (Figure 2.10).
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Afin de distinguer deux espéces microbiennes, il est nécessaire d’identifier des différences entre leur séquence.
Les régions hypervariables sont alors utilisées comme « horloge moléculaire », les mutations y apparaissant
sont utilisées pour mesurer la distance phylogénétique entre especes.

Les régions conservées servent quant a elles de zone de complémentarité pour les amorces « universelles »,
elles vont permettre I'’hybridation et ainsi ’amplification d’une région du gene. Ainsi, les amorces idéales pour
un séquencage devront étre positionnées au niveau d’une région conservée et permettre I’amplification d’une
région hypervariable. Au dela du contrdle de la concentration en ADN extraits, les mesures réalisées avec le
Qubit permirent de normaliser la concentration en ADN entre les échantillons. Les échantillons de sédiments
(SED) et ceux correspondant aux microorganismes associés aux particules (PA) ont été normalisés a 10 ng
d’ADN par pL. Pour les échantillons correspondant aux microorganismes libres dans la colonne d’eau (FL),

qui étaient moins concentrés en ADN ont été eux normalisés a 2 ng.L L.

> A > D o Aonal 2
O P \";\ q,"t‘b t{gb »{S\ é\b bQ’Q/ Q;ﬁ/ ‘23\0) Q»Q’Q) \Qb‘ N \’(\ \'7/‘)‘ K \"{‘b’\b@ '\%b‘
Position (pb)

FIGURE 2.10 — Représentation schématique des alternances de séquences conservées et hypervariables dans
les genes codant pour 'ARNr 16S. Les régions sont positionnées d’apres leur emplacement le long de ’ADN
16S pour FEscherichia coli d’aprés BROSIUS et al., 1978.

2.4.2.1 Sélection des amorces

Actuellement, il existe une multitude d’amorces « universelles » ciblant différentes régions hypervariables du
gene de ’ARNr 16S. Ces amorces doivent simultanément recouvrir des régions conservées pour pouvoir se
fixer a ’ADN et des régions hypervariables afin de pouvoir identifier les variations entre différentes especes.
Il est important de noter qu’un couple d’amorce n’est pas choisi au hasard. La région hypervariable ciblée
(V1, V2, V3, etc.), le couplage entre les amorces sens (forward) et anti-sens (reverse) ou la composition des
amorces (pourcentage de G/C) sont parmi les critéres les plus importants & prendre en compte dans le choix

d’un couple amorces.

Un autre critére important est la représentativité. Bien qu’idéalement, les amorces « universelles » soient
congues pour séquencer indissociablement chaque bactérie ou archées, concrétement, chaque amorce n’est
. . . , . , " . N

jamais completement représentative de l’ensemble des procaryotes. Ces amorces ont été dessinées d’apres
les connaissances disponibles, généralement sur des modeles bactériens cultivés et bien référencés (comme
Escherichia coli). Les amorces ainsi congues seront plus représentatives pour les organismes proches du

modele en question, et inversement s’avéreront clairement moins sensibles pour les organismes plus éloignés
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génétiquement. Ceci est particulierement remarquable pour le domaine des archées, qui est actuellement

sous-représenté par les amorces « universelles » (ELOE-FADROSH et al., 2016).

Dans le cadre de ce projet, une analyse préliminaire in silico a été effectuée afin d’identifier le potentiel pour-
centage de recouvrement pour les domaines des Bacteria et Archaea de chaque amorce ou couple d’amorces.
Ces pourcentages de recouvrement ont été calculés avec SILVA TestPrime? et TestProbe? et la base de
données SILVA SSU r138. Le couple final d’amorce utilisé est détaillé dans le tableau 2.6, il cible les régions
V4-V5.

TABLEAU 2.6 — Caractéristiques des amorces utilisées pour le séquencage de ’ADN 168S.

Amorces  Séquences (5 & 3) Température Longeur Taille du  Référence
d’hybrida- de produit
tion I’amorce de pcr
(pb)
515F-Y GTG YCAG CMG CCG CGG TAA 58 a 62°C 19 Parada et al., 2016 modifié
411 d’aprés Quince et al., 2011
926R CCG YCA ATT YMT TTR AGT TT 46 a 54°C 20 Quince et al., 2011

Les bases ambigués, c’est-a-dire différentes de A, T, C, G ou U, correspondent & la nomenclature définie par

I'TUPAC* ainsi Y =CouT,M=CouAetR=AouG.

2.4.2.2 Amplification et séquencage

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique moléculaire permettant d’amplifier un fragment
d’ADN. Cette amplification est réalisée par une succession de synthese enzymatique d’ADN a partir d’amorces

ciblant le fragment a amplifier.

Les conditions d’amplification par PCR pour les différents types d’échantillons sont précisées dans le tableau
2.7. Les PCR furent effectuées pour un volume réactionnel de 25 pl. contenant 0,5 pM de chaque amorce
(Tableau 2.6) (Eurogentec), 1X du master mix Amplitaq™ Gold 360 (contenant du MgCl,, des ANTP et
I’ADN polymérase) (Thermo Fisher Scientific) et 1 pL ’ADN & 10 ou 2 ng.uL™!. Les PCR ont été réalisées
en triplica, qui seront par la suite poolés et 50 pL finaux sont envoyés a la plateforme de séquencgage Genotoul
(Toulouse, France) pour un séquengage MiSeq Illumina (2x 250 pb). Les amplifications furent contrélées par
des électrophoreses sur gel a 1% d’agarose.

Pour controler Vefficacité de ces étapes d’amplification et de séquencage, nous avons utilisé une MOCK
communauté. Il s’agit d’'une communauté artificielle dont la composition et les proportions relatives en
microorganisme sont connues. Nous avons utilisé le standard Microbial Community Standard (ZymoBIO-
MICS), composé d’un mélange d’ADN de 10 espéces bactériennes. Cet ADN suivra les étapes de PCR et de

séquencage identiquement aux échantillons.

2. SILVA TestPrime 1.0. Disponible & l’adresse : https://www.arb-silva.de/search/testprime/. Consulté en juin 2017. .
3. SILVA TestProbe 3.0. Disponible & I’adresse : https://www.arb-silva.de/search/testprobe/. Consulté en juin 2017.
4. TUPAC, Union internationale de chimie pure et appliquée. Disponible & I’adresse https://iupac.org.
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TABLEAU 2.7 — Conditions de PCR par type d’échantillons.

Etapes Température Temps Nombre de
(°C) cycle
SED & PA
Dénaturation initiale 95 10 min -
Dénaturation 95 30 s
Hybridation 60 30 s 35 cycles
Elongation 72 45 s
Elongation finale 72 7 min -
FL
Dénaturation initiale 95 10 min -
Dénaturation 95 30 s
Hybridation 64 30 s 30 cycles
Elongation 72 45 s
Elongation finale 72 7 min -

2.4.2.3 Traitements bioinformatique et statistique

2.4.2.3.1 Traitement des séquences de ’ADN 16S obtenues par séquengage Illumina

Le traitement de données produites a la suite d’un séquencage nécessite ’emploi d’outils bioinformatiques
spécifiques. Actuellement, de nombreux pipelines ou logiciels sont disponibles afin de traiter, simplifier et
homogénéiser ces approches bioinformatiques. Dans notre cas de figure, les amplicons du gene de ’ARNr 16S
obtenu aupres le plateforme de séquencage ont été analysés a I’aide du package dada2 (Divisive Amplicon
Denoising Algorithm) (1.16.0) (CALLAHAN et al., 2016a) sur le logiciel R (R CORE TEAM, 2020). Briéve-
ment, dada2 se démarque par 'emploi d’un algorithme permettant & partir des séquences, d’estimer le taux
d’erreur lors du séquengage et donc de repérer plus fidelement des séquences présentant un taux d’erreur

trop important et devant étre supprimées.

Les séquences ont été dans un premier temps filtrées, demultiplexées et derepliquées. D’apres 'inspection
de la qualité des séquences, les séquences de mauvaise qualité (présentant des bases ambigués, plus de
deux erreurs attendues,) ont été supprimées. La partie correspondant aux amorces a été supprimée et les
séquences ont été tronquées (& 240 pb pour les sens et & 225 pour les anti-sens). Généralement, le long de
I’amplicon, on tend a observer une perte d’efficacité du séquencage notamment pour les reverses, la fin des
amplicons présente généralement un score de qualité bien plus faible que le reste, c’est pour cette raison que

les amplicons sont légérement tronqués.

Le demultiplexage consiste simplement au regroupement de toutes les séquences correspondant aux diffé-
rents échantillons dans un méme fichier. La dereplication revient elle a ’assemblage de toutes les séquences
identiques, elles seront combinées ensemble sous le label de “séquence unique” par échantillon. Cette étape

n’influence pas concrétement I’analyse des séquences, mais permet de réduire drastiquement le temps d’ana-
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lyse nécessaire pour un jeu de données.

S’en suit ’association des séquences sens et anti-sens, pour regrouper ces différentes sens de lecture une zone
de recouvrement (overlap) est nécessaire. Dans le cadre de cette étude, le recouvrement minimum a été défini
a 40 pb. La table des séquences enfin construite. Une derniere étape de filtration est nécessaire, elle revient

a la suppression des séquences chimériques.

La derniére grande étape de ce traitement des séquences d’ADN est ’assignation taxonomique. Les séquences
seront alors comparés indépendamment a des bases de données de référence. Cette étape nous permet de
signer a chaque séquence une taxonomie. Cette derniére vous étes peut-étre plus ou moins précise en fonction
des séquences. Il existe différentes bases de données, chacune présentant des avantages et des inconvénients.
Dans le cadre de ce projet de theése, la base de données qui a été employée est la SILVA SSU r138° (QUAST
et al., 2013) et I’assignation taxonomique fut réalisée a 1’aide de la fonction IDTAXA (MURALI et al., 2018)
issue du package R DECIPHER (2.16.1) (WRIGHT, 2016).

Au final, dada2 produira une matrice consistuée d’ASV (Amplicon Sequence Variants), 1’assignation taxo-
nomique de ces derniers & I'inverse des OTU (Operational Taxonomic Units) n’est fixée par une limite de
dissimilarité finie (généralement 3%).

La table d’ASV ainsi obtenue, couplée la taxonomie de ces ASV a été traduite au format phyloseq (1.32.0)
(McMURDIE & HOLMES, 2013) pour une analyse plus détaillée des profils microbiens. Les séquences ont été

en suivant raréfiées afin de permettre la comparaison de la composition des différents échantillons.

2.4.2.3.2 Mesure de la diversité

e Diversité alpha

Comme indiqué dans le Chapitre 1.4.5.1, afin d’approcher la biodiversité des populations échantillonnées, il
est nécessaire d’employer des estimateurs de la biodiversité. Dans le cadre de ce projet, nous avons employé 3

différents estimateurs assez largement référencés : Chaol, I'indice de Shannon et I'indice de Simpson.

A

Le Chaol (Schao1) (Equation (2.1)) est un estimateur de la richesse spécifique permettant de corriger la
richesse spécifique observée (le nombre d’ASV observés) en prenant en compte une estimation de la proportion
d’ASV rares non détectés (CHAO, 1984). Cette estimation est réalisée a partir du nombre de singletons et
de doubletons observés. Pour rappel, un singleton est un ASV apparaissant une seule fois et un doubleton,
deux fois. Cet estimateur est basé sur la fréquence des ASV rares, estimant qu’une forte proportion d’ASV

rare est implique qu’une abondance importante d’ASV n’a pas été détecté.

~ n%
SChaol = Sobs + 2
Us)

5. SILVA rRNA database project. Disponible & I’adresse https://www.arb-silva.de.
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ol S, est le nombre total d’ASV dans I’échantillon (soit la richesse spécifique observée), n; et n, sont

respectivement les nombres de singletons et de doubletons présents dans I’échantillon.

Deux échantillons peuvent présenter une richesse spécifique identique mais présenter une diversité différente
en fonction de la proportion des différents ASV. L’indice de Shannon (H’) (Equation (2.2)), aussi appelé
Shannon—Weaver ou Shannon—Wiener, est un estimateur de la diversité qui prend en compte la proportion
des ASV dans le calcul de la diversité (SHANNON, 1948). Plus I'indice de Shannon est élevé, plus la richesse

de I’échantillon I’est et les proportions des différents taxons similaires.

N

H == p; x In(p,) (2.2)

i=1

ol N est le nombre d’ASV observé et p; est la probabilité qu'un individu tiré au hasard appartienne a ’ASV
i.

L’indice de Simpson (D) est proche de celui de Shannon, il estime la diversité a partir de la richesse et
la proportion de chaque ASV (SIMPSON, 1949). Néanmoins, ce dernier est compris entre 0 et 1. Pour des

raisons pratiques, nous avons employés I'inverse de Simpson soit 1 - D (Equation (2.3)). Ainsi, plus cet

indice est proche de 1, plus ’équitabilité est importante, et inversement lorsqu’il tend vers 0.

N
1-D=1-> p? (2.3)
=1

ot N est le nombre d’ASV observé et p; est la probabilité quun individu tiré au hasard appartienne a ’ASV
i.
Bien que similaire, ces deux derniers indices se distinguent, I'indice de Simpson sera influencé par les ASV

les plus abondants dans I’échantillon et celui de Shannon par les rares.

e Diversité béta

Pour rappel, la diversité béta détermine la différence de diversité ou de composition entre deux sites ou
échantillons. On parlera ici de similarité ou dissimilarité. De maniere identique a la diversité alpha, il existe
de nombreux estimateurs de la diversité béta, chacun présentant des intéréts et inconvénients. Ici, nous
avons généralement employé, I'indice de dissimilarité de Bray-Curtis 3,,,, (Equation (2.4)) (BRAY &

CURTIS, 1957).

N
Zizl |piA _piB|

2.4)
N (
Zizl piA +piB

B bray —

ol p;a, Dip sont les abondances de 'espece/OTU/ASV ¢ dans les échantillons/sites A et B. Cet indice est

lui aussi compris entre 0 et 1. Plus sa valeur est proche de 1, plus les échantillons/sites sont dissemblables
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et contiennent donc des especes/OTU/ASV distincts.

La diversité béta peut étre scindée entre la part de la diversité liée a la richesse et celle associé au rem-
placement (« Turnover ») d’espéces entre sites (BASELGA, 2010). Ceci peut étre facilement résumé par
I’équation (2.5).

Brotat = Brich + Brepi (2.5)

ol B,44 correspond a la diversité béta; f3,;., et B,.,, correspondent a la la part de la diversité respectivement
a la richesse et au replacement. Pour ce calcul, nous avons employé le package R betapart (1.5.3). Les in-
dices de dissimilarité sur lesquel ce partitionnement peut étre réalisé étant limités, nous avons pour ce calcul
employé un second indice de dissimilarité, celui de Jaccard. Cet indice est relativement similaire a elui de
Bray-Curtis, & 'exception que ce premier s’appuie sur des données de présence-absence d’espéces/OTU/ASV
entre deux sites (Equation (2.6)) et Bray-Curtis se base lui sur des abondances d’espéces/OTU/ASV (Equa-

tion (2.4)).
NA B

Na g+ Nanp+ Npna

ﬁ.]acc = (26)

ou Ny g, Nynp et Npny sont respectivement le nombre d’espéces observées dans les sites A et B simulta-
nément, le nombre d’espece observée uniquement dans le site A et le nombre d’espéce observée uniquement

dans le site B.

2.4.2.3.3 Autres approches statistiques

De maniere plus générique, les différents calculs et approches statistiques employés pour décrire et inter-
préter la structuration des communautés microbiennes ou les facteurs abiotiques permettant de décrire ces

communautés sont brievement détaillés dans le tableau 2.8.
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2.4.3 Analyse de la diversité fonctionnelle : les puces & ADN (Geochip)

La technologie des puces & ADN a été employée dans l'optique d’examiner la structure fonctionnelle des
communautés microbiennes. Le large panel de catégorie et de familles de genes proposés par les puces a
ADN Geochip permet de faire le lien entre la structure fonctionnelle des communautés microbiennes et les
procédés biogéochimiques, écologiques et environnementaux (HE et al., 2007 ; Tu et al., 2014).

La derniere version de puces proposée est celle des Geochip 5.0 M qui dispose actuellement d’une couverture
de 180 000 amorces correspondant a approximativement a 1 500 familles de génes fonctionnels impliqués
dans 'homéostasie métallique, la résistance antibiotique, la réponse au stress, le transfert d’électrons et des

métabolismes secondaires comme la dégradation de contaminant organique, la virulence, etc.
e Sélection et préparation des échantillons

De part la quantité minimale d’ADN nécessaire a cette analyse (minimal de 1 ng d’ADN) et les premieres
observations des analyses des génes de ’ARNr 16S, seulement une sous-partie des échantillons fut analysée

TM " correspondant a la fraction de bactéries

sur Geochip. Précisément, les ADN extraits a partir des Sterivex
libres dans la colonne d’eau (FL), présentaient en moyenne des concentrations en ADN bien inférieurs aux
restes des échantillons. Ils furent donc rapidement exclus pour cette expérimentation, ne pouvant réunir la
quantité d’ADN minimal nécessaire.

Au final, de 1 a 5 ng d’ADN ont été envoyés pour I’analyse en Geochip 5.0M pour un total de 15 échantillons
de sédiment et de 18 échantillons correspondant aux communautés associées aux particules (PA), ce sont
les échantillons les plus caractéristiques (les plus en amont, aval, etc.) et les plus contrastés (site 6 par

exemple) qui furent conservés (Figure 2.11). L’ADN issu des triplicats par site ont été poolés ensemble pour

ces analyses afin d’obtenir une quantité d’ADN suffisants.
e L’hybridation sur Geochip

La préparation des échantillons, I’hybridation et la lecture des signaux fut réalisés par la plateforme Glomics
Inc. (Norman Oklahoma, USA). Brievement, I’ADN est premiérement marqué a ’aide d’un fluorochrome
(la Cyanine 3 ou Cyanine 5) (HE et al., 2005b), puis mis au contact des micropuces présentant les sondes
correspondants aux genes d’intéréts a leur surface. Les puces sont en suivant maintenue en chambre d’hy-
bridation (chauffé et & I'obscurité) pendant plusieurs heures. Apres cette étape d’hybridation, les puces sont
lavées afin de se défaire des brins d’ADN marqués non hybridés, puis séchées et scannées (HE et al., 2005b ;
HE et al., 2018). Les images scannées sont ensuite analysées, les spots de mauvaise qualité sont supprimés,
Iintensité de chaque spot est normalisée par la moyenne et les spots de faible intensité sont supprimés en
fonction de la valeur du ratio signal sur bruit (SNR) (HE et al., 2007). Apres réception des données, ’analyse

des données de Geochip a été réalisée sur le logiciel R (R Core TEAM, 2020).
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FIGURE 2.11 — Carte de la localisation des sites conservés pour I'analyse fonctionnelle (Geochip) des com-
munautés microbiennes.

2.4.4 Construction et analyse de réseaux microbiens

Afin d’identifier les assemblages microbiens prenant place dans les différentes matrices (SED, FL et PA) et
analyses (séquengage Illumina de I’ADNr 16S et puces & ADN), des réseaux microbiens de co-occurence ont

été élaborés. Ils ont été construits a partir de loutil en ligne MENAp (Molecular Ecology Network Analysis
pipeline) (ZHOU et al., 2011 ; DENG et al., 2012).

La construction des réseaux par MENAP est basée sur la théorie des matrices aléatoires RMT (Random

Matrix Theory) (LUO et al., 2006). Elle s’organise en 4 grandes étapes (DENG et al., 2012) :

e Introduction des données
Pour les analyses des génes de ’ARNr 168S, ce sont les tables d’ASV (abondance de chaque ASV par
site) qui servirent de base & la construction des réseaux. Pour les analyses des puces & ADN, c’est
I’abondance des genes qui furent utilisés.

e Filtration et standardisation des données
Lors de la création des réseaux, les ASV ou genes sont au préalable filtrés en fonction de leur occurrence
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au sein des différents sites/échantillons. Les différents réseaux présents au sein de ce travail de thése ont
été construits & ASV/génes présentant une occurrence minimale allant de 22 & 42% en fonction du jeu de
données. La standardisation des abondances relatives est une option facultative et est fonction du choix de

Iopérateur. Pour les analyses réalisées dans le cadre de cette these, aucune standardisation ne fut effectuée.
e Calcul de la similarité deux a deux des abondances

Ici, nous avons la corrélation de Pearson pour ce calcul de similarité (ZHOU et al., 2011).
e Détermination de la matrice finale d’apres une approche basée sur la RMT

Au-dela de la construction du réseau, MENAP propose un certain nombre d’analyses. Ainsi, ce pipeline
fut employé pour la détection de modules, c’est-a-dire des groupes de noeuds (correspondant aux ASV ou
aux geénes) présentant une densités intragroupe supérieure a lintergroupe (NEWMAN, 2004). Briévement,
ces modules ont été détectés via la méthode d’optimisation de la modularité nommé : greedy modularity
optimization (NEWMAN, 2004 ; CLAUSET et al., 2004). Finalement, les réseaux furent visualisés a l’aide des

logiciels Cytoscape (3.8.0) (SHANNON et al., 2003) et Gephi (0.9.2) (BASTIAN et al., 2009).
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Chapitre 3

Distribution et dynamique des
micropolluants chimiques prioritaires

et émergents dans ’estuaire de

I’Adour

3.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous nous focaliserons a la distribution et 1’occurrence des micropolluants chimiques
au sein des différents d’échantillons.

Ces différents prélevements ont permis I’analyse d’une série de contaminants réunis au sein de 9 catégories,
on distingue ainsi : les métaux, les organométaux, les HAP, les PCB, les pesticides organochlorés, les muscs

synthétiques, les alkylphénols, les filtres UV et les résidus pharmaceutiques.

Nous décrirons d’abord les différents profils de contamination en fonction de la position des sites de préle-
vement le long de la zone estuarienne. Ensuite, nous nous intéresserons a 'influence des différentes périodes
d’échantillonnage, et donc des saisons, sur les catégories de contaminants et profils précédemment décrits.
Dans un dernier temps, nous nous intéresserons aux relations statistiques entre les variables environ-
nementales descriptives et les contaminants et nous tenterons d’identifier les variables les plus pertinentes
permettant la description de la variabilité des micropolluants et 1’étude de I'impact des micropolluants chi-
miques sur les communautés microbiennes.

Pour I’heure, une part des données ne sont pas disponibles pour les eaux (brutes et filtrées), il s’agit des
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concentrations en contaminants organiques au printemps correspondant aux hydrocarbures aromatiques po-
lycycliques (HAP), aux polychlorobiphényles (PCB), aux pesticides organochlorés, aux muscs synthétiques,
aux alkylphénols et aux filtres UV.

Brievement, ces 9 catégories de contaminants correspondent a un total de 139 substances, dont 135 étaient
suivis dans les matrices eau et 125 dans les sédiments. Sur ’ensemble des substances chimiques ciblées quelle
que soit la campagne, 98% (122 sur 125) d’entre elles ont été quantifiées dans la matrice sédiment, 59% (53
sur 90) dans la matrice eau totale et 52% (70 sur 135) dans la fraction dissoute (Annexes, tableau A3.1).
Certains contaminants ont été identifiés uniquement dans I'une ou lautre des matrices (Annexes, figure

A3.1).

Bien que quantifiés, ces contaminants ne sont pas forcément mesurés pour I’ensemble des échantillons. I.’om-
niprésence d’un contaminant au sein de I’ensemble des échantillons peut étre décrite via la fréquence de
quantification qui est illustrée en annexe (Figures A2.2 et A2.3). Pour une nécessité de lisibilité, pour les
eaux, les contaminants pour lesquels la fréquence de quantification est inférieure a 0,2 ne sont pas représentés
(Annexes, figure A2.2). Pour les sédiments, seuls les contaminants présentant des fréquences de quantification
supérieures & 0,8 sont illustrées (Annexes, figure A2.3). Les observations précédemment réalisées ne prenaient
pas en compte les concentrations réellement observées pour chacune des substances et des matrices dans cette

étude. Ces concentrations ont été synthétisées au sein des tableaux en annexe : A2.2, A2.3 et A2.4.

La quasi-totalité des contaminants ciblés ont été détectés et/ou quantifiés & quelques rares exceptions dont
cing résidus pharmaceutiques : 'avobenzone (BM-DBM), 'ampicilline, 1’estrone (E1), 175-cestradiol (E2),
17a-éthinylestradiol (EE2) et deux alkylphénols : le 4n-octylphénol (4nOP) et le 4t-octylphénol (4tOP).
Néanmoins, ’absence de ces substances n’implique pas leur réelle absence dans 1’échantillon ou dans 1’éco-
systeme. Pour certains composés, on pourrait s’interroger la nécessité d’adapter les méthodes de préconcen-
tration afin d’abaisser leur limite de quantification et pouvoir les inclure dans les facteurs pouvant avoir un
impact sur les écosysteémes. A titre d’exemple, le 4nOP et le 4tOP avaient été détectés dans les effluents de
STEU (Station de traitements des eaux usées) le long l'estuaire de I’Adour et ne l'ont plus été dans les eaux

de Pestuaire apres dilution des effluents (CAVALHEIRO et al., 2017).

Les matrices sédimentaires sont caractérisées par un nombre de substances détectées (Annexes, tableau
A3.1 et figure A3.1) et des fréquences de quantification plus marqués que pour les eaux, et quelle que
soit la fraction (Annexes, figure A2.2). Cette observation est assez attendue puisque les sédiments sont des
matrices dites « intégratrices » (ZHANG et al., 2016 ; BRANCHET et al., 2021). Ces matrices sont moins
fluctuantes que les eaux et sont plus représentatives d’une contamination chronique d’un écosysteme. En
cela, les sédiments sont des réservoirs de contamination qui vont piéger les contaminants mais en fonction de
parametres environnementaux (LIANG et al., 2013) (comme le pH ou la salinité) pourront étre des sources
secondaires de contaminant pour les matrices eaux (GAw et al., 2014 ; FABBRI & FRANZELLITTI, 2016).

D’ailleurs & titre indicatif, le profil granulométrique des sédiments est détaillé en annexe, figure A2.4.
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3.2 Profils de contamination en fonction de la position le long de

la zone estuarienne

Comme détaillé au Chapitre 2.1.1, ’échantillonnage au sein de ce projet fiit défini de maniere a couvrir
I’ensemble de la zone estuarienne. Pour rappel, trois types de sites de prélevements sont distingués en fonction
de leur position le long de I'estuaire : les sites amonts (numérotés de 1 & 4), les sites situés dans la zone
urbaine (numérotés de 5 a 10) et les sites avals (labellisés de A a D). De maniére similaire & ce qui a été
observé pour les différents types de matrices, ici, nous allons nous intéresser premierement aux pourcentages
et aux catégories de contaminants observés pour chaque site en fonction de leur position de long de ’estuaire
(Tableau 3.1).

TABLEAU 3.1 — Nombre de composés détectés et pourcentage (%) de détection par catégories de compo-

sés chimiques en fonction de leur position le long de la zone estuarienne et campagnes, toutes matrices
confondues.

Amont Aval Urbain

Printemps Eté Hiver Printemps  Eté Hiver Printemps Eté Hiver
Alkylphénols 1 (20) 0 (0) 0 (0) 2 (40) 1 (20) 0 (0) 2 (40) 3 (60) 2 (40)
Métaux 23 (100) 25 (100) 25 (100) 17 (89) 19 (79) 19 (79) 23 (100) 25 (100) 25 (100)
Muscs 1 (10) 10 (100) 8 (80) 1 (10) 0 (0) 0 (0) 5 (50) 10 (100) 10 (100)
synthétiques
I-i,AP 4 1 (6) 16 (100) 16 (100) 0 (0) 2 (12) 9 (56) 1 (6) 16 (100) 16 (100)
PCB 0 (0) 7 (58) 6 (50) 0 (0) 3 (27) 2 (18) 0 (0) 11 (92) 9 (75)
Pesticides 0 (0) 13 (72) 12 (67) 0 (0) 1 (6) 0 (0) 0 (0) 18 (100) 16 (89)
Pharmaceutiques 35 (76) 35 (76) 34 (74) 8 (18) 7 (16) 8 (18) 41 (89) 41 (89) 41 (89)
Filtres UV 0 (0) 4 (67) 4 (67) 0 (0) 0 (0) 1(17) 2 (33) 6 (100) 5 (83)
Total par 61 (45) 110 (80) 105 (76) 28 (22) 33 (24) 39(29) 74 (55) 130 (94) 124 (90)
%Tarfagne 117 (85) 50 (37) 131 (95)

Quelle que soit la campagne et la catégorie de contaminants ciblée, 95% des micropolluants chimiques ciblés
ont été quantifiés dans des sites urbains. Ce pourcentage est conséquent pour les sites amonts, d’une valeur
de 85%, tandis qu’il est uniquement de 37% pour les sites avals (Tableau 3.1). Cette observation peut étre
mise en lien avec l'influence des cycles de marée et du mélange avec les eaux marines responsables d’un
potentiel effet de dispersion et de dilution, rappelons que les prélevements ont été réalisés a 1’étale de basse
mer. Bien que les sites amont soient situés avant la zone urbaine de Bayonne-Anglet-Biarritz, ils ne sont pas
pour autant dépourvus de l'influence des activités (urbaines et agricoles) prenant place au sein du bassin
versant. De plus, ces sites restent intra-estuariens, et ainsi, en fonction du coefficient de marée, ces sites
peuvent aussi étre influencés par la présence de micropolluants chimiques transportés de ’aval vers 'amont.
Au-dela de cette valeur générique de contaminants détectés, on peut observer I’évolution de ces pourcentages
au sein de différentes catégories de contaminants.

La décroissance du pourcentage de contaminants détectés observée pour les sites aval est rattachable aux

contaminants organiques dont les pesticides (0 & 6%), les muscs synthétiques (0 & 10%), les résidus
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pharmaceutiques (16 & 18%), les filtres UV (0 & 17%), et les PCB (0 & 27%) (Tableau 3.1). Ces catégories
correspondent essentiellement a des substances dont 'origine est plutot liée aux STEU pour les résidus
pharmaceutiques, les muscs synthétiques ou les filtres UV, ou au lessivage des sols avec les pesticides dans
les zones agricoles ou PCB dans les zones urbaines.

Les sites amont et aval du point de vue du nombre de contaminants détectés sont assez similaires. Néanmoins,
les sites urbains présentent un pourcentage de quantification légerement supérieur a celui des sites amont,
notamment pour les contaminants organiques dont les alkylphénols (60% contre 20% pour l'amont), les
filtres UV (100% contre 67% pour 'amont) ou les résidus pharmaceutiques (91% contre 87% pour l'amont)
(Tableau 3.1).

Les prélevements réalisés au printemps présentent quelle que soit la position sur I’estuaire, des pourcentages
de substances quantifiées inférieurs aux autres saisons, avec pour I'amont 45% de composés détectés au
printemps contre 80 et 75% en été et hiver, pour 'aval 22% contre 24 et 29% et pour les sites urbains 55%
contre 93 et 89% (Tableau 3.1).

3.2.1 La zone urbaine, source majeure de contamination

3.2.1.1 Les STEU, source des contaminants émergents dans les écosystémes par les matrices

eau

Les matrices eau présentent un pourcentage de contaminants quantifiés d’une valeur de 59% a 52% pour
les teneurs totales et dissoutes. De nombreux contaminants n’ont pas été quantifiés dans ces deux matrices
et particuliérement les contaminants organiques (Annexes, tableau A3.1). Néanmoins, bien qu'un nombre
plus réduit de contaminants soit mesuré dans ces matrices, généralement, lorsqu’ils le sont, ils tendent a étre
préférentiellement observé pour des sites urbains et surtout le site 6 (situé a proximité du rejet de la STEU
de S* Frédéric) (Figure 3.1). Bien que ces sites présentent aussi des concentrations en divers contaminants
organiques listés comme prioritaires, la distribution des contaminants organiques émergents est bien plus
remarquable ici. Les « heatmaps » sont des représentations graphiques illustrant par site, la concentration
centrée et réduite pour chaque contaminant. Donc, dans ces heatmaps, la moyenne des concentrations par
contaminant est nulle et ’écart-type est égal a un. Ces concentrations centrée réduites sont employées afin
de visualiser 1’écart des concentrations entre chaque contaminant sur un méme graphique. Plus la couleur
est sombre, plus la concentration correspondante est importante pour le site par rapport aux autres sites.
Les contaminants émergents non illustrés ici correspondent a des substances présentant des valeurs nulles

(concentrations inférieures a la LD) (Figure 3.1).

11 est plus rare qu’un contaminant soit quantifé dans ’eau, mais lorsqu’il ’est, c’est préférentiellement pour le
site 6 (Figure 3.1). Cette observation est visible pour les différentes fractions mais légérement plus marquée

pour la fraction dissoute (Figure 3.1A et B). Plus sporadiquement, des concentrations supérieures & la
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FI1GURE 3.1 — Heatmaps des concentrations centrées réduites en contaminants organiques émergents dans les
eaux pour dans les eaux brutes (A), la fraction dissoute (B) et les concentrations en résidus pharmaceutiques
(C) dans les eaux pour la fraction dissoute.
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moyenne sont aussi observables pour les sites 7 ou 8, deux sites urbains situés a proximité de deux effluents
urbains, I’Aritxague et le Maharin respectivement.

Bien que ce site 6 présente des concentrations plus élevées pour de nombreux contaminants, les concentrations
correspondantes ne sont pas forcément préoccupantes (car au sein de la heatmap, elles sont centrées et
réduites). Cependant, dans les tableaux en annexe A2.3 et A2.4, on peut remarquer que certains contaminants
(dont les résidus pharmaceutiques dans la fraction dissoute ou 'THHCB dans les eaux brutes) présentent des
concentrations maximales et/ou des moyennes de concentrations trés largement supérieures a celles qui
peuvent étre observées dans d’autres estuaires frangais ou dans ’estuaire de ’Adour auparavant. Ainisi, les
STEU sont émettrices d'un cocktail de contaminants dans le milieu estuarien. D’autant plus que le maximum
des concentrations pour certains contaminants prioritaires est aussi observé pour ce méme site. C’est aussi
le cas pour le MMHg (méthylmercure) (obtenu pour le site 6 en été avec une valeur de 0,23 + 0,03 ng.L!
pour la teneur totale et 0,11 & 0,0006 ng.L ™! pour le dissous) ou le plomb (Pb) (obtenu pour le site 6 au

printemps avec une valeur de 3,61 + 1,18 pg.L ™! pour la teneur totale) .

3.2.1.2 Contamination chimique des sédiments dans la zone urbaine

Les sédiments présentent un pourcentage de contaminants détectés supérieur aux matrices eau (Annexes,
tableau A3.1). Plus de sites appartiennent & la catégorie des sites urbains pour les sédiments que pour les
eaux, il s’agit des sites numérotés de 5 a 10.

Différents sites présentent des maximums en concentrations, cependant, le site 7 (situé & proximité de
I’Aritxague, un effluent urbain) ainsi dans une moindre mesure le site 8 (situé a proximité du Maharin, lui
aussi un effluent urbain) sont les sites qui présentent les concentrations les plus marquées en contaminants
organique prioritaires et émergents, ainsi que le plus grand nombre de détection (Figure 3.2).

Le site 7 par rapport aux autres sites présente des concentrations plus important en HAP (surtout en hiver),
en musc (p.ex. le HHCB-L en été, le AHMI en hiver), en PCB (p.ex. les PCB 28+31 et 52 en été), en
pesticides (p.ex. I’ -endosulfan et le dieldrine en été ou 'endrine kétone et le méthoxychlore en hiver) et en
filtres UV (p.ex. ’OC et le 4-MBC) (Figure 3.2).

Plus ponctuellement, d’autres sites se démarquent, tel que le site 5 caractérisé par la présence en filtre UV
(le EHMC et le OD-PABA) au printemps, le site 9 (situé a proximité de la STEU de Snt Bernard) avec la
présence de PCB (surtout le PCB 180) en hiver ou le site 10 avec la présence de PCB (PCB 44 et PCB 194)
et de pesticides (le 44-DDT, le -endosulfan et 'endosulfan sulfate) au printemps (Figure 3.2).

3.2.1.3 Le cas particulier des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances employées pour lutter contre les microorganimes, on peut s’attendre
a ce que la présence d’antibiotique altere la structure des communautés microbiennes en modifiant la survie

de certains organismes et en favorisant d’autre possédant d’éventuels génes de résistance (GULLBERG et al.,
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FIGURE 3.2 — Heatmaps des concentrations centrées réduites en contaminants organiques prioritaires et
émergents dans les sédiments estuariens.
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2011; OBERLE et al., 2012; MICHAEL et al., 2013; ANDERSSON & HUGHES, 2014; ESTRELA & BROWN,
2018).

Théoriquement, on s’attend a détecter des antibiotiques a la fois dans la zone en amont de ’estuaire, en
lien avec les activités agricoles d’élevages intensifs (ARIKAN et al., 2008 ; KI1vITs et al., 2018 ; SCHULZ et
al., 2019) ainsi que dans la zone urbaine aval & proximité des STEU, dii aux rejets éventuels issus des
installations hospitaliéres, maisons de retraite ou des usages vétérinaires (MICHAEL et al., 2013 ; GAW et al.,

2014 ; EDUARDO-CORREIA et al., 2020 ; HAENNI et al., 2022).

Dans les eaux de 'estuaire de I’Adour, un total de 10 antibiotiques a été détecté, ils sont présents au site 6
soit sous I'influence directe et au niveau de I'effluent de la STEU de S* Frédéric (Bayonne). Nous observons
des concentrations importantes en antibiotique uniquement a proximité des STEU, le signal amont n’est ici
clairement pas visible. Ces concentrations sont assez similaires quelle que soit la saison, sur ’ensemble des
trois campagnes d’échantillons. Pour ce site, les concentrations moyennes (en ng.L!) sont de 220 + 84,0
pour I’érythromycine A, de 194 + 48,5 pour l'ofloxacine, de 166 + 19,6 pour I'azithromycine, de 159 + 34,3
pour la spiramycine, de 147 + 34,2 pour le sulfaméthoxazole, de 131 £ 6,50 pour la ciprofloxacine, de 113 +
27,8 pour le métronidazole, de 97,0 + 31,7 pour la clarithromycine, de 79,9 + 41,9 pour la triméthoprime,
de 62,8 £+ 38,6 pour la roxithromycine et finalement de 12,5 £+ 4,47 pour la josamycine (Figure 3.3). Ces
valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles observées dans la littérature oour des eaux usées traitées

urbaines en France (ANSES, 2020).
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FIGURE 3.3 — Concentrations (ng.L'!) en antibiotiques dans la fraction dissoute des eaux de I'estuaire de
I’Adour.

Dans les sédiments, ce sont 21 antibiotiques qui ont été détectés, mais uniquement 16 d’entre eux présentent

une somme totale sur I’échantillonnage supérieure a 1 pg.kg™* (Figure 3.4). Les sédiments présentent un profil
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de contamination bien distinct de celui des eaux. La somme des concentrations par site en antibiotiques est
comprise entre 0,020 et 75,9 pg.kg! & Iexception du site 7 en hiver qui présente une somme des concen-
trations bien supérieure atteignant la valeur de 319 pg.kg™!, due & la présence importante de ciprofloxacine
(266 ng.kg™t). Hormis I'hiver, le site 7 présente des concentrations en antibiotiques qui sont parmi les plus
élevées au printemps (55,4 pg.kg!) et en été (75,9 ng.kgt) (Figure 3.4).

A cette exception, la présence d’antibiotiques n’est pas ici caractérisée par une variabilité saisonniere (Figure
3.4). Les sédiments peuvent étre des réservoirs pour les antibiotiques et en fonction des parameétres environ-
nementaux, étre aussi des sources secondaires de contamination (GAW et al., 2014 ; FABBRI & FRANZELLITTI,

2016).
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FIGURE 3.4 — Concentrations (pg.kg!) de séd.secs en antibiotiques dans les sédiments de Pestuaire de
I’Adour. es antibiotiques dont la somme totale des concentrations est inférieure & 1 pg.kg™' de séd.secs ont
été exclus de cette représentation.

3.2.2 Variation spatiale de ’amont a I’aval

Les sites amonts sont situés en amont de la zone urbaine de Bayonne-Biarritz-Anglet. Par leur position et
du prélevement effectué a marée basse, ils sont représentatifs du bassin versant de I’Adour, bien que dans la
zone de marée dynamique de I'estuaire de I’Adour. Comme indiqué dans le Chapitre 2.1.1, les sites amonts
sont numérotés 1 et 2 ou 3 et 4, selon §’ils sont positionnés sur les fleuves Adour ou Nive, respectivement.

Une portion conséquente des substances ciblées I’a été dans les sites amonts (Tableau 3.1). Pour la majorité
des contaminants, les concentrations observées sont bien plus faibles que pour les sites situés dans la zone

urbaine (Figures 3.1 et 3.2). Bien que non caractérisés par les pics de concentrations en contaminants, ces
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sites ne s’averent pas correspondre non plus a des sites de références. Ils présentent en général une valeur
de fonds pour les contaminants tels que les métaux, organométaux et contaminants organiques prioritaires

dans les eaux ou l’ensemble des contaminants dans les sédiments (Figure 3.5).
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FIGURE 3.5 — Boxplot des concentrations (ng.gt) en métaux dans les sédiments en fonction du positionne-
ment amont/aval. Les valeurs sont représentées en fonction de différentes gammes de concentrations allant
de 02 10 pg.gt (A), de 0 & 60 pg.g! (B) et de 0 & 750 ng.g* (C).

Pour les matrices eau, la majorité des contaminants organiques émergents n’ont pas été détectés dans les eaux
(brute et filtrée) (Figure 3.1). Tres sporadiquement, certaines substances sont caractérisées ponctuellement
pour ces sites comme la sulfadiazine dans la fraction dissoute présentant une concentration de 98,9 ng.L*
pour le site 1 et de 70,3 ng.L™! pour le site 2 au printemps alors que les concentrations de ces composés sont

inférieures & la LOQ pour le reste des échantillons (données non représentées).

3.2.3 Occurrence des contaminants dans le bas estuaire

37% des micropolluants ciblées ont été détectés dans les sites avals (Tableau 3.1). L’échantillonnage de la

zone aval était uniquement constitué d’échantillons d’eau (labellisés de A a D). L’absence d’échantillon de
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sédiment est en partie responsable de cette observation. Cette réduction du nombre de contaminants détectés
peut aussi étre mise en relation avec un effet d’atténuation des teneurs dans les eaux par les cycles de marée,

le mélange avec les masses d’eaux marines, et le régime hydrologique a 'amont de 'estuaire.

La concentration totale des HAP (somme des 16 HAP prioritaires) atteint sa valeur maximale détectée, de

488 ng.L!, pour le site D en hiver (Figure 3.6A) pour les matrices eau et la teneur totale.
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FIGURE 3.6 — Somme des concentrations (ng.L ') en HAP (A) et en PCB (B) dans I'eau de I'estuaire de
I’Adour par site et par campagne.

La zone industrielle de la ville de Tarnos, située sur la rive droite de ’estuaire a proximité des sites C et D,
avait déja été identifiée comme une zone contaminée en HAP lors d’études précédentes sur I’Adour au début

des années 2000 (BAREILLE et al., 2001). Plusieurs sites industriels dans cette zone sont référencés dans la
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base de données GEORISQUES !.

De méme pour les PCB, qui sont détectés dans les eaux de 'estuaire de I’Adour en partie pour les sites B,
C et D (pour la fraction totale). Le maximum de la somme en PCB est atteint en hiver pour le site C avec
un somme égale & 70,6 ng.L 't (Figure 3.6B). Ces observations concordent aussi avec les études présentes
réalisées sur l'estuaire de 1’Adour, détectant une présence marquée de PCB autour de la zone de Tarnos (a
proximité des sites C et D) pour la fraction particulaire (BAREILLE et al., 2001). Les HAP et PCB présentent

des variabilités saisonniéres particuliéres prononcées (Figure 3.6) dans le bas estuaire.

1. GEORISQUES (anciennement BASOL), une base de données du Ministeére de la Transition écologique et solidaire. Dis-
ponible a P’adresse : https://www.georisques.gouv.fr/risques/sites-et-sols-pollues/donnees. Consulté en octobre 2021.
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3.3 Variabilité saisonniere et facteurs influencant les micropol-

luants chimiques
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